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Лишайники представляют собой экстремофильные симбиотические ассоциации, обладающие 
феноменальной устойчивостью к  действию абиотических стрессовых факторов. Меланизация 
талломов является одним из защитных механизмов лишайников в  ответ на УФ-воздействие 
в  условиях избыточной инсоляции. Микроструктура и  биохимические особенности меланизи-
рованных талломов лишайников, однако, остаются малоизученными. В  настоящей работе мы 
проанализировали морфологию, наномеханические и физиолого-биохимические свойства есте-
ственно-меланизированных талломов лишайника Cetraria islandica. Меланиновая природа пиг-
ментированного слоя верхнего кортекса таллома C. islandica подтверждена окрашиванием в ре-
зультате качественных реакций, характерных для меланинов. Установлено, что меланизация 
приводит к изменениям микроструктуры верхнего кортекса микобионта, в частности утолщению 
клеточных стенок и увеличению межгифового пространства. Наномеханические свойства, в том 
числе параметры адгезии и жесткости, отличались у меланизированных и бледных (немеланизи-
рованных) талломов, что свидетельствует о возможном образовании сложных ассоциатов мела-
нина с компонентами клеточных стенок микобионта при меланизации. Кроме того, обнаружено, 
что меланизированные талломы C. islandica характеризуются высокой антиоксидантной актив-
ностью и пониженной дыхательной активностью, по сравнению с таковыми у бледных талломов. 
Можно полагать, что изменения в  микроструктуре, наномеханических и  физиолого-биохими-
ческих свойствах талломов, происходящие в  ходе меланизации, способствуют формированию 
устойчивости лишайников к воздействию интенсивной инсоляции.
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ВВЕДЕНИЕ
Лишайники представляют собой фотосинте-

зирующие симбиотические ассоциации, таллом 
которых образован двумя основными партнера-
ми  – микобионтом и  фотобионтом  [1]. Лишай-
ники относят к  экстремофильным организмам 
ввиду их феноменальной устойчивости к  дей-
ствию неблагоприятных факторов окружающей 
среды, таких как обезвоживание, перепады тем-
ператур, ультрафиолетовое (УФ) излучение  [2]. 
Среди механизмов высокой стрессовой устой-
чивости лишайников немаловажную роль мо-

Сокращения: АСМ – атомно-силовая микроскопия; L-ДОФА – 
3,4-L-дигидроксифенилаланин; СЭМ  – сканирующая элек-
тронная микроскопия; УФ излучение – ультрафиолетовое излу-
чение.

жет играть синтез вторичных метаболитов, в том 
числе меланинов. Темный пигмент меланин, 
синтезирующийся в  некоторых видах лишай-
ников при действии интенсивной естественной 
инсоляции или УФ-облучения, представлен 
в виде пигментированного слоя на поверхности 
талломов лишайников. Меланины – это продук-
ты окислительной полимеризации фенольных 
или индольных соединений, способные погло-
щать свет широкого спектра длин волн, вклю-
чая гамма-лучи, рентгеновское и УФ-излучение, 
что позволяет им проявлять фотопротекторные 
свойства  [3–5]. Меланины в  талломе лишайни-
ков также проявляют фотозащитные и антиокси-
дантные свойства [6]. В литературе представлены 
единичные работы по характеристике морфоло-
гии пигментированных талломов лишайников, 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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что может быть связано со сложностью анато-
мического строения таллома, взаимодействи-
ем грибных и  фотосинтезирующих симбионтов 
и разнообразием путей биосинтеза метаболитов. 
Так, ранее нами проанализированы микрострук-
тура и  элементный состав пигментированно-
го слоя верхнего кортекса талломов лишайника 
Lobaria pulmonaria при УФ-В  облучении  [7]. По-
казано, что пигментация талломов L. pulmonaria 
обусловлена УФ-В  индуцированным син-
тезом эумеланина. Меланизация талломов 
L.  pulmonaria приводила к  изменению наноме-
ханических параметров, а  именно уменьшению 
адгезионных свойств пигментированного слоя 
клеток верхнего кортекса таллломов  [8]. В  каче-
стве объекта исследования настоящей работы 
был выбран лишайник Cetraria islandica (L.) Ach. 
(исландский мох), микобионтом которого явля-
ется гриб Cetraria, а  фотобионтом зеленая водо-
росль Trebouxia sp. Cetraria islandica представля-
ет собой разветвленный, кустистый лишайник 
с прямостоячим листоватым слоевищем по цвету 
от серовато-белого до темно-коричневого, мо-
жет достигать до 7 см в высоту. Этот лишайник 
является представителем арктической, субар-
ктической и альпийской растительности во всем 
северном полушарии. Таллом C. islandica широко 
используется в  фармакологии в  качестве анти-
микробного препарата и  биологически актив-
ной добавки. Высокая биологическая активность 
этого лишайника во многом обусловлена нали-
чием в  талломе уникальных лишайниковых ме-
таболитов, в  частности полисахарида лихенина. 
Методами низкотемпературной сканирующей 
электронной микроскопии и иммуноцитохимии 
в  непигментированных талломах лишайников 
C. islandica и Evernia prunastri в качестве структур-
ного элемента стенки гифа гриба визуализирован 
лихенин, участвующий преимущественно в  вод-
ном обмене [9]. Ранее было показано, что УФ-об-
лучение индуцирует синтез меланина в  талломе 
C. islandica [10, 11], однако информация о микро-
структуре таллома при меланизации отсутствует 
в  литературе. Морфология и  топография талло-
ма могут обуславливать его физико-химические 
свойства и  физиологические функции. В  связи 
с  этим целью настоящей работы явился анализ 
структурных характеристик, в том числе морфо-
логии и наномеханических свойств, а также физи-
олого-биохимических характеристик, в частности 
антиоксидантных свойств и  дыхательной актив-
ности, естественно-меланизированного таллома 
лишайника C. islandica.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сбор материала. Бледные и  меланизирован-

ные талломы лишайника Cetraria islandica (L.) 
Ach. были собраны в затемненных и хорошо ос-

вещенных участках в  окрестностях г. Сыктыв-
кар. Материал очищали от загрязнений, мед-
ленно высушивали при комнатной температуре 
при относительной влажности 60–70% и  далее 
хранили при температуре –20°С. Перед началом 
экспериментов талломы лишайника гидрати-
ровали на влажной фильтровальной бумаге при 
температуре 10°С в течение 24 ч.

Качественные реакции на меланин. Для  про-
ведения качественных реакций были получены 
поперечные срезы бледных и  меланизирован-
ных талломов лишайника C. islandica толщиной 
50 мкм с  помощью вибратома Leica VT 1000S 
(“Leica”, Германия). Срезы были окрашены не-
сколькими способами:

1.	 Срезы окрашивали 0.2% 3,4-L-диги-
дроксифенилаланином (L-ДОФА) в течение 1 ч 
в темноте [12].

2.	 Срезы окрашивали 1% раствором азура II 
в течение 30 мин. Затем добавляли 0.5% раствор 
эозина на несколько минут по протоколу Рож-
нака [13].

3.	 Срезы инкубировали в  2.5% растворе 
FeSO4 в  течение 1 ч, затем инкубировали в  1% 
растворе K3[Fe(CN)6] в течение 30 мин, а затем 
в смеси этанол-ксилол (50:50 по объему) по про-
токолу Лилли [14].

Окрашенные срезы талломов лишайника 
анализировали с помощью эпифлуоресцентного 
микроскопа Leica DM1000 (“Leica”, Германия) 
и цифровой камеры (“Sony”, Китай). Для опре-
деления толщины пигментированного слоя про-
анализировано 15 срезов из трех биологических 
повторов с  помощью встроенного программно-
го обеспечения для микроскопа.

Сканирующая электронная микроскопия 
(СЭМ). Поперечные срезы бледных и меланизи-
рованных талломов лишайника C. islandica фик-
сировали в  2.5% глутаровом альдегиде, приго-
товленном в 0.1 М Na-фосфатном буфере pH 7.4, 
в течение 24 ч. После обезвоживания в серии раз-
ведений этанольного спирта, срезы инкубирова-
ли в смеси гексаметилдисилазана и этанола в со-
отношениях 1:3, 1:1, 3:1 (по объему) по 30  мин. 
Далее срезы помещали в  100% гексаметилдиси-
лазан на 60 мин. Морфологию структурирован-
ной поверхности бледных и меланизированных 
талломов лишайника после напыления золо-
том (высоковакуумная напылительная система 
Q150T ES, “Quorum Technologies”, Великобри-
тания) визуализировали с  помощью сканирую-
щего электронного микроскопа высокого раз-
решения (“Merlin”, Германия) при ускоряющем 
напряжении 5 кВ. Для  оценки относительной 
толщины клеточных стенок гиф в бледных и ме-
ланизированных талломах определяли коли-
чество гиф на единицу площади поперечного 
сечения СЭМ-изображений с  использованием 
графической программы ImageJ.
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Атомно-силовая микроскопия (АСМ). Блед-
ные и  меланизированные талломы лишайника 
C. islandica фиксировали в 2.5% глутаровом аль-
дегиде, постфиксировали в  тетроксиде осмия 
(“Sigma”, США), обезвоживали в  этанольном 
спирте в возрастающих концентрациях от 30% до 
96% раствора и  ацетоне. Образцы полимеризо-
вали в смоле LR White (“Sigma”, США) при 60°C 
в течение 24 ч. Верхнюю поверхность блоков об-
разцов выравнивали с помощью алмазного ножа. 
Верхний кортекс талломов лишайника на попе-
речном срезе визуализировали с  помощью ми-
кроскопа Bruker Dimension FastScan (“Bruker”, 
США) в  режиме PeakForceQNM с  кантилевера-
ми ScanAsyst-Air (“Bruker”, США). Изображе-
ния были получены с разрешением 512 строк на 
сканирование.

Ферментативная активность талломов лишай-
ников. Грубый ферментный экстракт получали 
путем гомогенизации регидратированного ли-
шайника в  жидком азоте и  последующей экс-
тракции в 50 мМ Na-фосфатном буфере pH 7.0 
в течение 1 ч. Гомогенат центрифугировали при 
10000 g в течение 30 мин. Экстракт высаливали 
сульфатом аммония в  30–80% градиенте насы-
щения. После центрифугирования осадок ре-
суспензировали в  минимальном объеме 25  мМ 
Трис-HCl буфера рН 7.5. Активность ферментов 
определяли спектрофотометрически на при-
боре UV-1600 (“Shumadzu”, Япония). Актив-
ность лакказы определяли по скорости окисле-
ния 1 мМ о-дианизидина (д460 = 30.0 мМ–1см–1) 
в 80 мМ ацетатном буфере, рН 4.5. Активность 
тирозиназы определяли по скорости окисле-
ния 2 мМ L-DOPA (д475 = 3.6 мМ–1см–1) в 50 мМ 
Na-фосфатном буфере рН 6.0 [15].

Детоксикация Н2О2. Фрагменты бледных 
и  меланизированных талломов C. islandica инку-
бировали в 0.05 М Na-фосфатном буфере рН 7.0 
с добавлением 500 мкМ Н2О2 в темноте. Через 20, 
40 и 60 мин измеряли содержание Н2О2 в раство-
ре инкубации с  использованием ксиленолового 
оранжевого (λ = 560 нм) [16] на спектрофотометре 
UV-1600 (“Shumadzu”, Япония). Для построения 
калибровочной кривой использовали растворы 
с  известным содержанием Н2О2. В  контрольных 
вариантах (без добавления фрагментов таллома) 
изменения содержания Н2О2 не происходило.

Интенсивность дыхания. Интенсивность ды-
хания бледных и  меланизированных талломов 
лишайника C. islandica определяли манометри-
ческим методом в аппарате Варбурга (“Warburg-
Apparat VEB Glaswerke Stutzerbach”, Герма-
ния) [17]. Расчеты проводили в мкл О2 за 1 ч на 
1 г сухой массы.

Статистика. Опыты проводили в  3–6 биоло-
гических повторностях и  3–14 аналитических 
повторностях. Полученные данные представ-
лены в виде средних арифметических значений 

со стандартными ошибками (SE). Все  экспери-
ментальные данные имеют нормальное распре-
деление признака. Для  сравнения их средних 
арифметических значений использовали од-
нофакторный дисперсионный анализ ANOVA 
с  оценкой попарных различий с  помощью кри-
териев Тьюки, Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфологический анализ талломов лишайников 

с помощью качественных реакций
С  помощью световой микроскопии на по-

перечных срезах пигментированного таллома 
C. islandica был визуализирован темно-коричне-
вый слой на поверхности верхнего кортекса, под 
которым располагались непигментированные 
гифы гриба и водоросли (рис. 1д). Толщина пиг-
ментированного слоя варьировала в среднем от 
5 до 8 мкм. Для выявления меланиновой приро-
ды пигментации талломов C. islandica были про-
ведены качественные реакции. Так, поперечные 
срезы были окрашены красителем L-ДОФА, яв-
ляющимся субстратом фенолоксидаз, в том чис-
ле тирозиназ и лакказ, вовлеченных в синтез ме-
ланина  [18]. После окрашивания верхний слой 
коры пигментированного, но не бледного, тал-
лома C. islandica приобрел интенсивно коричне-
вый цвет (рис. 1б, е). С помощью окрашивания 
по методу Рожнака с использованием эозина на 
срезах пигментированного таллома были визуа-
лизированы темно-коричневые клетки (рис. 1ж). 
После окрашивания по методу Лилли, основан-
ном на окислении железа, темный пигмент так-
же визуализировался только у  пигментирован-
ных талломов C. islandica (рис. 1з).

Микроструктура талломов лишайника 
C. islandica с помощью сканирующей 

электронной микроскопии
Микроструктура поперечных срезов блед-

ного и  меланизированного талломов лишай-
ника C. islandica была визуализирована с  по-
мощью СЭМ. Показано, что толщина верхнего 
кортекса меланизированного таллома больше, 
чем таковая бледного таллома. Так,  у  бледно-
го таллома верхний коровый слой представлен 
грибными гифами с  многочисленными пора-
ми (рис.  2а), тогда как у  меланизированного 
таллома C.  islandica количество пор на едини-
цу площади поперечного сечения было в  3.8 
раз меньше, что свидетельствует об утолщении 
клеточных стенок гиф (рис. 2б).

Наномеханические свойства талломов лишайника 
C. islandica с помощью атомно-силовой микроскопии

Для изучения топографии верхнего кортекса 
поперечных срезов талломов C. islandica мы про-
анализировали рельеф, адгезию и жесткость по-
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верхности срезов бледных и меланизированных 
талломов C. islandica с помощью АСМ (рис. 3).

Изображение по высоте, полученное при 
сканировании вдоль главной оси зондового 
датчика, у  бледного таллома заметно отлича-
лось от изображения меланизированного тал-
лома. Так,  цветовая насыщенность рельефа 
бледного таллома была в 1.2 раза выше таковой 
меланизированного таллома (рис. 3а, г). Адге-
зия поверхности меланизированного таллома 
примерно в четыре раза больше по сравнению 
с  таковым значением для бледного таллома 
(рис. 3б, д). В то же время значение жесткости 
меланизированного таллома снижено более 

чем в  10  раз по сравнению с  показателем для 
бледного таллома (рис. 3в, е).

Окислительно-восстановительная и дыхательная 
активность бледных и меланизированных 

талломов C. islandica
При измерении активности фенолокси-

даз, таких как лакказы и  тирозиназы, наиболь-
шие значения были детектированы для лакказ. 
Этот показатель у  меланизированных талломов 
C.  slandica составлял 167 ± 12 нкат на г–1 сухого 
вещества, что было выше в  1.3 раза по сравне-
нию с активностью лакказы 131 ± 7 нкат на г–1 
сухого вещества в бледном талломе. Активность 

(a) (б) (в) (г)

(д) (е) (ж) (з)

(a) (б) (в) (г)

(д) (е) (ж) (з)

(a)

Фотобионт

Фотобионт

Микобионт
Микобионт

(б)

Рис. 1. Поперечные срезы бледных (а-г) и меланизированных (д-з) талломов лишайника C. islandica: неокрашенные 
талломы (а, д); L-ДОФА окрашивание (б, е); окрашивание по Рожнаку (в, ж) и по Лилли (г, з). Масштабная линей-
ка – 10 мкм.

Рис. 2. Сканирующие электронные микрографии поперечных срезов бледного (а) и меланизированного (б) талло-
мов лишайника C. islandica. Масштабная линейка – 10 мкм.
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тирозиназы была низкой и в бледном, и в мела-
низированном талломах C. islandica (данные не 
представлены).

Важным показателем антиоксидантной ак-
тивности образца является скорость разложения 
Н2О2. Анализ скорости деградации экзогенной 
Н2О2 в  концентрации 500 мкМ талломами ли-
шайника C. islandica продемонстрировал, что 
меланизированные талломы лишайника могут 

значительно более эффективно (на 50%) разла-
гать экзогенную Н2О2 в  течение 1 ч, по сравне-
нию с бледными талломами (рис. 4а).

Анализ интенсивности дыхательной актив-
ности талломов лишайника C. islandica показал, 
что скорость дыхания меланизированных тал-
ломов C. islandica почти вдвое ниже по сравне-
нию со скоростью дыхания бледных талломов 
(рис. 4б).

Рельеф

104.6 нм

−125.7 нм

3.6 нН

−3.1 нН

186.1 нм

−80.1 нм

90 нм

−103.4 нм

14.9 нН

−14.4 нН

11.2 нм

−7.4 нм

Адгезия Жесткость

(a) (б) (в)

(д) (е)

(a) (б) (в)

(д) (е)(г)(г)

Рис. 3. Рельеф (а, г), адгезия (б, д), жесткость (в, е) поверхности поперечных срезов бледного (а–в) и меланизиро-
ванного (г–е) талломов лишайника C. islandica, полученные с помощью атомно-силовой микроскопии. Масштаб-
ная линейка – 2 мкм.
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Рис. 4. Окислительно-восстановительная активность (а) и интенсивность дыхания талломов лишайника C. islandica 
(б). (а) – деградация экзогенной 500 мкМ Н2О2 бледными (белые кружки) и меланизированными (черные круж-
ки) талломами C. islandica. (б) – интенсивность дыхания бледных (белые столбцы) и меланизированных талломов 
C.  islandica (черные столбцы). Достоверность различий определяли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа ANOVA при Р < 0.01 (**), Р < 0.001 (***)
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ОБСУЖДЕНИЕ
Лишайники  – это экстремофильные орга-

низмы, успешно выживающие в самых неблаго-
приятных условиях среды [19]. В ответ на стрес-
совое воздействие, связанное с  интенсивной 
солнечной радиацией и  УФ-излучением, тал-
ломы лишайника C. islandica приобретают тем-
но-окрашенную пигментацию, обусловленную 
синтезом пигмента меланина в верхнем кортексе 
талломов. Меланины  – универсальные пигмен-
ты, характерные многим организмам. На  сегод-
няшний день большинство работ, посвященных 
изучению морфологии и  свойств меланинов, 
выполнены на патогенных грибах  [20–22], бак-
териях  [23, 24], меланосомах человека  [25, 26]. 
Ранее нами были проанализированы физи-
ко-химические свойства меланинов, экстраги-
рованных из лишайников C. islandica, Lobaria 
pulmonaria и  Leptogium furfuraceum  [27–29]. Не-
смотря на то, что роль меланизации в  защите 
лишайников от солнечной радиации широко 
описана в литературе [30, 31], существуют лишь 
единичные работы, посвященные исследованию 
архитектуры меланинового слоя в  талломах ли-
шайников in situ  [7, 8]. В  настоящей работе вы-
явлены особенности морфологии и топографии 
поверхности корового слоя меланизированно-
го таллома лишайника C. islandica. Так,  мела-
низированные талломы C. islandica характери-
зовались потемнением поверхности верхнего 
кортекса и характерным для меланинов окраши-
ванием (рис. 1), а также утолщением клеточных 
стенок и  увеличением межгифового простран-
ства верхнего корового слоя, визуализирован-
ного на поперечных срезах талломов (рис. 2). 
Ранее мы показали, что меланизация лишайни-
ка L.  pulmonaria сопровождается увеличением 
межгифового пространства и  накоплением ме-
ланинподобных гранул [7]. Можно полагать, что 
увеличение межгифового пространства верхнего 
корового стоя талломов является характерной 
морфологической особенностью лишайников 
при УФ-индуцированной меланизации. Нами 
также было показано, что меланизация талломов 
лишайника L. pulmonaria приводила не только 
к  морфологическим изменениям, но и  к  изме-
нению физических свойств талломов, обуслов-
ленному образованием меланиновых комплек-
сов  [8]. В  настоящей работе с  помощью АСМ 
была охарактеризована топография и проанали-
зированы наномеханические свойства верхнего 
корового слоя поперечных срезов лишайника 
C. islandica. Обнаружено, что в  меланизирован-
ных талломах C. islandica происходит повышение 
адгезии корового слоя, а параметры жесткости 
значительно снижаются по сравнению с  тако-
выми в  бледных талломах (рис. 3). Это  свиде-
тельствует о  высокой хелатирующей способ-
ности меланина и  возможном образовании 

сложных ассоциатов меланина с  полисахари-
дами и  белками клеточных стенок. По  предва-
рительным данным, процентная доля полиса-
харидов, в частности лихенина и изолихенина, 
в  меланиновых ассоциатах у  C.  islandica выше, 
чем у  L. pulmonaria, что может повышать со-
рбционные свойства и  оказывать влияние на 
топографические характеристики меланизи-
рованного верхнего корового слоя талломов 
(данные не опубликованы). Таким образом, из-
менения наномеханических показателей талло-
мов C. islandica при меланизации подтверждают 
изменение топографии меланизированных тал-
ломов лишайника на наноуровне.

Можно полагать, что такие значительные 
изменения морфологии и  топографии таллома 
оказывают влияние на физиолого-биохимиче-
ское состояние лишайника. Данное предположе-
ние подтвердилось данными об антиоксидант-
ной и дыхательной активности. Было показано, 
что меланизация сопровождается повышением 
антиоксидантной активности таллома, о  чем 
свидетельствует эффективная деградации эк-
зогенной Н2О2 меланизированными талломами 
C. islandica. Эти данные подтверждают продемон-
стрированную нами ранее высокую антиокси-
дантную активность меланина, экстрагирован-
ного из C. islandica [27]. Меланизация талломов 
лишайников может снижать эффективность 
основного цитохром-зависимого пути дыхания. 
При сравнительном анализе интенсивности ды-
хания бледных и  меланизированных талломов 
C. islandica выявлено значительное снижение 
общей дыхательной активности у  пигментиро-
ванных талломов (рис. 4). Это  может быть обу-
словлено изменением под действием меланина 
физико-химических свойств клеточной поверх-
ности талломов, а  также следствием полупро-
водниковой природы меланина  [32] и  перерас-
пределением потока электронов, приводящего 
к  снижению эффективности энергопроизводя-
щих метаболических путей. Снижение дыха-
тельной активности может свидетельствовать 
о  снижении метаболической активности мико-
бионта в  меланизированном талломе. Извест-
но, что в  свободноживущих грибах содержание 
меланина отрицательно коррелирует с  ростом 
биомассы гиф  [33]. Эти  данные подтверждают 
гипотезу о  существовании “физиологического 
компромисса” между биосинтезом меланина 
и клеточным метаболизмом [33].

Таким образом, полученные нами резуль-
таты расширяют представление о  барьерной 
функции меланинового слоя верхнего кортек-
са талломов лишайников. Изменения в  ми-
кроструктуре и  топографии верхнего кортекса 
и  последующие изменения физиолого-биохи-
мического состояния таллома при меланизации 
свидетельствуют о  разнообразии меланин-опо-
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средованных механизмов защиты лишайника 
C.  islandica от интенсивного проникновения 
и  токсического действия интенсивной солнеч-
ной радиации.

Работа выполнена в  рамках государствен-
ного задания Федерального исследовательско-
го центра Казанского научного центра Россий-
ской академии наук, а  также при финансовой 
поддержке гранта Российского научного фонда 
№ 23-14-00327 (для А.Д. и Ф.М., анализ морфоло-
гии и топографии меланизированных талломов).

Настоящая статья не содержит результатов 
экспериментов с  участием людей и  животных 
в качестве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
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