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Сравнивали действие импульсного магнитного поля (ИМП) на клетки меристемы проростков 
семян лука с эффектами острого гамма-облучения с помощью аллиум-теста. Выявлено, что 
ИМП с несущей частотой 1.8 МГц, частотой повторения импульсов 28 кГц, индукцией магнит-
ного поля в импульсе 75 мТл приводит к увеличению митотического индекса, преимущественно 
за счет увеличения доли клеток в профазе, увеличению частоты клеток с хромосомными аберра-
циями в ана-телофазе и не влияет на частоту клеток с микроядрами. Высказано предположение, 
что ИМП вызывает в клетках растений неспецифический оксидативный стресс, сопровождаю-
щийся задержкой клеточного цикла в сверочной точке (G2/M) и индукции повреждений ДНК. 
По этим показателям ИМП напоминает действие ионизирующего излучения в дозах 0.05–0.5 Гр.

Ключевые слова: импульсное магнитное поле, гамма-облучение, allium test, хромосомные аберрации, 
клеточный цикл, микроядра
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Магнитное поле (МП) является фактором окру-
жающей среды, который оказывал влияние на жи-
вые организмы в течение всего периода их эволю-
ции на Земле. В последние сто лет происходит мас-
совое внедрение оборудования и технологий, что 
приводит к широкому распространению воздей-
ствия на живые организмы, в том числе и челове-
ка, магнитных и электромагнитных полей (ЭМП) 
с частотами, модуляцией и интенсивностями, от-
личающимися от природных МП. Поскольку воз-
действие техногенных ЭМП на живые организмы 
с эволюционной точки зрения началось лишь не-
давно, у них не было возможности адаптировать-
ся к ней (Belyavskaya, 2004). Это требует, с одной 
стороны, определения безопасных уровней воз-
действия ЭПМ на биологические системы, а с дру-
гой – дает возможность использовать эти электро-
магнитные поля в качестве одного из стрессоров 
для изучения функционирования биологических 
систем.

Механизмы биологического действия МП оста-
ются далекими от полного понимания. Результаты 

некоторых исследований in vitro показывают, что 
электромагнитные поля не оказывают прямого 
мутагенного действие на ДНК, но модифициру-
ют активность ферментов (Loeschinger et al., 1998); 
МП может генерировать в биологических систе-
мах индукционные токи и таким образом менять 
мембранный клеточный потенциал (Goodman 
et al., 1986).

Импульсные магнитные поля (ИМП) приме-
няются в научных исследованиях, материалове-
дении, геологии, медицине (Livshiz, Gafr, 1999; 
Shaburova et al., 2022). “Пороговая” чувствитель-
ность, начиная с которой регистрируются биоло-
гические реакции, оценивается в 3 мТл для пере-
менного магнитного поля и в 0.1 мТл для ИМП 
(Боголюбов, 1978).

Одним из способов изучения биологического 
действия ИМП может быть сравнение его эффек-
тов с действием факторов, для которых биологи-
ческое действие хорошо изучено, например с гам-
ма-излучением. Ионизирующее излучение приво-
дит к широкому спектру биологических эффектов 
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(от стимуляции развития до угнетения и гибели) 
при изучении влияния на растениях и животных 
(Donà et al., 2013; Bolsunovsky et al., 2018). При этом 
основной мишенью для гамма-излучения является 
ДНК (Olive, 1998).

Аллиум-тест (Allium test)  – растительная 
тест-система, используемая при оценке мутагенно-
го влияния факторов различной природы (Evseeva 
et al., 2005; Kumar et al., 2020; Priakhin et al., 2020).

Целью настоящего исследования является 
сравнительный анализ цитогенетических эффек-
тов в  клетках растений при воздействии ИМП 
и острого гамма-облучения с использованием ал-
лиум-теста.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлись проростки 
семян лука репчатого (Allium cepa L.) сорта “Заби-
яка” (ООО «Группа компаний “Гавриш”», партия 
25753).

Характеристики факторов воздействия. Гам-
ма-облучение проводили на исследовательской 
гамма-установке радиобиологической ИГУР‑1М 
с 4 источниками 137Cs. Мощность дозы гамма-из-
лучения составляла 0.7 Гр/мин, неравномерность 
гамма-поля в рабочем пространстве не более 5%. 
Острое γ-облучение проросших семян проводили 
в дозах 0.05; 0.1; 0.5; 1; 3 и 5 Гр.

В экспериментах использовали генератор им-
пульсного магнитного поля, предназначенный для 
оценки влияния импульсного магнитного поля на 
биологические объекты (Галузо, Козлов, 2006). 
Прибор генерирует импульсное магнитное поле, 
которое имеет следующие параметры: несущая ча-
стота 1.8 МГц, импульсное магнитное поле моду-
лировано импульсами с фронтом длительностью 
40 нс и плавным нисходящим спадом, напомина-
ющим параболу. Частота повторения импульсов – 
28 кГц, длительность импульса по уровню 0.7 рав-
на 2.7 мкс. Индукция МП в месте расположения 

биологических объектов составила 75 мТл. Воздей-
ствие ИМП на проросшие семена проводили в те-
чение 1; 30; 60 с; 5 и 30 мин.

Схема эксперимента. Аллиум-тест проводи-
ли с использованием семян лука в соответствии 
с протоколом (Паушева, 1988). Семена лука для 
синхронизации клеточного цикла до эксперимен-
та хранили в холодильнике при температуре 4–5°C 
в течение суток. За 1 час до начала эксперимента 
семена извлекали из холодильника.

В эксперименте было сформировано 12 групп 
(табл. 1), в том числе группа ложного воздействия, 
где проростки семян лука подвергали таким же ма-
нипуляциям, как при воздействии ИМП или гам-
ма-облучения, но без воздействия исследуемых 
физических факторов.

Для исследования семена помещали в  чашки 
Петри с фильтровальной бумагой (“Красная лен-
та”), добавляли по 3.0 мл дистиллированной воды 
и оставляли в термостате при t = 24.0°C. На третьи 
сутки семена с проростками длиной 1 см помещали 
в пробирки Эппендорфа объемом 1.5 мл по 20 про-
ростков семян в 1 пробирку, в пробирки добавля-
ли 100 мкл дистиллированной воды и подвергали 
воздействию острого гамма-излучения или ИМП 
согласно протоколу эксперимента. После экспе-
риментального воздействия семена переносили 
в новые чашки Петри с фильтровальной бумагой, 
добавляли по 3 мл дистиллированной воды и по-
мещали в термостат при температуре 24.0°C. Через 
24 ч проростки фиксировали фиксатором Кларка 
(спирт 96%, ледяная уксусная кислота в соотноше-
нии 3:1) в течение суток при температуре 4°C, за-
тем промывали и фиксировали 70% спиртом для 
долговременного хранения.

Для приготовления давленого препарата фикси-
рованные корешки промывали дистиллированной 
водой, помещали в 2% раствор ацетоорсеина, на-
гревали до появления признаков кипения, остав-
ляли на сутки. Далее из корня проростка скальпе-
лем отделяли участок меристемы (2 мм с апикаль-
ного конца) и  готовили давленый препарат для 
микроскопии. Анализ проводили на микроскопе 
ZEISS AXIO Scope.A1, объектив 40×/0.75, окуляры 
10×/23.

Показатели. Определяли митотическую ак-
тивность, частоту клеток с  микроядрами и  ча-
стоту ана- и телофаз с аберрациями (Grant, 1982; 
Fiskesjo, 1985; Прохорова и др., 2005). Для оцен-
ки митотической активности меристематической 
ткани подсчитывали процент делящихся клеток от 
общего числа проанализированных клеток (МИ, % 
доля делящихся клеток). Определяли соотношение 
фазных индексов как долю клеток в каждой фазе 
митоза: профаза, метафаза, анафаза, телофаза (Па-
ушева, 1988). Было проанализировано более 9000 
клеток меристемы.

Таблица 1. Экспериментальные группы

№ 
группы

Воздействие 
ИМП, 
время

№ 
группы

Доза гамма-
облучения, 

Гр

1 Ложное воздействие

2 1 с 8 0,05
3 10 с 9 0,1
4 30 с 10 0,5
5 60 с 11 1,0
6 5 мин 12 3,0
7 30 мин 13 5,0
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Был проведен анализ хромосомных аберраций 
в  ана-телофазе (фрагменты, мосты, отставшие 
хромосомы и  др.) и  рассчитана частота клеток 
с аберрациями. Было проанализировано не менее 
500 клеток на стадии ана-телофазы в каждой экс-
периментальной группе. Частоту клеток с аберра-
циями рассчитывали как отношение суммы ана- 
и телофазных клеток, в которых были зарегистри-
рованы хромосомные аберрации, к общему числу 
проанализированных ана-телофаз (% клеток с на-
рушениями).

Был проведен анализ спектра аберраций, для 
этого выделяли три группы нарушений согласно 
работе (Удалова и др., 2016): хроматидные (одиноч-
ные мосты (m1) и фрагменты (f1)), хромосомные 
(двойные мосты (m2) и фрагменты (f2)), геномные 
(отстающие хромосомы (lg) и многополюсные ми-
тозы (3p)).

Для определения частоты клеток с микроядрами 
было проанализировано не менее 7000 клеток ме-
ристемы лука. Выявляли микроядра в цитоплазме 
интерфазных клеток, рассчитывали долю клеток 
с микроядрами (МЯ,%).

Статистический анализ. Данные обрабатывали 
методами вариационной статистики с использова-
нием пакета MS Excel и Past 3.10. При регресси-
онном анализе использовали метод наименьших 
квадратов. Для проверки нормальности распре-
деления использовали критерий Шапиро  – Уи-
лка. Для сравнения показателей митотического 
индекса применяли двухвыборочный t-критерий 
Стьюдента (Barberio et al., 2011). При сравнении 
средних показателей частоты клеток с хромосом-
ными аберрациями, различные типы аберраций 
и частота клеток с микроядрами использовали не-
параметрический метод χ2 (Rank, 2003). Различия 
принимали статистически значимыми при p < 0,05. 
Сравнения 3 групп по количественным показате-
лям с ненормальным распределением проводили 
с помощью критерия Краскела – Уоллиса с даль-
нейшим попарным расчетом критерия Манна – 
Уитни (Кузовлев и др., 2021). Согласно поправке 
Бонферрони корректировка производится по фор-
муле αB = α/m, где α – первоначальный уровень 
альфа (0.050); αB – скорректированный уровень 
α с помощью поправки Бонферрони; m – число 
сравнений (гипотез) (Наркевич и др., 2020). Раз-
личия принимали статистически значимыми при 
p < 0.017.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Анализ влияния исследуемых факторов 
на митотический индекс

Распределение величины митотического индек-
са статистически значимо не отличалось от нор-
мального: W(47) = 0.99; p = 0.87. В группе ложного 

воздействия митотическая активность составляла 
8.1 ± 0.3% (табл. 2).

Величина митотической активности клеток ме-
ристемы в корнях проростков семян лука после 
воздействия ИМП во всех экспериментальных 
группах была статистически значимо выше уровня 
ложного воздействия (t = 8.89; p < 0.001). При про-
ведении регрессионного анализа не было выявле-
но зависимости митотического индекса от времени 
воздействия ИМП (R2 = 0.02; F = 0.49; p = 0.48). 
Профазный индекс во всех группах ИМП был ста-
тистически значимо (t = 15.16, p < 0.001) выше, чем 
в группе ложного воздействия.

При анализе митотической активности клеток 
меристемы после гамма-облучения не было выяв-
лено четкой зависимости от дозы этого показателя 
(R2 = 0.0003; F = 0.008; p = 0.93). Статистически 
значимое увеличение показателя митотической 
активности было зарегистрировано при облуче-
нии проростков семян в дозах 0.05; 0.5; 1.0; 5.0 Гр. 
Такие изменения происходили преимущественно 
за счет увеличения длительности профазы. При 
анализе данных было обнаружено, что профазный 
индекс во всех группах с воздействием гамма-излу-
чения статистически значимо был выше (p < 0.001), 
чем в группе ложного воздействия. При проведе-
нии регрессионного анализа не было выявлено 
статистически значимой зависимости профазного 
индекса от дозы (R2 = 0.004; F = 0.1, p = 0.7).

Кроме профазного индекса в клетках меристе-
мы проростков лука гамма-излучение приводило 
к изменению длительности анафазы и телофазы. 
При проведении регрессионного анализа было по-
казано, что анафазный индекс снижался с увели-
чением дозы облучения согласно линейной функ-
ции (R2 = 0.16; F = 5.5; p = 0.02). Телофазный ин-
декс был статистически значимо меньше в группах 
с гамма-облучением в дозах 0.05; 0.5, 1.0 и 3.0 Гр.

2. Анализ влияния исследуемых факторов на 
частоту клеток в ана-телофазе с аберрациями

Распределение величины частоты клеток с абер-
рациями статистически значимо отличались от 
нормального (W(47) = 0.64; p < 0.001). Частота кле-
ток с аберрациями в ана-телофазе меристемы про-
ростка лука в группе ложного воздействия состави-
ла 4.6 ± 1.0% (табл. 3). ИМП приводило к повыше-
нию частоты клеток с аберрациями: статистически 
значимое увеличение показателя было зарегистри-
ровано в группах с воздействием ИМП в течение 
10 с, 60 с, 5 мин и 30 мин. При воздействии ИМП 
в течение 1 и 30 с частота клеток с аберрациями 
статистически значимо не отличалась от значения 
показателя в группе ложного воздействия.

Регрессионный анализ показал отсутсвие зави-
симости частоты клеток с аберрациями от времени 
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Таблица 2. Показатели митотической активности клеток меристемы проростков семян Allium cepa L.

Экспериментальные 
группы

Митотический 
индекс, %

Профазный 
индекс, %

Метафазный 
индекс, %

Анафазный 
индекс, %

Телофазный 
индекс, %

1 8.1 ± 0.3 32.7 ± 1.5 23.1 ± 1.4 15.8 ± 1.2 28.3 ± 1.5
2 10.8 ± 0.3* 43.0 ± 1.5* 21.7 ± 1.2 11.8 ± 1.0* 23.4 ± 1.3*
3 9.3 ± 0.3* 37.2 ± 1.5* 23.0 ± 1.3 9.2 ± 0.9* 30.7 ± 1.4
4 10.0 ± 0.3* 31.9 ± 1.5 25.2 ± 1.4 14.4 ± 1.1 28.5 ± 1.4
5 11.5 ± 0.3* 42.5 ± 1.4* 21.6 ± 1.2 10.0 ± 0.8* 26.0 ± 1.2
6 12.6 ± 0.4* 43.0 ± 1.5* 19.0 ± 1.2* 10.7 ± 0.9* 27.4 ± 1.4
7 9.6 ± 0.3* 43.5 ± 1.5* 20.1 ± 1.2 10.0 ± 0.9* 27.0 ± 1.4

Среднее для всех групп 
ИМП

11.0 ± 0.1 40.4 ± 1.8 21.7 ± 0.5 11.0 ± 0.4 27.0 ± 0.5

8 11.1 ± 0.3* 40.8 ± 1.3* 22.0 ± 1.1 12.7 ± 0.8* 24.6 ± 1.1*
9 8.8 ± 0.2 39.0 ± 1.4* 21.7 ± 1.3 12.0 ± 0.9* 27.5 ± 1.3
10 10.2 ± 0.3* 46.0 ± 1.5* 20.5 ± 1.2 10.2 ± 0.9* 23.3 ± 1.2*
11 9.7 ± 0.3* 41.2 ± 1.4* 23.8 ± 1.3 13.0 ± 1.0* 22.1 ± 1.2*
12 8.1 ± 0.2 44.4 ± 1.5* 24.2 ± 1.4 8.3 ± 0.8* 23.1 ± 1.2*
13 10.4 ± 0.3* 38.0 ± 1.5* 21.6 ± 1.5 9.4 ± 0.9* 31.0 ± 1.5

Среднее для всех групп 
гамма-облучения

10.0 ± 0.1* 41.6 ± 1.8* 22.3 ± 0.5 11.0 ± 0.4* 25.1 ± 0.5*

Примечание. * – статистически значимое отличие от группы контроля при значении р < 0.05. ** – статистически значимое 
отличие всех доз гамма-облучения от группы всех сроков воздействия ИМП при значении р < 0.017.

Таблица 3. Частота клеток с аберрациями в ана-телофазе в меристеме проростков семян Allium cepa L.

Экспериментальные группы Условия эксперимента Кол-во А-Т ХА, %

1 Ложное воздействие 500 4.6 ± 1.0
2 ИМП, 1 с 613 6.0 ± 1.1
3 ИМП, 10 с 580 8.3 ± 1.2*
4 ИМП, 30 с 453 5.2 ± 1.0
5 ИМП, 60 с 501 10.6 ± 1.3*
6 ИМП, 5 мин 452 8.0 ± 1.2*
7 ИМП, 30 мин 505 10.0 ± 1.4*

Среднее для всех групп ИМП ИМП, все сроки 3041 8.0 ± 1.2*
8 γ-облучение, 0.05 Гр 613 8.3 ± 1.1*
9 γ-облучение, 0.1 Гр 580 9.0 ± 1.2*
10 γ-облучение, 0.5 Гр 453 10.8 ± 1.5*
11 γ-облучение, 1.0 Гр 501 15.0 ± 1.6*
12 γ-облучение, 3.0 Гр 452 25.0 ± 2.0*
13 γ-облучение, 5.0 Гр 505 38.4 ± 2.2*

Среднее для всех групп гамма-
облучения

γ-облучение, все дозы 3104 17.7 ± 1.6*

Примечание. * – статистически значимое отличие от группы контроля при значении р < 0.05, ** – статистически значимое 
отличие всех доз гамма-облучения от группы всех сроков воздействия ИМП при значении р < 0.017
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воздействия ИМП (R2 = 0.026; F = 1.21; p = 0.3). 
Таким образом, ИМП независимо от длитель-
ности воздействия (в исследуемом диапазоне до 
30 мин) приводит к повышению частоты клеток 
с  аберрациями на 57% по сравнению с  ложным 
воздействием.

Цитогенетический анализ показал, что гам-
ма-излучение приводит к дозозависимому повы-
шению частоты аберрантных клеток в ана-телофа-
зе (рис. 1).

Статистически значимое повышение частоты 
клеток с аберрациями было обнаружено при радиа-
ционном воздействии в дозе 0.05 Гр и выше. В диа-
пазоне доз до 5 Гр частота клеток с хромосомными 
аберрациями линейно зависит от дозы гамма-облу-
чения (R2 = 98.40; F = 309.90; p < 0.001).

В ходе ана-телофазного анализа проводили ана-
лиз спектра аберраций хромосом (табл. 4). В груп-
пе ложного воздействия регистрировали только 
хроматидные аберрации. В группах воздействия 
ИМП основной вклад в спектр нарушений вноси-
ли хроматидные аберрации (7.4 ± 0.3%) и в мень-
шей степени хромосомные аберрации (0.2 ± 0.2%) 
и геномные (0.3 ± 0.2%).

Средняя частота хроматидных аберраций при 
гамма-облучении в  дозах 0.05–0.5 Гр состави-
ла 8.8 ± 1.2%; частота хромосомных аберраций – 
0.5  ±0.3%; геномных  – 0.13 ± 0.13%. При гам-
ма-облучении в дозах 1.0–5.0 Гр частота всех типов 
аберраций была существенно больше: частота хро-
матидных аберраций составила 19.0 ± 1.8%; часто-
та хромосомных аберраций – 3.9 ± 0.8%; частота 
геномных – 2.6 ± 0.7%.

Результаты однофакторного дисперсионного 
анализа показали, что значения средних статисти-
чески значимо отличаются в трех группах (ИМП; 
гамма-облучение в дозах 0.05–0.5 Гр; гамма-облу-
чение в дозах 1.0–5.0 Гр) (H = 7.2; p = 0.03). По-
парное сравнение методом Манна  – Уитни по-
казало, что они были обусловлены различиями 
частоты аберраций в группе ИМП и гамма-облуче-
ния в дозе 1.0–5.0 Гр, для хроматидных аберраций 
значение p = 0.03; для хромосомных аберраций – 
p =0.02; для геномных аберраций – p = 0.03. Но 
с учетом поправки Бонферрони в этих группах не 
было выявлено статистически значимого отличия, 
как и при сравнении группы ИМП и гамма-облу-
чения в  дозах 0.05–0.5 Гр: частота хроматидных 
(p = 0.2), хромосомных (p = 0.5) и геномных абер-
раций (p = 0.6).

3. Анализ влияния исследуемых факторов 
на частоту клеток с микроядрами

Распределение величины частоты клеток с абер-
рациями статистически значимо отличалось от 
нормального: W(47) = 0.71; p < 0.001. При анализе 

частоты клеток с микроядрами в группе ложного 
воздействия было выявлено, что этот показатель 
составляет 0.09 ± 0.03%. Частота клеток меристе-
мы проростков с микроядрами ни в одной из экс-
периментальных групп после воздействия ИМП 
статистически значимо не отличалась от группы 
ложного воздействия (табл. 5).

Гамма-излучение приводило к  повышению 
частоты клеток с  микроядрами. Статистически 
значимые отличия частоты клеток с микроядра-
ми регистрировались при радиационном воздей-
ствии 0.1 Гр (χ2 = 12.4; p < 0.001) и больше. При 
дозе 1 Гр частота клеток с микроядрами достигала 
2.2 ± 0.1%, и далее с увеличением дозы γ-облучения 
в наших экспериментах показатель существенно не 
менялся.

При проведении регрессионного анализа зави-
симости частоты клеток меристемы с микроядрами 
через 24 ч после гамма-облучения в дозах до 5 Гр 
было выявлено, что линейная модель (рис. 2) удов-
летворительно описывает данную зависимость 
(R² = 0.41; F = 21.3; p < 0.001).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Широкое распространение применения техно-
логий, связанных с использованием ИМП в меди-
цине, материаловедении, научных исследованиях, 
требует прояснения механизмов действия этого 
физического фактора (Wahab, 2007; Tkalec, 2009; 
Yalçın, Erdem, 2012). Несмотря на успехи в этом 
направлении, остается очень много вопросов 
(Sarraf et al., 2020). Одним из подходов к изучению 
биологического действия ИМП может быть срав-
нение его эффектов с действием хорошо изучен-
ных физических факторов, например ионизующе-
го излучения. Одним из удобных и эффективных 
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Рис. 1. Линейная модель зависимости частоты кле-
ток с хромосомными аберрациями от дозы облуче-
ния гамма-излучения.
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Таблица 4. Спектр аберраций в ана-телофазе клеток меристемы проростков семян лука

Группа f ' + m', % f " + m", % lg, %

0 4.6 ± 0.9 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0
1 5.4 ± 1.0 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.2
10 7.9 ± 1.2* 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.2
30 5.0 ± 0.9 0.2 ± 0.2 0.0 ± 0.0
60 9.4 ± 1.3* 0.2 ± 0.2 0.9 ± 0.4*

300 7.4 ± 1.2 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.2
1800 9.5 ± 1.3* 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.2

Среднее для всех групп ИМП 7.4 ± 1.2* 0.2 ± 0.2 0.3 ± 0.2
0,05 8.2 ± 1.1* 0.0 ± 0.0 0.2 ± 0.2
0,1 8.3 ± 1.1* 0.9 ± 0.4* 0.0 ± 0.0
0,5 9.9 ± 1.4* 0.7 ± 0.4 0.2 ± 0.2
1 13.6 ± 1.5* 0.4 ± 0.3 1.0 ± 0.4*
3 18.4 ± 1.8* 2.9 ± 0.8* 3.8 ± 0.9*
5 25.2 ± 1.9* 8.5 ± 1.2* 3.2 ± 0.8*

Среднее для всех групп гамма-
облучения

13.6 ± 1.5* 2.1 ± 0.6* 1.3 ± 0.5*

Примечание. f ' + m' – хроматидные аберрации; f" + m" – хромосомные аберрации; lg – геномные аберрации; одиночные 
мосты (m') и фрагменты (f '), двойные мосты (m") и фрагменты (f"), отстающие хромосомы (l), *– статистически значимое 
отличие от группы контроля при значении р < 0.05, **– статистически значимое отличие всех доз гамма-облучения от 
группы всех сроков воздействия ИМП при значении р < 0.017.

Таблица 5. Частота клеток с микроядрами в меристеме проростков семян лука Allium cepa L.

Экспериментальные группы Условия 
эксперимента

Кол-во 
подсчитанных клеток

Частота клеток 
с микроядрами, %

1 Ложное воздействие 10898 0.09 ± 0.03
2 ИМП, 1 с 9362 0.2 ± 0.04
3 ИМП, 10 с 10312 0.06 ± 0.02
4 ИМП, 30 с 8961 0.1 ± 0.03
5 ИМП, 60 с 9620 0.1 ± 0.04
6 ИМП, 5 мин 7459 0.1 ± 0.04
7 ИМП, 30 мин 10107 0.2 ± 0.04

Среднее для всех групп ИМП ИМП, все cроки 55821 0.1 ± 0.04
8 γ-облучение, 0.05 Гр 11274 0.05 ± 0.02
9 γ-облучение, 0.1 Гр 12372 0.3 ± 0.05*
10 γ-облучение, 0.5 Гр 9197 0.3 ± 0.06*
11 γ-облучение, 1.0 Гр 11274 2.2 ± 0.1*
12 γ-облучение, 3.0 Гр 11738 2.2 ± 0.1*
13 γ-облучение, 5.0 Гр 8618 2.0 ± 0.2*

Среднее для всех групп гамма-
облучения

γ-облучение, все дозы 64473 1.2 ± 0.1*

Примечание. * – статистически значимое отличие от группы контроля при значении р ≤ 0.05, ** – статистически значимое 
отличие всех доз гамма-облучения от группы всех сроков воздействия ИМП при значении р < 0.017.
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биологических объектов для изучения действия 
физических факторов являются клетки растений, 
в частности Allium cepa L. Аллиум-тест является 
одним из очень эффективных инструментов оцен-
ки генотоксического действия различных факто-
ров (Evseeva et al., 2005; Kumar et al., 2020; Pryakhin 
et al., 2020).

Изменение митотической активности клеток 
меристемы можно рассматривать как интеграль-
ный показатель воздействия исследуемых факто-
ров на клеточный цикл. На основании получен-
ных результатов делают вывод о митотоксическом 
или митостимулирующем действии изучаемого 
фактора (Прохорова и др., 2003). В то же время 
известно, что снижение величины МИ ниже 50% 
от контрольной величины (порог цитотоксично-
сти) может привести к  сублетальному эффекту 
для организма (Panda et al., 1985). Также большое 
значение имеет процентное соотношение клеток, 
находящихся в различных фазах митоза. Данные 
показатели нужны для выявления возможных от-
клонений в  продолжительности стадий митоза 
и регулярности прохождения клеточного цикла.

В наших экспериментах величина митотической 
активности клеток меристемы в корнях проростков 
семян лука после воздействия ИМП во всех экспе-
риментальных группах достоверно увеличивалась 
в диапазоне от 9.3 до 12.6%, что на 14–55% больше 
по сравнению с группой ложного воздействия. Од-
нако говорить о митозостимулирующем действии 
на пролиферацию в  данном случае преждевре-
менно, так как повышение МИ, как обсуждалось 
в работах (Калаев и др., 2003; Удалова и др., 2016), 
может быть связано с задержкой на стадии G2/M, 
что проявлялось в повышении профазного индекса 
в наших экспериментах, который во всех группах 
с воздействием ИМП статистически значимо был 
выше, чем в группе ложного воздействия.

Похожие эффекты в виде увеличения МИ были 
выявлены при действии малых доз ионизирующего 
излучения на клетки меристемы корня лука. Так, 
при внешнем γ-облучении луковиц A. cepa в дозах 
0.1 и 0.2 Гр было обнаружено стимулирующее дей-
ствие на митотическую активность ионизирующе-
го излучения (Синовец и др., 2009). В наших экс-
периментах также было выявлено статистически 
значимое увеличение показателя МИ при облуче-
нии проростков семян в дозах 0.05; 0.5; 1.0; 5.0 Гр. 
Такие изменения происходили так же, как и при 
воздействии ИМП, преимущественно за счет уве-
личения длительности профазы.

В наших экспериментах ИМП приводило к по-
вышению частоты клеток в ана-телофазе с аберра-
циями: статистически значимое увеличение пока-
зателя было зарегистрировано в группах с воздей-
ствием ИМП в течение 10 с, 60 с, 5 мин и 30 мин. 
Полученные данные указывают на то, что ИМП 

с несущей частотой 1.8 МГц, частотой повторения 
импульсов 28 кГц, индукцией МП 75 мТл в  им-
пульсе обладает генотоксическим эффектом. При 
этом регрессионный анализ показал отсутствие за-
висимости частоты клеток с аберрациями от вре-
мени воздействия ИМП. Таким образом, ИМП, 
независимо от длительности воздействия (от 10 с 
до 30 мин), приводит к повышению частоты кле-
ток с аберрацией в среднем на 57% по сравнению 
с ложным воздействием.

В ряде работ также были выявлены генотокси-
ческие эффекты ИМП при воздействии на клетки 
грибов и  животных. Исследования на животных 
показали, что электромагнитные поля могут ока-
зывать генотоксическое воздействие и приводить 
к значительному увеличению повреждения ДНК 
у крыс после воздействия магнитных полей с ча-
стотой 60 Гц и магнитной индукцией 10 Тл в тече-
ние 24 или 48 часов (Singh, Lai, 1998). Импульсные 
магнитные поля при длительном воздействии (ча-
стота – 25 Гц, магнитная индукция в импульсе – 1.5 
мТл, при воздействии 8 ч/сут в течение 16 сут) при-
водило к увеличению спонтанной деградации ДНК 
геномной ДНК дрожжей (López-Díaz et al., 2014).

Гамма-облучение в наших экспериментах при-
водило к четкой линейной зависимости частоты 
клеток с аберрациями от дозы. Следует отметить, 
что генотоксические эффекты ИМП в наших экс-
периментах были сопоставимы с генотоксически-
ми эффектами острого гамма-облучения в дозах 
0.05–0.5 Гр (p = 0.25).

В работах С. А. Гераськина (Geras’kin et al., 2007) 
и А. А. Удаловой (Удалова и др., 2016) было пока-
зано, что взаимосвязь между частотой аберрант-
ных клеток в меристеме проростков ячменя и по-
глощенной дозой является нелинейной. Начиная 
с дозы гамма-облучения 0.05 Гр до 0.5 Гр, часто-
та клеток с  аберрациями была резко увеличена 
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Рис. 2. Линейная модель зависимости частоты кле-
ток с микроядрами от поглощенной дозы облучения.
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и в этом диапазоне была одинаковой, не зависе-
ла от дозы; этот участок авторы обозначили как 
“плато”; в дальнейшем с увеличением дозы гам-
ма-облучения частота клеток с ХА линейно уве-
личивалась с увеличением дозы гамма-облучения 
(Oudalova et al., 2002; Geras’kin et al., 2007). Резуль-
таты, полученные в наших экспериментах по изу-
чению влияния гамма-излучения на частоту клеток 
с аберрациями в клетках меристемы лука, не про-
тиворечат этим данным. Авторы объясняют плато 
в диапазоне от 0.05 до 0.5 Гр эффективной систе-
мой адаптивного ответа и конститутивной репли-
кативной репарацией.

В наших экспериментах одинаковый уровень 
частоты аберраций при воздействии ИМП (в диа-
пазоне от 10 с до 30 мин), напоминающий “плато” 
в зависимости дозы – эффект, выявленная в экс-
перименте С. А. Гераськина (Geras’kin et al., 2007), 
позволяет предположить, что ИМП, гамма-об-
лучение в дозах 0.05–0.5 Гр и, возможно, другие 
неблагоприятные факторы индуцируют в клетках 
растения неспецифическую, одинаковой степени 
выраженности реакцию, которая сопровождает-
ся и повреждением ДНК, и включением адапта-
ционных систем репарации. Так, в  работе было 
показано, что электрические поля и  ИМП мо-
гут индуцировать в клетках оксидативный стресс 
(Panagopoulos et al., 2021).

Для сравнения механизмов действия ИМП 
и  гамма-облучения был проведен анализ спек-
тра аберраций, регистрируемых в  аллиум-тесте. 
В  группах воздействия ИМП основной вклад 
в спектр нарушений вносили хроматидные абер-
рации. Следует отметить, что данные эффекты 
ИМП в наших экспериментах были сопоставимы 
с действием острого гамма-облучения в дозах 0.05–
0.5 Гр. При сравнении показателей в группах ИМП 
и гамма-облучения в дозах 0.05–0.5 Гр не было вы-
явлено статистически значимых отличий часто-
ты хроматидных (p = 0.2), хромосомных (p = 0.5) 
и геномных (p = 0.6) аберраций. Эти результаты не 
противоречат высказанной выше гипотезе о том, 
что ИМП и малые дозы ИИ индуцируют в клетках 
оксидативный стресс.

Анализ частоты клеток в меристеме с микроя-
драми является широко используемым приемом 
при проведении аллиум-теста (Синовец, 2009; 
Bolsunovsky et al., 2018). Микроядра в клетках фор-
мируются в результате повреждения ДНК или как 
следствие геномной нестабильности (Ильинских 
и др., 1992; Sommer et al., 2020). Механизмы фор-
мирования микроядер хорошо известны и описаны 
в литературе (Fenech, Morley, 1985; Sommer et al., 
2020). Основными механизмами являются: фор-
мирование микроядер из ацентрических фрагмен-
тов хромосом (Ильинских и др., 1992; Цховребо-
ва и др., 2017); нарушение расхождения хромосом 
в результате дисфункции центромер, кинетохор, 

веретена деления (Sommer et al., 2020); дицен-
трический разрыв хромосом (Fenech et al., 2011); 
нестабильность хромосом (Terradas et al., 2009); 
агрегирование двойных мини-хромосом (Кисури-
на-Евгеньева и др., 2016, Sommer et al., 2020). Воз-
действие радиации вызывает образование в том 
числе двунитевые разрывы ДНК, что в дальнейшем 
проявляется в возникновении клеток с микроядра-
ми (Terradas et al., 2009).

В наших экспериментах, вероятнее всего, по-
вышение частоты клеток с микроядрами при воз-
действии гамма-излучения было связано с форми-
рованием микроядер из фрагментов хромосом или 
отстающих хромосом в клетках, которые на момент 
облучения находились на стадии S/G2 клеточного 
цикла и которые за 24 ч после облучения успели 
пройти митоз.

Частота клеток с микроядрами после воздей-
ствия ИМП статистически значимо не отличалась 
от значения показателя в группе ложного воздей-
ствия. Эти данные соответствуют результатам ана-
лиза частоты хромосомных и геномных аберраций: 
во всех группах воздействия ИМП не было выявле-
но статистически значимого изменения этих типов 
аберраций. Наши результаты не противоречат дан-
ным, полученным в работе С. Б. Редди (Reddy et al., 
2010), которые не выявили изменений частоты кле-
ток с микроядрами в полихроматофильных эри-
троцитах периферической крови и костного мозга 
у мышей, подвергшихся воздействию ИМП. Таким 
образом, наши данные свидетельствуют о том, что 
ИМП приводит к повышению частоты хроматид-
ных аберраций и не вызывает изменений частоты 
хромосомных и геномных аберраций, которые мо-
гут реализовываться в повышении частоты клеток 
с микроядрами (Цховребова и др., 2017).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Воздействие ИМП на клетки меристемы про-
ростков семян лука, как и гамма-излучение, при-
водило к  увеличению профазного индекса, что 
в свою очередь было связано с увеличением мито-
тического индекса. Полученные нами результаты 
позволяют полагать, что ИМП (несущая частота – 
1.8 МГц, частотой повторения импульсов – 28 кГц, 
длительность импульса по уровню 0.7 равной 
2.7 мкс с индукцией магнитного поля в месте рас-
положения биологических объектов 75 мТл) так же, 
как и гамма-облучение, может вызывать задержку 
клеточного цикла в сверочной точке G2/M.

ИМП приводит к повышению частоты клеток 
меристемы проростка семян лука на стадии ана-те-
лофазы с аберрациями (при воздействии в тече-
ние 10 с, 60 с–30 мин) в среднем на 80%. По вы-
раженности этот эффект в наших экспериментах 
был аналогичен эффекту гамма-облучения в дозах 
0.05–0.5 Гр.
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В группах воздействия ИМП основной вклад 
в спектр нарушений вносили хроматидные аберра-
ции и в меньшей степени хромосомные аберрации 
и геномные. ИМП по спектру генотоксических эф-
фектов было сопоставимо с эффектами гамма-об-
лучения в дозах 0.05–0.5 Гр и отличалось от эффек-
тов гамма-облучения в дозах 1.0–5.0 Гр.

ИМП не приводило к повышению частоты кле-
ток с микроядрами, что, вероятно, связано с пре-
обладанием хроматидного типа аберраций при 
таком воздействии, которые не приводят к обра-
зованию микроядр. По этому показателю ИМП 
отличалось от эффектов гамма-облучения, которое 
приводило к повышению частоты клеток с микро-
ядрами при облучении в дозах больше 0.1 Гр.

Высказано предположение, что ИМП приво-
дит к индукции в клетках оксидативного стресса, 
сопровождающегося остановкой клеточного цик-
ла в сверочной точке (G2/M) и индукции повреж-
дений ДНК, реализующихся в виде хроматидных 
аберраций при проведении аллиум-теста. ИМП по 
индукции такого оксидативного стресса похоже на 
действие малых доз ионизирующего излучения.
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Comparison of the Cytogenetic Effects of a Pulsed Magnetic Field and Gamma 
Radiation on Meristem Cells of Onion Seed Sprouts (Allium cepa L.)
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The effect of a pulsed magnetic field (PMF) on meristem cells of onion seedlings was compared with the 
effects of acute gamma irradiation using the allium test. It was found that a pulse with a carrier frequency 
of 1.8 MHz, a pulse repetition rate of 28 kHz, and a magnetic field induction of 75 mT per pulse leads to 
an increase in the mitotic index, mainly due to an increase in the proportion of cells in the prophase, an 
increase in the frequency of cells with chromosome aberrations in the ana-telophase and does not affect 
the frequency of cells with micronuclei. It has been suggested that UTI causes nonspecific oxidative 
stress in plant cells, accompanied by a delay in the cell cycle at the check point (G2/M) and induction 
of DNA damage. According to these indicators, the PMF resembles the effect of ionizing radiation in 
doses of 0.05–0.5 Gy.

Keywords: pulsed magnetic field, gamma irradiation, allium test, chromosomal aberrations, cell cycle, 
micronuclei
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Впервые на разных стадиях фиброза в  печени крыс детально изучены экспрессия мРНК 
TNFRSF12A и распределение TNFRSF12A+ клеток. В условиях физиологической нормы уро-
вень экспрессии мРНК TNFRSF12A составил 0.224 (95% ДИ: 0.170–0.277). При этом клетки, экс-
прессирующие маркер TNFRSF12A практически отсутствовали. На стадии мостовидного фиброза 
установлен первый пик роста мРНК TNFRSF12A (р = 0.000) и площади TNFRSF12A+ клеток 
(р = 0.000). Второй пик подъема показателей (р = 0.000) выявлен в период процесса трансфор-
мации фиброза в цирроз печени, а на стадии неполного цирроза отметили резкое их падение. Со 
стадии достоверного цирроза снова наблюдали рост экспрессии мРНК TNFRSF12A и площади 
TNFRSF12A+ клеток. Иммуногистохимическим методом выявлены две группы TNFRSF12A+ 
клеток. В синусоидных капиллярах TNFRSF12A+ клетки имели форму близкую к плоской и на-
поминали эндотелиоциты, а в фиброзной соединительной ткани они были округлой формы. Ко-
личество α-SMA+ клеток до периода наступления достоверного цирроза увеличивалось плавно 
(р = 0.000), а затем происходило резкое их увеличение (р = 0.000).

Ключевые слова: крысы, фиброгенез печени, мРНК TNFRSF12A, TNFRSF12A+ и α-SMA+ клетки
DOI: 10.31857/S1026347024010023, EDN: LWFVIA

Хроническое поражение печени различной 
этиологии часто приводит к ее фиброзу и цирро-
зу (Cai et al., 2021; Breit et al., 2021; Odagiri et al., 
2021). Эти патологические процессы опосредова-
ны сложной сетью молекулярных каскадов ряда 
сигнальных путей (TWEAK/Fn14, Notch, WNT/β-
catenin, Hippo и др.), которые интенсивно иссле-
дуются и идентифицируются (Wilhelm et al., 2016; 
Esmail et al., 2021; Chen et al., 2021; Dwyer et al., 
2021; Li et al., 2021; Liu et al., 2022). К настояще-
му времени получен значительный объем дан-
ных о лигандах, рецепторах и генах, участвующих 
в формировании цирроза печени. Однако патоге-
нез фиброза печени еще далек от полного пони-
мания. Сообщается о необходимости проведения 
исследований с использованием эксперименталь-
ных животных для раскрытия клеточных, молеку-
лярно-генетических, эпигенетических механиз-
мов и разработки эффективных терапевтических 
инструментов регуляции гомеостаза при лечении 

фиброза печени (Weiskirchen, 2020; Kisseleva, 
Brenner, 2021; Cheng et al., 2021).

В мировой научной литературе имеются сведе-
ния о том, что сигнальный путь TWEAK/Fn14 мо-
жет стимулировать пролиферацию фибробластов, 
индуцировать синтез компонентов межклеточно-
го вещества соединительной ткани и регулировать 
секрецию профибротических медиаторов, тем са-
мым поддерживая фиброгенез в таких органах, как 
сердце, почки, печень и мышцы. Также показано, 
что TWEAK/Fn14 способен регулировать ангиоге-
нез, контролировать пролиферацию, дифферен-
цировку, миграцию и апоптоз клеток. При пора-
жении органов активация TWEAK/Fn14 увеличи-
вает экспрессию провоспалительных цитокинов, 
запускает иммунный ответ и нарушает регуляцию 
процесса восстановления. Тем не менее в отно-
шении функционирования данного сигнального 
пути много вопросов остается без ответа (Chen 
et al., 2012; Gomez et al., 2016; Zhang et al., 2021; 

БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ
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Wang et al., 2020; Winkles, 2008; Chen et al., 2021; 
Dwyer et al., 2021).

В печени функционирование сигнального пути 
TWEAK/Fn14 более подробно исследовалось при 
регенерации органа, гепатоцеллюлярной карци-
номе и  лишь немногочисленные работы посвя-
щены подробному изучению его роли в  фибро-
генезе органа. Показано, что при фиброзе уров-
ни экспрессии генов сигнального пути TWEAK/
Fn14 повышаются. Белок TWEAK экспрессируется 
преимущественно макрофагами и печеночными 
NK-клетками. При этом авторы не уточняют, ка-
кие именно макрофаги (звездчатые макрофаги или 
инфильтрирующие моноциты/макрофаги) несут 
маркер TWEAK (Jakubowski et al., 2005; Burkly et al., 
2007; Li et al., 2013;).

В  изученной литературе практически отсут-
ствуют данные о связи между уровнем экспрес-
сии мРНК TNFRSF12A (FN14), белка TNFRSF12A 
(FN14) и α-SMA клетками (активированные жи-
ронакапливающие клетки) в  ходе инициации 
и развития фиброза печени. А те данные, кото-
рые представлены, не позволяют подробно рас-
смотреть процесс фиброгенеза постадийно, что 
ограничивает возможности для соответствующих 
выводов.

Мы предполагаем, что увеличение количе-
ства α-SMA клеток в ходе инициации и развития 
фиброза печени связано с  изменением уровня 
мРНК TNFRSF12A и белка TNFRSF12A. В соот-
ветствии с вышесказанным целью настоящей ра-
боты явилось получение данных об уровне экс-
прессии мРНК TNFRSF12A, TNFRSF12A-пози-
тивных клетках и α-SMA клетках на различных 
стадиях фиброза печени. Наряду с  этим в  рам-
ках исследования была предпринята попытка 
оценки потенциала уровня мРНК TNFRSF12A 
и TNFRSF12A-позитивных клеток в качестве мар-
кера фиброза печени.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В рамках настоящей работы использовали меж-
дународные термины по цитологии и гистологии 
(Банин, Быков, 2009), а при описании генов при-
меняли название терминов, принятые в Guidelines 
for Nomenclature of Genes, Genetic Markers, Alleles, 
and Mutations in Mouse and Rat (http://www.
informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml).

Экспериментальное исследование выполнено 
на 117 крысах-самцах Wistar весом от 190–210  г. 
Фиброз и цирроз печени у животных индуциро-
вали свежеприготовленным раствором тиоацета-
мида (ТАА), который вводили в желудок с помо-
щью зонда в дозе 200 мг/кг массы тела животно-
го 2 раза в неделю в течение 17 недель. Животные 
случайным образом были разделены на 9 групп по 

12 особей в каждой: m0 – контрольная, m1 – дли-
тельность воздействия ТАА 3 нед., m2 – длитель-
ность воздействия ТАА 5 нед., m3 – длительность 
воздействия ТАА 7 нед., m4 – длительность воз-
действия ТАА 9 нед., m5 – длительность воздей-
ствия ТАА 11 нед., m6 – длительность воздействия 
ТАА 13 нед., m7 – длительность воздействия ТАА 
15 нед., m8 – длительность воздействия ТАА 17 нед. 
Крысы контрольной группы получали аналогич-
ный объем воды без ТАА. Во время эксперимента 
погибло 9 животных. Протокол эксперимента был 
одобрен на заседании Комиссии по биоэтике и гу-
манному обращению с лабораторными животными 
при учреждении образования «Витебский государ-
ственный ордена Дружбы народов медицинский 
университет» (протокол № 6 от 03.01.2019 г). Все 
манипуляции с животными проводили в соответ-
ствии с рекомендациями Конвенции Совета Евро-
пы по охране позвоночных животных, используе-
мых в экспериментальных и других научных целях 
от 18.03.1986, Директиве Совета ЕЭС от 24.11.1986 
и рекомендациям FELASA Working Group Report 
(1994–1996).

Забор биологического материала и пробоподго-
товка. Животных выводили из эксперимента со-
гласно разделению по группам (m0‑m8). Немед-
ленно после декапитации из большой левой доли 
печени крыс скальпелем забирали фрагменты ор-
гана диаметром не более 5 мм. Работа проводилась 
при температуре +20°С с жестким соблюдением 
временных интервалов  – манипуляции с  одним 
животным 100–140 с. После забора образцы поме-
щали в криопробирки и далее в жидкий азот для 
транспортировки и хранения непосредственно до 
начала процедуры выделения суммарной РНК. 
Гомогенизацию отобранного материала осущест-
вляли с использованием фарфоровых ступок и пе-
стиков в присутствии жидкого азота, не допуская 
размораживания ткани.

Выделение суммарной РНК. Выделение сум-
марной РНК из исследуемых образцов печени 
проводили с помощью набора реагентов “АртР-
НК MiniSpin” (“АртБиоТех”, Беларусь) согласно 
протоколу производителя. После процедуры вы-
деления и очистки суммарную РНК элюировали 
с мини-колонок с помощью свободной от РНКаз 
milliQ воды, входящей в состав набора. Контроль 
качественных характеристик образцов выполняли 
с помощью электрофореза в агарозном геле (вы-
борочно) без денатурирующих условий (1х ТАЕ, 
2%-й гель). Количество суммарной РНК после вы-
деления определяли с помощью спектрофотоме-
трии при длине волны 260 нм на приборе Specord 
250 Analytic Jena, Германия.

Обратная транскрипция. Синтез кДНК проводи-
ли с использованием олиго (дТ) праймеров и набо-
ра реагентов ArtMMLV Total (“АртБиоТех”, Бела-
русь) в соответствии с инструкцией производителя. 
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Для одной реакции применяли одинаковое старто-
вое количество суммарной РНК – 200 нг/реакцию.

Метод полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ). При выполнении 
ПЦР-РВ использовали реагенты производства 
компании “Праймтех”, Беларусь. Конечный объ-
ем реакционной смеси составлял 25 мкл и содер-
жал все необходимые компоненты в следующих 
концентрациях и количествах: 2 мМ хлорида маг-
ния, 0.1 мМ смеси дезоксинуклеотидтрифосфа-
тов, 500 нМ олигонуклеотидов, включая зонд для 
ПЦР-РВ, 1.25 ед. термостабильной Taq ДНК-по-
лимеразы с соответствующим буферным раство-
ром. Режим термоциклирования: +95°С – 2 мин, 
затем 40 циклов: +95°С – 5 с, +60°С – 45 с. Де-
текция по каналу FAM после каждого цикла. В ра-
боте использовали прибор CFX96touch (BioRad, 
США). Эффективность реакций определяли с по-
мощью метода стандартной кривой и серий разве-
дений концентрированных образцов кДНК с ша-
гом в 5 раз. Критерием удовлетворительной эф-
фективности считали не менее 95%. Все реакции 
проводили в трех повторностях. В каждой экспе-
риментальной и контрольной группе все 12 образ-
цов анализировали отдельно для получения наи-
большей достоверности и учета внутригрупповой 
вариации, фенотипической гетерогенности уров-
ня экспрессии генов. Для оценки относительно-
го уровня мРНК TNFRSF12A использовали ме-
тод 2dCt.

Олигонуклеотиды. Выбор олигонуклеотид-
ных праймеров и зондов проводили с помощью 
бесплатного онлайн-приложения Primer3 v. 0.4.0 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Уникальность 
и  специфичность полученных олигонуклеоти-
дов проверяли с помощью онлайн-сервиса Blast 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Перечень 
выбранных молекулярных мишеней и кандидатов 
в референсные гены представлен в табл. 1.

В случае наличия нескольких вариантов мРНК 
перед началом дизайна проводили их выравнива-
ние с помощью бесплатного программного пакета 
Ugene v.33 (UniPro, Россия). Для дизайна исполь-
зовали консервативные участки последователь-
ности мРНК (позволяющие анализировать все 
известные альтернативные сплайс-формы мРНК 
суммарно) с соблюдением правила о размещении 
одного или более олигонуклеотидов в месте соеди-
нения двух разных экзонов. Последовательности 
выбранных олигонуклеотидных праймеров и зон-
дов представлены в табл. 2.

Нормализация данных ПЦР-РВ. В качестве ре-
ференсного гена для нормализации данных ПЦР-
РВ использовали HES1, характеризующийся наи-
меньшим разбросом значений во всех эксперимен-
тальных группах. В предварительном исследовании 
(данные не приводятся) не обнаружили изменений 

уровня экспрессии мРНК этого гена в ответ на экс-
периментальное воздействие в течение всего пе-
риода наблюдений (17 нед.). Использование SDHA 
и  HPRT1, а  также их комбинации не повышало 
точность оценки и не вносило принципиальных 
изменений в конечные расчеты.

Гистологическое и  иммуногистохимиче-
ское исследования. Образцы печени диаметром 
5–10 мм помещали в 10%-й раствор нейтрально-
го формалина на фосфатном буфере и фиксиро-
вали в течение 24 ч. Затем проводили обработку 
фиксированного материала с  последующей за-
ливкой в  парафин с  использованием автомата 
для гистологической обработки ткани STP‑120 
(Thermo Fisher Scientific, Германия) и станции для 
заливки ткани парафином EC350 (Thermo Fisher 
Scientific, Германия). От каждого животного полу-
чали по одному блоку для каждого метода окраски 
и с помощью ротационного микротома НМ340Е 
(MICROM, Laborgerate GmbH, Германия) изго-
тавливали в среднем 3–4 среза толщиной 4 мкм 
и помещали их на предметные стекла. Для получе-
ния обзорных гистологических препаратов срезы 
печени окрашивали гематоксилином и эозином, 
а для выявления соединительной ткани – по мето-
ду Маллори в автоматическом программируемом 
приборе для цитологических и гистологических 
исследований (HMS70, Thermo Fisher Scientific, 
Германия).

Иммуногистохимическое исследование про-
водили на депарафинизированных срезах (Кор-
жевский, 2014). Использовали моноклональные 
кроличьи антитела к  TNFRSF12A (FN14, номер 
в каталоге NBP2–67729, Bio-Techne, США, разве-
дение 1: 200) и моноклональные мышиные анти-
тела к α-SMA (alpha-SMA, АСТА2, номер в ката-
логе Е-АВ‑22155, Wuman Elabscience Biotechnology 
Incorporated Company, Китай, разведение 1:1000) 
в соответствии с инструкциями производителей. 
В  качестве маркера активированных жиронака-
пливающих клеток применяли α-SMA, так как 
в настоящее время он широко признан надежным 
индикатором их трансдифференцировки в миофи-
бробластоподобный (активный) фенотип и явля-
ется наиболее часто используемым маркером как 
в экспериментальных, так и в клинических иссле-
дованиях (Voutilainen et al., 2020).

Для лучшей ориентации в  гистологическом 
препарате и правильной идентификации клеток, 
содержащих искомый антиген, срезы докрашива-
ли гематоксилином Майера в течение 1 мин. Для 
объективной интерпретации результатов для ка-
ждой исследуемой группы животных использовали 
положительный и отрицательный контроли. Имму-
ногистохимическую окраску расценивали как по-
ложительную только при отсутствии окрашивания 
в отрицательном контроле и, наоборот, как отри-
цательную при окрашивании в  положительном 
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контроле. Применяли следующие реагенты: на-
бор 2‑step plus Poly-HRP Anti Rabbit/Mouse IgG 
Detection System/with DAB Solution; Retrieve-All 
Antigen (Unmasking System Basic, США); буфер для 
разведения антител (BioLegend Inc., США); Tween 
20 (Glentham Life Sciences, Великобритания); PBS 
(Melford, Великобритания).

Морфометрический анализ. Гистологические 
препараты изучали с  использованием компью-
терных программ ImageScope Color и  cellSens 
Standard. Определяли среднюю площадь, зани-
маемую TNFRSF12A-позитивными клетками 

(TNFRSF12A+ клетки) в процентах к общей пло-
щади среза без учета интенсивности окраски экс-
прессии маркера (Guerrier et al., 2014). Измерения 
проводили на изображениях, полученных с помо-
щью цифровой камеры OLYMPUS XC30 (Япония) 
на базе микроскопа OLYMPUS BX51 (Япония) при 
увеличении объектива 20×. Количество α-SMA-по-
зитивных клеток (α-SMA+ клетки) подсчитывали 
при увеличении объектива 40×. Анализировали не 
менее 3 полей зрения на каждом гистологическом 
срезе. Степень фиброза печени определяли соглас-
но полуколичественной шкале Ishak K. G. (Everhart 
et al., 2010).

Таблица 1. Характеристика генов-мишеней и кандидатов в референсные гены

Название 
гена

Статус Референсная 
последовательность 

мРНК

Кодируемый белок

TNFRSF12A мишень NM_181086.3 Член суперсемейства рецепторов фактора не-
кроза опухолей 12А, TNF receptor superfamily 
member 12A

HPRT1 кандидат в рефе-
ренсные гены

NM_012583.2 Гипоксантин-фосфорибозилтрансфераза, 
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

SDHA кандидат в рефе-
ренсные гены

NM_130428.1 Субъединица А флавопротеина, входящего 
в комплекс сукцинатдегидрогеназы, succinate 
dehydrogenase complex flavoprotein subunit A

HES1* кандидат в рефе-
ренсные гены

NM_024360.4 Фактор транскрипции 1 семейства bHLH (basic 
helix-loop-helix), hes family bHLH transcription 
factor 1

Примечание. * ген HES1 использован в качестве кандидата в референсные гены, поскольку в предварительных экспери-
ментах показал высокий уровень стабильности экспрессии, первоначально рассматривался как ген-мишень.

Таблица 2. Последовательности специфических олигонуклеотидных праймеров и флуоресцентно-меченых 
зондов

Название гена Последовательность олигонуклеотида, 5' → 3'

TNFRSF12A Прямой GGATGCGCAGCAGCAC
Обратный CAAAACCAGGGCCAGACTAA
Зонд FAM–CCTGCCCACTTCAGGATGCT-BHQ1

HPRT1 Прямой GGACAGGACTGAAAGACTTGCT
Обратный ACAGAGGGCCACAATGTGAT
Зонд FAM–CATGAAGGAGATGGGAGGCC-BHQ1

SDHA Прямой CCCACAGGTATCTATGGTGCT
Обратный TTGGCTGTTGATGAGAATGC
Зонд FAM–CATCACAGAAGGGTGCCGTG-BHQ1

HES1 Прямой GAAAGATAGCTCCCGGCATT
Обратный CGGAGGTGCTTCACTGTCAT
Зонд FAM–CCAAGCTGGAGAAGGCAGACA-BHQ1
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Статистический анализ. Результаты количествен-
ных измерений оценивали с использованием про-
грамм Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США), IBM SPSS 
Statistics 23.0 (An  IBM Company, 28.0.1, США), 
Microsoft Office Excel (Microsoft Corp., США).

В  выборках по каждой неделе эксперимента 
определяли нормальность частотного распреде-
ления признака по критерию Лиллиефорса. Ана-
лиз показал, что по уровню экспрессии мРНК 
TNFRSF12A в группах m2, m4, m5 и по отношению 
площади TNFRSF12A+ клеток к  площади среза 
в группах m1, m2, m3, m4, m5, m6, m7 значение 
р < 0.05, следовательно, частотные распределения 
признака не подчинялись нормальному закону.

Количественные экспериментальные данные 
представлены в  виде средних арифметических 
и их соответствующих доверительных интервалов 
(М (95% ДИ: j–q)), медианы и значения 15‑го – 
85‑го процентилей (Ме (15%; 85%)). Об уровне ста-
тистической значимости различий изучаемых при-
знаков в группах с нормальным распределением 
данных судили по t-критерию Стьюдента; в случае 
отличия выборок от нормального распределения 
использовали U-критерий Манна  – Уитни. Для 
выявления наличия зависимости и ее силы между 
изучаемыми признаками использовали непараме-
трическую ранговую корреляцию Спирмена. Для 
наглядности результаты статистической обработки 
данных представили в виде графиков однофактор-
ного и двухфакторного параметрического диспер-
сионного анализа. Так как во всех группах было 
одинаковое количество исследуемых признаков, 
допустимо использовать параметрический диспер-
сионный анализ (Жижин, 2007).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В работах авторов (Wilhelm et al., 2016; Zheng 
et al., 2017) показано, что в условиях физиологи-
ческой нормы белок TNFRSF12A сигнального пути 
TWEAK/Fn14 в клетках печени экспрессируется на 
весьма низком уровне. Изучение гистологических 
препаратов, окрашенных на выявление маркера 
TNFRSF12A, показало, что в  интактной печени 
крыс Wistar TNFRSF12A+ клетки практически от-
сутствовали (рис. 1). При этом уровень экспрессии 
мРНК TNFRSF12A составил 0.224 (95% ДИ: 0.170–
0.277). α-SMA+ клетки отмечались только в стенке 
междольковых артерий и междольковых вен. В па-
ренхиме органа α-SMA+ клетки не наблюдались. 
Степень фиброза печени крыс контрольной груп-
пы по шкале Ishak K. G. соответствовала F0.

При моделировании цирроза печени на протя-
жении всего эксперимента анализ уровня экспрес-
сии мРНК TNFRSF12A и площади TNFRSF12A+ 
клеток выявил их весьма сложные изменения. Для 
лучшей интерпретации и восприятия полученных 
данным вначале было принято решение разделить 
результаты на две большие группы (с 0 по 11 нед., 
с 13 по 17 нед.) и провести их анализ.

На стадии мостовидного фиброза (F3/F4, 3 нед.) 
выявлен первый пик роста мРНК TNFRSF12A 
и  площади TNFRSF12A+ клеток (рис.  2а). Вто-
рой пик подъема показателей наблюдали в период 
процесса трансформации фиброза в цирроз печени 
(F4/F5, 9 нед.), а на стадии неполного цирроза (F5, 
11 нед.) резкое их падение. При этом количество 
α-SMA+ клеток плавно увеличивалось (рис. 2б). 
Со стадии достоверного цирроза печени (F6, 13 
нед.) синхронность поведения мРНК TNFRSF12A 
и площади TNFRSF12A+ клеток исчезла. Иссле-
дуемые показатели вели себя по-разному: площадь 
TNFRSF12A+ клеток увеличивалась, экспрессия 
мРНК TNFRSF12A росла незначительно, а  при 
полной перестройке гистоархитектоники орга-
на снова упала. Исчез и плавный рост количества 
α-SMA+ клеток. С 13 нед. эксперимента отмечено 
резкое увеличение их количества.

На начальном этапе эксперимента (3 нед.) в пе-
чени крыс выявили фиброзное расширение ча-
сти портальных зон с отходящими от них непол-
ными тонкими соединительнотканными септами 
(портальный фиброз, степень F1). Установили 
рост уровня мРНК TNFRSF12A до 1.008 (95% ДИ: 
1.440–2.338). В синусоидных капиллярах отмечали 
TNFRSF12A+ клетки преимущественно вытяну-
той формы (рис. 3а). Площадь этих клеток к общей 
площади гистологического среза составила 2.00% 
(0.000; 3.000).

При изучении ИГХ-препаратов, окрашенных 
на α-SMA в  печеночных синусоидных, наблю-
дали клетки преимущественно округлой фор-
мы, экспрессирующие данный маркер (рис. 3б). 

Рис. 1. Фрагмент печени крыс контрольной груп-
пы. TNFRSF12A+ клетки в паренхиме печени от-
сутствуют. Иммуногистохимическое выявление 
TNFRSF12A+ клеток и докрашивание гематокси-
лином Майера. Увел. об. 40×.
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Количество этих клеток составило 7.722 (95% ДИ: 
6.426–9.017).

Через 5 нед. эксперимента в печени отмечали 
портальный, мостовидный, местами центролобу-
лярный и диффузный перицеллюлярный фиброз. 
Его степень по шкале Ishak K. G. соответствовала 
F2/F3. Площадь TNFRSF12A+ клеток увеличилась 
до 4.00% (2.000; 6.000). Определялись они в пече-
ночных синусоидах и по форме напоминали эндо-
телиоциты. Экспрессия мРНК TNFRSF12A соста-
вила 1.152 (0.683; 1.613). Количество α-SMA+ кле-
ток было равным 11.777 (95% ДИ: 10.480–13.074). 
Клетки α-SMA+ округлой формы наблюдали пре-
имущественно в печеночных синусоидах, а также 
в значительно меньшем количестве в портальных 
зонах, стенках междольковых артерий и междоль-
ковых вен.

По истечении 7 нед. эксперимента при про-
грессировании токсического поражения пече-
ни и фиброза (F3/F4) уровень мРНК TNFRSF12A 
был равен 1.082 (95% ДИ: 0.886–1.277), площадь 
TNFRSF12A+ клеток снизилась до 3.00% (2.000; 
5.000), а  количество α-SMA+ клеток составило 
18.888 (95% ДИ: 17.283–20.493).

На фоне дальнейшей интоксикации животных 
(9 нед.) выявлены обширные разрастания соеди-
нительной ткани вокруг портальных зон, местами 
с формированием единичных ложных печеночных 
долек – процесс трансформации фиброза печени 
в цирроз. Степень фиброза по шкале Ishak K. G. 
соответствовала F4/F5. При этом экспрессия 

мРНК TNFRSF12A и площадь TNFRSF12A+ кле-
ток изменилась незначительно по сравнению 
с 7 нед. эксперимента: 1.039 (0.692; 3.138) и 3.00% 
(1.000; 5.000) соответственно. Количество α-SMA+ 
клеток продолжало увеличиваться и стало равным 
20.861 (95% ДИ: 18.958–22.763). Интересно отме-
тить, что на данном сроке эксперимента α-SMA+ 
и TNFRSF12A+ клетки появились в соединитель-
нотканных септах и их форма была округлой в от-
личие от TNFRSF12A+ клеток в печеночных си-
нусоидах.

Последующие исследования показали, что че-
рез 11 нед. эксперимента в печени крыс наблюдали 
диффузную нодулярную перестройку паренхимы. 
Степень фиброза по шкале Ishak K. G. соответ-
ствовала F5 (неполный цирроз). Уровень мРНК 
TNFRSF12A понизился до 0.632 (0.423; 0.864), 
а площади TNFRSF12A+ клеток до 2.00% (1.000; 
3.000). При этом количество α-SMA+ клеток стало 
еще больше – 25.250 (95% ДИ: 23.064–27.435).

Методом непараметрической ранговой корре-
ляции Спирмена статистически значимая зави-
симость межу мРНК TNFRSF12A и TNFRSF12A+ 
клетками, между мРНК TNFRSF12A и  стадией 
фиброза, между TNFRSF12A+ клетками и стади-
ей фиброза, между α-SMA+ клетками и стадией 
фиброза, мРНК TNFRSF12A и α-SMA+ клетками 
не установлена. При этом, как видно из представ-
ленных графиков (рис. 2), до стадии достоверно-
го цирроза уровень экспрессии мРНК TNFRSF12A 
и площадь TNFRSF12A+ клеток реагируют весьма 

а б

Рис. 2. Представлен график дисперсионного анализа: а – динамика изменений уровня мРНК TNFRSF12A и от-
ношения площади TNFRSF12A+ клеток к площади среза. Представлен график двухфакторного дисперсионного 
анализа; б – динамика изменений количества α-SMA+ клеток в течение эксперимента. 
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схоже при фиброгенезе печени, вызванном тиоа-
цетамидом.

На следующем этапе эксперимента (13 нед.) 
морфологическое исследование печени позволило 
установить тотальное поражение органа (достовер-
ный цирроз, F6). Экспрессия мРНК TNFRSF12A 
была равной 0.880 (95% ДИ: 0.756–1.005), а пло-
щадь TNFRSF12A+ клеток – 2.00% (1.000; 4.000). 
Количество α-SMA+ клеток увеличилось до 31.500 
(95% ДИ: 28.381–34.618). На гистологических пре-
паратах в соединительной ткани наблюдали зна-
чительное количество α-SMA+ клеток округлой 
формы. Отмечались они и в очагах некроза гепа-
тоцитов.

К  концу эксперимента (15 нед.) установили 
выраженный цирроз с  формированием много-
численных ложных печеночных долек. Уровень 
экспрессии мРНК TNFRSF12A изменился незна-
чительно по сравнению с  предыдущим этапом 
и составил 0.819 (95% ДИ: 0.732–0.905). Площадь 
TNFRSF12A+ клеток была равной 2.00% (1.000; 
3.000). Количество α-SMA+ клеток выросло до 
52.722 (95% ДИ: 48.067–57.377).

На терминальной стадии (17 нед.) выявили то-
тальное образование ложных печеночных узел-
ков и выраженное диффузное разрастание соеди-
нительной ткани. Экспрессия мРНК TNFRSF12A 
упала до 0.672 (95% ДИ: 0.539–0.805), а площадь 

TNFRSF12A+ клеток подросла до 2.944% (95% 
ДИ: 2.101–3.788). В  печеночных синусоидах 
TNFRSF12A+ клетки имели форму близкую 
к плоской и напоминали эндотелиоциты (рис. 3в), 
а в соединительной ткани они были округлой фор-
мы. Значительное количество TNFRSF12A+ кле-
ток выявлялось в печеночных синусоидах.

Количество α-SMA+ клеток через 17 нед. экспе-
римента составило 58.944 (95% ДИ: 54.318–63.570) 
(рис. 2б). Выявлялись они в стенках междольковых 
артерий и междольковых вен, в синусоидных ка-
пиллярах (рис. 3г), в очагах некроза гепатоцитов 
и  в  значительном количестве в  соединительной 
ткани. Во всех структурах форма α-SMA+ клеток 
была округлой.

Рост мРНК TNFRSF12A и TNFRSF12A был отме-
чен в печени людей и экспериментальных живот-
ных при фиброзе (Wilhelm et al., 2016; Zheng et al., 
2017). Однако авторы в основном изучали функци-
онирование сигнального пути TWEAK/Fn14 при 
фиброгенезе лишь в нескольких временных точ-
ках, иногда без привязки к структуре органа. Фи-
броз печени – это весьма динамичный процесс, 
сопровождающийся одновременно регенерацией 
органа, компенсаторно-приспособительными ме-
ханизмами и постоянно меняющимся состоянием 
микроокружения (Rockey, Friedman, 2021; Khan, 
Saxena, 2021). В рамках настоящего исследования 

а б

в г

Рис. 3. Фрагменты печени крыс с индуцированным циррозом через 3 нед. (а), (б); 17 нед. (в, г) после начала экспе-
римента. Иммуногистохимическое окрашивание на TNFRSF12A, докраска гематоксилином Майера (а), (в). Имму-
ногистохимическое окрашивание на α-SMA, докраска гематоксилином Майера (б), (г). ×40
TNFRSF12A+ клетки в синусоидных капиллярах: а – стрелки; в – выделены овальными рамками; α-SMA+ клетки 
в синусоидных капиллярах (г); б – стрелки.
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оценивали уровень экспрессии мРНК TNFRSF12A, 
отношение площади TNFRSF12A+ клеток к пло-
щади среза и количества α-SMA с учетом проме-
жуточных стадий фиброгенеза печени (в  девяти 
временных точках эксперимента), что позволило 
получить новые данные.

В условиях физиологической нормы в паренхи-
ме печени половозрелых крыс-самцов Wistar уста-
новлен уровень экспрессии мРНК TNFRSF12A от-
личный от нуля при отсутствии/невозможности 
регистрации белка TNFRSF12A. Полученные дан-
ные согласуются с результатами других исследова-
телей (Gomez et al., 2016; Wang et al., 2020; Zhang 
et  al., 2021). Это может быть связано с  тем, что 
мРНК TNFRSF12A не транслируется в белок, а на-
рабатывается для выполнения неизвестных и нео-
писанных в настоящее время функций. При этом 
вероятна трансляция в  изоформы белка, детек-
ция которых иммуногистохимическим методом не 
представляется возможной или ограничена особы-
ми требованиями к антителам. Не исключено, что 
определенное количество мРНК все же транслиру-
ется в белок, однако его количество чрезвычайно 
низко и не детектируется. На наш взгляд, не лише-
но смысла и предположение о том, что определен-
ный уровень мРНК TNFRSF12A поддерживается 
в норме постоянно и не транслируется далее в со-
ответствующий белок до поступления определен-
ных сигналов. Этот процесс может быть использо-
ван для быстрой реакции на изменение состояния 
внутри клеток, так как печень является основным 
органом, обеспечивающим метаболизм ксено-
биотиков (лекарств, токсических веществ и др.) 
(Kisseleva, Brenner, 2021; Tadokoro et al., 2021; Liu 
et al., 2022). Регуляция этих процессов может быть 
связана с микроРНК и пр. некодирующими РНК. 
Наконец, белок TNFRSF12A может транслировать-
ся, но тут же транспортироваться в кровоток, что 
в дальнейшем может быть подтверждено или опро-
вергнуто с помощью иммуноферментного анализа.

Несмотря на то что не выявлена корреляцион-
ная связь между экспрессией мРНК TNFRSF12A 
и  TNFRSF12A+ клетками до перехода фиброза 
в цирроз печени, в поведении показателей про-
слеживается синхронность. На представленных 
выше графиках (рис. 2) четко наблюдаются подъе-
мы и падения их уровней. На стадии трансформа-
ции фиброза в цирроз уровни мРНК TNFRSF12A 
и TNFRSF12A одновременно снизились и в даль-
нейшем показали различные векторы изменения.

В  рамках исследования ставился вопрос 
о  возможности объяснения перехода от фибро-
за к циррозу через белок TNFRSF12A или мРНК 
TNFRSF12A. Считаем, что белок TNFRSF12A более 
точно описывает стадии фиброза печени и может 
быть маркером фиброгенеза при проведении до-
клинических исследований с использованием ан-
тифибротических препаратов. Данные об уровне 

мРНК (все возможные сплайс-варианты без вы-
деления отдельных форм) пока не удается исполь-
зовать для получения клинически значимых дан-
ных о стадиях фиброза печени. Однако получен-
ные нами данные показывают, что уровень мРНК 
TNFRSF12A, вероятно, играет важную роль в ини-
циации и развитии фиброза печени и должен рас-
сматриваться как независимый фактор. Получение 
новых данных о значении альтернативных сплайс-
форм гена и их роли в формировании ответа на 
различные повреждающие факторы может пролить 
свет на многие до сих пор не изученные стадии фи-
брогенеза печени.

Следует отметить, что для белка TNFRSF12A 
во всех исследуемых временных точках исследо-
ваний (нед.) отмечен разброс значений от живот-
ного к животному. Для мРНК TNFRSF12A только 
на стадии трансформации фиброза в цирроз на-
блюдали значительный разброс признака. При из-
учении гистологических препаратов печени выя-
вили, что в различных участках одного и того же 
среза переход от одной стадии фиброза к другой, 
как и прогрессирование патологических измене-
ний, были выражены с различной степенью ин-
тенсивности. На морфологическом уровне гетеро-
генность проявлялась значительнее. На патогенез 
оказывают влияние индивидуальные особенности 
животных.

Выявлены две группы TNFRSF12A+ кле-
ток, отличающиеся друг от друга по локализации 
и форме. Это могут быть разные клетки или ста-
дия дифференцировки одной популяции клеток. 
В  печеночных синусоидах TNFRSF12A+ клет-
ки морфологически были схожи с эндотелиоци-
тами. Предположительно, в  условиях фиброге-
неза эндотелиоциты синусоидов экспрессируют 
TNFRSF12A. Сигнальный путь TWEAK/Fn14 на-
правляет или каким-то образом оказывает влия-
ние на процесс капилляризации синусоидов. Это 
объясняет рост мРНК TNFRSF12A до процесса 
трансформации фиброза в цирроз печени. Вероят-
но, затем вступают в работу другие клеточно-мо-
лекулярные механизмы на фоне меняющегося ми-
кроокружения. Цирроз сопровождается диском-
плексацией печеночных долек, в местах некроза 
гепатоцитов разрастанием соединительной ткани, 
как следствие TNFRSF12A+ клетки синусоидных 
капилляров оказываются в соединительной ткани, 
изменяя свою форму и, вероятно, функции в зави-
симости от состояния ниши. Процесс изменения 
фенотипа и функций эндотелиоцитов печеночных 
синусоидов, вероятно, является основным и одним 
из первых инициаторов процесса активации жиро-
накапливающих клеток как основного источника 
синтеза компонентов межклеточного вещества со-
единительной ткани.

В работе авторов (Wilhelm et al., 2016) упомянуто 
о том, что в культуре жиронакапливающие клетки 
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печени экспрессируют TNFRSF12A и пролифери-
руют в ответ на их стимуляцию TWEAK. В нашей 
работе мы не можем констатировать факт того, что 
α-SMA+ клетки экспрессируют белок TNFRSF12A. 
Локализация α-SMA+ и TNFRSF12A+ клеток оди-
наковая – синусоиды, а вот их форма разная. Не-
корректно сравнивать методы in vitro и in vivo, но 
и полностью воссоздать в пробирке естественное 
микроокружение невозможно. В рамках настоя-
щего исследования до наступления достоверного 
цирроза количество α-SMA+ клеток увеличива-
лось плавно, а затем происходило резкое увеличе-
ние их количества.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В печени интактных крыс установлен уровень 
экспрессии мРНК TNFRSF12A отличный от нуля 
при отсутствии/невозможности регистрации бел-
ка TNFRSF12A. В  ходе эксперимента на стади-
ях мостовидного фиброза и трансформации фи-
броза в цирроз печени при плавном росте коли-
чества α-SMA+ клеток выявили резкие подъемы 
уровня экспрессии мРНК TNFRSF12A и площади 
TNFRSF12A+ клеток по сравнению с интактной 
группой. На стадии неполного цирроза печени от-
метили резкое падение уровня мРНК TNFRSF12A 
и площади TNFRSF12A+ клеток. Прогрессирую-
щий достоверный цирроз сопровождался увеличе-
нием площади TNFRSF12A+ клеток при незначи-
тельном росте экспрессии мРНК TNFRSF12A.

Выявлены две группы TNFRSF12A+ клеток, 
отличающиеся друг от друга по локализации 
и форме. TNFRSF12A+ клетки более точно опи-
сывают стадии фиброза и могут быть использо-
ваны в качестве прогностического маркера фи-
брогенеза при проведении доклинических иссле-
дований антифибротических препаратов. Однако 
полученные нами данные показывают, что уро-
вень мРНК TNFRSF12A, вероятно, играет важ-
ную роль в инициации и развитии фиброза пече-
ни и должен рассматриваться как независимый 
фактор.

Полученные результаты позволяют рассуждать 
о влиянии мРНК TNFRSF12A на процессы иници-
ации и развития фиброза, а также на трансформа-
цию жиронакапливающих клеток в миофибробла-
стический фенотип и на прогрессирование фибро-
за печени.
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TNFRSF12A mRNA Expression and Distribution of TNFRSF12A+ 
Cells in Rat Liver During Thioacetamide-induced Fibrogenesis
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TNFRSF12A mRNA expression and distribution of TNFRSF12A+ cells were studied in detail for 
the first time at different stages of fibrosis in rat liver. Under physiological conditions, the expression 
level of TNFRSF12A mRNA was 0.224 (95% CI: 0.170–0.277). At the same time, cells expressing the 
TNFRSF12A marker were practically absent. In bridging fibrosis, the first peak of TNFRSF12A mRNA 
growth (p = 0.000) and an increase in the area of TNFRSF12A+ cells (p = 0.000) was established. The 
second peak (p = 0.000) was detected during the process of transformation of fibrosis into cirrhosis. 
At the stage of incomplete cirrhosis, a sharp drop was noted. A subsequent increase in the expression 
of TNFRSF12A mRNA and the area of TNFRSF12A+ cells was observed from the stage of significant 
cirrhosis. Immunohistochemical method revealed two groups of TNFRSF12A+ cells. In the sinusoidal 
capillaries TNFRSF12A+, the cells had a shape close to flat and resembled endotheliocytes, while in 
the fibrous connective tissue they were rounded. The number of α-SMA+ cells increased gradually 
(p = 0.000) before the onset of significant cirrhosis, and then there was a sharp increase (p = 0.000).

Keywords: rats, liver fibrogenesis, TNFRSF12A mRNA, TNFRSF12A+ cells, α-SMA+ cells
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Исследовано влияние липидного комплекса, выделенного из таллома морской красной водорос-
ли Ahnfeltia tobuchiensis (ЛКА), на биохимические показатели крови и печени крыс при высоко-
жировой диете. Показано, что применение ЛКА оказывало выраженный липидкоррегирующий 
и антиоксидантный эффект, который превосходил таковой у препарата сравнения “Омега 3-6-9” 
по способности восстанавливать показатели липидного обмена, соотношения липопротеиновых 
фракций и эндогенной системы антиоксидантной защиты, препятствовать развитию жирового 
гепатоза. Липидкоррегирующий и антиоксидантный эффект ЛКА обусловлен действием поли-
ненасыщенных жирных кислот семейства n‑3, в частности эйкозапентаеновой кислоты, входя-
щих в структуру фосфолипидов и гликолипидов морского происхождения и которые составляют 
основную часть исследуемого липидного комплекса.

Ключевые слова: Ahnfeltia tobuchiensis, морские липиды, n‑3 ПНЖК, липидный обмен, антиоксидантная 
система, дислипидемия, высокожировая диета
DOI: 10.31857/S1026347024010035, EDN: LVRWYI

Рацион современного человека характеризуется 
избыточным потреблением животного жира с вы-
соким содержанием холестерина (ХС), что способ-
ствует развитию дислипидемии с последствиями 
в форме ожирения (Öngün Yılmaz, 2018). Обуслов-
ленные этим патологии, такие как ишемическая 
болезнь сердца, инсульт, гипертония, неалкоголь-
ный стеатогепатит и цирроз печени, стали серьез-
ной социально-экономической проблемой.

Основными средствами, применяемыми для ре-
шения данной проблемы, являются синтетические 
липид-снижающие препараты – статины. Кроме 
этого, известны препараты, относящиеся к группе 
веществ, препятствующих реабсорбции желчных 
кислот, фактора регулирования гомеостаза плаз-
менного ХС. Также для коррекции липидного об-
мена, и, в частности, для снижения уровня триа-
цилглицеринов (ТАГ) и повышения концентрации 
липопротеинов высокой плотности (ЛПВП), при-
меняются фибраты. Основным недостатком пере-
численных медикаментозных гиполипидемических 
средств является их высокая стоимость и наличие 

в ряде случаев противопоказаний. При их длитель-
ном применении, особенно в больших дозах, они 
способны вызывать ряд достаточно серьезных не-
благоприятных побочных эффектов (Дядык и др., 
2018). В связи с этим актуальным представляется 
поиск альтернативных средств природного проис-
хождения, лишенных перечисленных недостатков. 
Перспективными в этом отношении являются био-
логически активные комплексы из морского сырья, 
которые стали предметом исследований в области 
борьбы с ожирением и сопутствующих дислипиде-
мии заболеваний. К таковым относятся липидные 
комплексы из морских гидробионтов, содержащие 
полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК) се-
мейства n‑3.

Экспериментальные исследования показали, 
что добавление n‑3 в диету играет значимую роль 
в  предотвращении атеросклероза (Torres et  al., 
2015). При этом в отличие от статинов n‑3 ПНЖК 
способны влиять на ряд ключевых клеточных 
процессов, связанных с развитием атеросклеро-
за, включая снижение интенсивности миграции 
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моноцитов и их адгезию на эндотелиальных клет-
ках, ингибирование процесса поглощения макро-
фагами модифицированных липопротеинов низ-
кой плотности (ЛПНП) и подавление миграции 
гладкомышечных клеток, изменяя соотношение 
n‑6/n‑3 жирных кислот в фосфолипидах мембран 
в  сторону его снижения (Ramji, 2019). Указан-
ные свойства позволяют использовать комплек-
сы морских гидробионтов, богатых n‑3 ПНЖК, 
для профилактики и лечения дислипидемий раз-
ного характера. Высокий интерес в  этом плане 
представляют бентосные формы гидробионтов, 
а  именно различные виды морских водорослей, 
которые являются первичными продуцентами 
n‑3 ПНЖК в пищевой цепи морских организмов 
(Mišurcová et al., 2011). Липидные комплексы, вы-
деленные из ряда водорослей, в значительных ко-
личествах содержат эссенциальные фосфолипиды 
(ФЛ) и гликолипиды (ГЛ), богатые ПНЖК (Susanto 
et al., 2019). При этом некоторые препараты, такие 
как комплекс липидов из микроводоросли вида 
Schizochytrium, оказывают ингибирующее действие 
на ГМГ-КоА-редуктазу, снижая уровень биосинте-
за холестерина (Chen et al., 2011). Липидкоррегиру-
ющее действие липидного экстракта Schizochytrium 
по своей эффективности снижать уровень ТАГ 
и ХС было не менее эффективным, чем выделен-
ного из рыб (Komprda et al., 2015).

Было показано, что на ранней стадии и для про-
филактики сердечно-сосудистых патологий эф-
фективно применение докозагексаеновой (ДГК) 
кислоты для увеличения холестерина липопроте-
инов высокой плотности (ХС  ЛПВП) (Bernstein 
et  al., 2012). Опубликованы экспериментальные 
исследования, в которых изучалось гиполипидеми-
ческое действие липидных экстрактов из бурой во-
доросли Sargassum pallidum, зеленой водоросли Ulva 
fenestrata и морской травы Zosterа marina в услови-
ях экспериментальной гиперлипидемии, вызван-
ной однократным введением Тритона‑1339 (Кри-
вошапко и др., 2012). Также липидкоррегирущим 
свойством обладает липидный экстракт, получен-
ный методом спиртовой экстракции измельчен-
ной сухой бурой водоросли ламинарии японской 
(Laminaria japonica) (Кушнерова, 2018). К  таким 
средствам следует отнести и липидный комплекс 
из таллома морской красной водоросли Ahnfeltia 
tobuchiensis (ЛКА). Известно, что морские красные 
водоросли характеризуются высоким содержанием 
эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК) (Хотимченко, 
2004), которая является ключевым компонентом 
комплексов морских n‑3 ПНЖК. ЭПК выступает 
одним из основных носителей биологических эф-
фектов n‑3 кислот, обусловливающих их эффек-
тивность при коррекции нарушений липидного 
обмена. Это предполагает высокую фармакологи-
ческую активность липидов красных водорослей, 
и в частности их липидкоррегирующее действие.

Химический состав ЛКА был нами описан ра-
нее (Фоменко и др., 2019). Жирнокислотный со-
став ЛКА содержит высокий процент эйкозапен-
таеновой (20.20%) и арахидоновой (26.24%) кислот, 
что является характерной отличительной особен-
ностью красных водорослей (Хотимченко, 2004). 
Необходимо отметить заметное содержание моно-
ненасыщенных жирных кислот (МНЖК) семей-
ства n‑9 – олеиновой и пальмитолеиновой кислот 
(22.6%), которые играют важную роль в нормали-
зации липидного обмена (Johnson, Bradford, 2014). 
Соотношение арахидоновой и эйкозапентаеновой 
кислот, или n‑6/n‑3, в ЛКА составляло 1.3, что, как 
показывают данные литературы, является важным 
показателем, отражающим липидкоррегирующий 
потенциал липидного комплекса и при величине 
данного коэффициента меньше 4 можно говорить 
об эффективности применения их для нормализа-
ции показателей липидного обмена и предотвра-
щения развития сердечно-сосудистых патологий 
(Liu et al., 2016). При этом данные о красных во-
дорослях как об источнике липидов с липидкорре-
гирующими свойствами, в частности относящихся 
к роду Ahnfeltia, весьма ограничены. Таким обра-
зом, представляется актуальным расширение зна-
ний о биологической активности липидной фрак-
ции промысловой морской красной водоросли 
Ahnfeltia tobuchiensis (Kanno et Matsubara) Makienko, 
распространенной в морях Дальнего Востока (Под-
корытова и др., 2019), которая ранее не исследова-
лась в данном аспекте.

Целью настоящей работы явилось изучение ли-
пидкоррегирующих свойств комплекса липидов, 
выделенного из таллома морской красной водо-
росли A. tobuchiensis (Kanno et Matsubara) Makienko 
в условиях гиперхолестеринового рациона с жиро-
вой нагрузкой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы водоросли A. tobuchiensis собирали 
в августе – сентябре 2021 г. в заливе Петра Вели-
кого Японского моря (пролив Старка, о.  Попо-
ва). Выборка водорослей составляла 100  талло-
мов. Слоевища после сбора на базе лаборатории 
станции МЭС «о. Попова» очищали от эпифитов 
и донного бентоса, промывали сначала морской, 
затем дистиллированной водой. После этого сырье 
отжимали и транспортировали в лабораторию. Да-
лее водоросли погружали в кипящую воду на 2 мин 
для инактивации ферментов. Затем водоросли су-
шили до остаточной влажности ~40% и помещали 
в морозильную камеру (–80°C) на 2 часа для повы-
шения хрупкости, после чего измельчали с помо-
щью лабораторной мельницы до размеров частиц 
~1  мм. Липиды экстрагировали методом Блайя 
и Даера (Bligh, Dyer, 1959). Один килограмм из-
мельченной водоросли экстрагировали 1.5 л смеси 
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хлороформ: этанол (1:2), тщательно перемешивали 
и оставляли на 2 часа, далее добавляли 0.5 л хлоро-
форма и после тщательного перемешивания добав-
ляли 0.5 л воды. Далее экстракт отделяли и отстаи-
вали для разделения фаз. Нижнюю фазу, содержа-
щую липиды, упаривали на роторном испарителе 
(Type 349/2, Unipan, Poland) (Т < 37°C) до отсут-
ствия запаха хлороформа. Полученный липидный 
экстракт представлял собой маслообразную массу 
зелено-коричневого цвета. Выход липидов соста-
вил 2.2% от массы водоросли в пересчете на су-
ховоздушное сырье. Содержание общих липидов 
определяли весовым методом.

Стандартизацию липидного комплекса A.  to-
buchiensis проводили по сумме метаболически ак-
тивных фракций (сумма ГЛ и ФЛ), являющихся 
основным источником ПНЖК, которая составила 
55% (8.6 мг/г сухой ткани). Острую токсичность 
ЛКА определяли по методу Кербера (Фисенко, 
2000), которая составила более 2000 мг/кг, что по-
зволяет отнести полученную субстанцию к 4 классу 
токсичности (малоопасные).

Эксперимент проводили на беспородных белых 
крысах-самцах массой тела 146 ± 3 г, полученных 
из питомника филиала “Столбовая” ФГБУН “На-
учный центр биомедицинских технологий” ФМБА 
России. Исследования на животных выполнены 
в  соответствии с  приказом Минздравсоцразви-
тия России от 01.04.2016 № 199н “Об утверждении 
Правил лабораторной практики” и требованиями 
ГОСТ Р 53434–2009 “Принципы надлежащей ла-
бораторной практики”. Животные были адапти-
рованы в виварии в течение 7 суток до начала экс-
перимента. Во время этого периода осуществляли 
ежедневный осмотр внешнего состояния крыс. 
В эксперимент были взяты животные без призна-
ков отклонений в состоянии здоровья. Животных 
содержали по 1 особи в индивидуальных пластико-
вых клетках на подстилке из опилок при 20–22°C 
и режиме освещения 12/12 ч. Животные получали 
питьевую воду без ограничений и корм ежедневно 
в одно и то же время в режиме свободного доступа. 
После адаптации крыс произвольно распределяли 
на интактных (контроль), потреблявших на протя-
жении всего эксперимента стандартный общеви-
варный рацион, и крыс, у которых моделировали 
алиментарную дислипидемию. Развитие алимен-
тарной дислипидемии осуществляли кормлением 
животных высокожировой диетой (ВЖД) в течение 
30 суток, состоящей из базового стандартного ра-
циона с добавлением 2% ХС и 20% говяжьего сала 
от общего состава рациона (Рыженков и др., 2012). 
Опытной группе крыс в ВЖД добавляли ЛКА в дозе 
1 г/кг массы животного в пересчете на общие липи-
ды (Новгородцева и др., 2010), что соответствовало 
0.6 г/кг метаболически активной фракции.

В  качестве препарата сравнения использова-
ли коммерческий комплекс “Супер Омега 3‑6‑9” 

(далее – Омега), содержащий смесь насыщенных 
(20%), мононенасыщенных (20%) и  полинена-
сыщенных (60%) жиров, включающих комплекс 
ПНЖК семейств n‑3 (6% ЭПК (n‑3), 3% ДГК 
(n‑3), 8% гамма-линоленовой (n‑6) (ГЛК) кислот) 
и МНЖК семейства n‑9 (3% олеиновой (n‑9) кисло-
ты). Животным в группе сравнения в диету вводили 
комплекс Омега в дозе 1 г/кг массы тела, что соот-
ветствует 0.6 г/кг этиловых эфиров ПНЖК и сопо-
ставимо с дозой метаболически активной фракции 
ЛКА. Выбор в качестве препарата сравнения ли-
пидного комплекса “Супер Омега‑3‑6‑9” связан со 
сходным набором семейств n‑6 и n‑3 ПНЖК и n‑9 
МНЖК, что и в исследуемом ЛКА, и, соответствен-
но, предполагаемым механизмом действия.

Животные были разделены на следующие груп-
пы по 10 крыс в каждой: 1 группа – контроль (ин-
тактные, стандартный базовый рацион), 2 группа – 
ВЖД, 3 группа – ВЖД + ЛКА, 4 группа – ВЖД + 
+  Омега. Животных выводили из эксперимента 
декапитацией под легким эфирным наркозом с со-
блюдением “Правил и международных рекомен-
даций Европейской конвенции по защите позво-
ночных животных, используемых для эксперимен-
тов или в иных научных целях” (Страсбург, 1986). 
Протокол эксперимента был одобрен Комиссией 
по вопросам этики Тихоокеанского океанологи-
ческого института им. В. И. Ильичева ДВО РАН 
(протокол № 16 от 15.04.2021 г.).

Оценку эффективности исследованных препа-
ратов проводили по их влиянию на весовые харак-
теристики (массу тела, массу печени) и биохими-
ческие показатели печени и плазмы крови. В плаз-
ме крови определяли уровень ХС, ХС-ЛПНП, 
ХС-ЛПВП и ТАГ, используя биохимические набо-
ры реактивов компании «Ольвекс Диагностикум» 
(Россия). Экстракты общих липидов из плазмы 
крови и ткани печени готовили по методу Фольча 
(Folch et al., 1957).

Анализ состава нейтральных липидов (НЛ) 
печени проводили методом микротонкослойной 
хроматографии (ТСХ) на стеклянных пластинках 
6  ×  6  см с  силикагелем марки “КСК”. Суспен-
зию силикагеля и пластинки готовили по методу 
(Svetashev, Vaskovsky, 1972). Фракционное разде-
ление НЛ осуществляли методом Амента (Amenta, 
1964). Использовали системы растворителей гек-
сан: серный эфир: уксусная кислота в соотношении 
90:10:1 об/об. Идентификацию пятен НЛ (холесте-
рина, свободных жирных кислот, триацилглице-
ринов) на ТСХ проводили с помощью очищенных 
препаратов отечественного производства (Реахим, 
Россия). Содержание отдельных фракций выража-
ли в процентах от общей суммы НЛ.

Состояние антиоксидантной системы оценива-
ли по уровню антирадикальной активности (АРА) 
плазмы крови в отношении алкил-пероксильных 
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радикалов (Bartosz et al., 1998), уровню малонового 
диальдегида (МДА) (Buege, Aust, 1978), ферментов 
глутатионового звена – глутатионредуктазы (ГР) 
(Goldberg, Spooner, 1983) и глутатионпероксидазы 
(ГП) (Burk et al., 1980) в плазме крови, а также по 
уровню восстановленного глутатиона (Г-SH) (Кар-
пищенко, 2013) и активности супероксиддисмута-
зы (СОД) (Paoletti et al., 1986) в печени. Концен-
трацию белка определяли по методу Брэдфорда 
(Bradford, 1976).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием пакета прикладных про-
грамм Instat 3.0 (Graph Pad Software Inc. USA, 
2005), включающего функцию проверки соответ-
ствия выборки закону нормального распределе-
ния. Для определения статистической значимости 
различий для межгрупповых сравнений в зависи-
мости от параметров распределения использовали 
параметрический t-тест множественных сравне-
ний Даннета или непараметрический U-критерий 
Манна – Уитни, а также t-критерий Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Длительное употребление пищи с высоким со-
держанием жиров (высокожировая диета) вызва-
ло развитие у крыс алиментарной дислипидемии, 
которая характеризовалась высоким уровнем ТАГ, 
ХС, ХС-ЛПНП и низким уровнем ХС-ЛПВП. Для 
проведения исследований с целью оценки липид-
коррегирующего действия различных препаратов 
широко используется модель ВЖД, которая вызы-
вает устойчивую дислипидемию и развитие ожи-
рения (Sirichaiwetchakoon et al., 2020). ВЖД в те-
чение 30 дней сопровождалась увеличением мас-
сы животных на 29% (р < 0.001), что составляло 
185 ± 4 г по сравнению с 143 ± 3 г в контроле при 
одновременном увеличении удельной массы пе-
чени на 72% (7.39 ± 0.32 г/100 г массы тела против 
4.30 ± 0.12 г/100 г массы тела в контроле; р < 0.001). 
При визуальном контроле в  печени отмечалась 
сплошная зернистость жировых включений, то есть 
сформировался выраженный жировой гепатоз.

Биохимические показатели липидного обме-
на в плазме крови у экспериментальных живот-
ных в условиях ВЖД свидетельствовали о разви-
тии выраженной дислипидемии. Так, количество 
общих липидов в  плазме крови увеличилось на 
36% (р < 0.001), что составляло 6.21 ± 0.19 против 
4,56 ± 0,21 г/л у контрольных животных. Отмеча-
ли повышение уровня ХС на 55% (p < 0.05), значе-
ние ТАГ возросло более чем в 2.5 раза (p < 0.05), 
изменилось также и количественное соотношение 
фракций липопротеинов (рис. 1). Уровень атеро-
генного ХС-ЛПНП увеличился на 16% (р < 0.05), 
тогда как величина ХС-ЛПВП снизилась на 14% 
(p < 0.05). В результате расчетный коэффициент 
атерогенности у животных 2‑й группы был выше 

контрольного показателя в 2.4 раза (3.2 против 1.34 
в контроле).

Исследование показателей липидного обмена 
в печени крыс в условиях применения ВЖД выяви-
ло значительные отклонения в содержании фрак-
ций НЛ (рис. 2). Уровень ТАГ достоверно повысил-
ся на 16% (р < 0.05), ХС – на 28% (р < 0.05), а сво-
бодных жирных кислот (СЖК) – на 19% (р < 0.05) 
по сравнению с контролем. Отмечалось снижение 
на 21% (p < 0.05) содержания эфиров холестерина 
(ЭХС), которые являются одним из составных ко-
мопонентов при сборке липопротеинов в печени.

Анализ состояния антиоксидантной защиты ор-
ганизма (АОЗ) в условиях ВЖД выявил накопление 
в крови вторичных продуктов перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ). Уровень МДА повысился 
в 2 раза (p < 0.001) при одновременном снижении 
АРА плазмы крови на 16% (p < 0.05) (табл. 1).

На фоне увеличения активности свободно-ра-
дикальных процессов отмечали рассогласование 
показателей системы АОЗ как на уровне фермен-
тов, так и  пула низкомолекулярных антиокси-
дантов. Активность СОД в  печени была сниже-
на на 53% (p < 0.001), а содержание Г-SH на 41% 
(p  <  0.001) относительно контрольной группы 
(табл. 1). В то же время активность ГП, катализи-
рующей восстановление перекиси водорода (H2O2) 
и органических перекисей до воды в присутствии 
Г-SH, повысилась на 18% (p < 0.001). Активность 
другого фермента глутатионового звена – ГР по-
низилась на 13% (p < 0,05), что, по-видимому, об-
условлено его повышенным расходом в процессе 
восстановления окисленного глутатиона.

При введении в высокожировую диету липидно-
го комплекса из A. tobuchiensis или препарта срав-
нения Омега (3‑я и 4‑я группа соответсвенно) от-
мечалась выраженная тенденция к нормализации 
как весовых характеристик, так и биохимических 
показателей печени и крови (табл. 1, рис. 1, 2). Од-
нако по ряду показателей были выявлены достовер-
ные различия. Масса тела крыс 3‑й группы (ЛКА) 
(146 ± 3 г) соответствовала контрольному уровню, 
при этом по сравнению с 2‑й группой (ВЖД) была 
ниже на 29% (р  < 0.001). Удельная масса печени 
(4.42 ± 0.14 г/100 г массы) также была на уровне кон-
троля, но по сравнению с 2‑й группой ниже на 40% 
(р < 0.001). В группе животных, получавших препа-
рат Омега (4‑я группа), масса тела превышала кон-
троль на 11% (158 ± 3 г, р < 0.01), а при сравнении 
с 2‑й группой (ВЖД) была ниже на 15% (р < 0.001). 
Удельная масса печени превышала таковую в кон-
трольной группе на 29% (5.56 ± 0.33 г/100 г массы, 
р < 0.01), а по сравнению с данным показателем во 
2‑й группе была ниже на 25% (р < 0.001).

При сравнении показателей липидного обме-
на в плазме крови крыс 3‑й (ЛКА) и 4‑й (Омега) 
групп с таковыми во 2‑й группе (ВЖД) отмечалось 
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снижение общих липидов на 22% (р < 0.05) и 14% 
(р < 0.05), что составляло 4.86 ± 0.21 и 5.19 ± 0.19 г/л 
соответственно. Уровень ХС был ниже на 35% (р < 
0.05) и 24% (р < 0.05), а ТАГ – на 65% (р < 0.05) 
и  57% (р  < 0.05) (рис.  1). Значение ХС-ЛПНП 
в  плазме крови крыс 3‑й группы было ниже на 
13% (р < 0.05), а в 4‑й группе – на 10% (р < 0.05). 
При этом уровень ХС-ЛПВП в плазме крови крыс 
3‑й группы был выше на 22% (р < 0.05), тогда как 
в 4‑й группе он достоверно не отличался от тако-
вого во 2‑й группе. При расчете индекса атеро-
генности было выявлено, что у крыс, получавших 
ЛКА, его значение не отличалось от контроля (1.26 
против 1.34 в контроле), тогда как у животных 4‑й 
группы (Омега) индекс атерогенности составлял 
1.93. При сравнении этих значений с таковым во 
2‑й группе индекс атерогенности в  3‑й группе 
(ЛКА) был ниже на 61%, в группе Омега – на 40%.

Введение ЛКА и Омега в высокожировую ди-
ету сопровождалось достоверными изменениями 
в количественном содержании фракций НЛ в пе-
чени крыс (рис. 2). В 3‑й группе отмечалось сни-
жение уровня ТАГ на 15% (р < 0.05), СЖК – на 11% 
(р < 0.05), ХС – на 22% (р < 0.05). В 4‑й группе при 
введении препарата Омега снижение уровня ТАГ 
и ХС составило 9 и 14% (р < 0.05) соответственно, 
а содержание СЖК было выше, чем в контроле, на 
11% (р < 0.05). Содержание ЭХС в 3‑й и 4‑й груп-
пах превышало таковое во 2‑й группе на 24% (р < 
0.05) и 14% (р < 0.05) соответственно. Следователь-
но, ЛКА более эффективно способствовал норма-
лизации величин исследованных показателей НЛ 
в печени на фоне ВЖД.

Изменение показателей антиоксидантной си-
стемы и свободно-радикальных процессов у жи-
вотных 3‑й и 4‑й групп характеризовалось выра-
женной тенденцией к восстановлению исследуемых 
показателей на фоне ВЖД (табл. 1). Это свидетель-
ствует о снижении активности ПОЛ. Несмотря на 
то что уровень МДА в крови животных 3‑й и 4‑й 
групп превышал контрольные показатели на 26 
и 34% (p < 0.001), в то же время по отношению ко 
2‑й группе он был достоверно ниже на 37 и 33% 
(p < 0.001) соответственно. На фоне снижения ак-
тивности ПОЛ отмечалось повышение уровня АРА 
в плазме крови на 27% (p < 0.001) и 12% (p < 0.05) по 
сравнению с таковыми показателями во 2‑й груп-
пе. Следует отметить, что у животных, получавших 
липидные комплексы, активность антиоксидант-
ных ферментов СОД и ГП не имела достоверных 
отличий от контроля. Но по сравнению со 2‑й 
группой активность СОД превышала таковую в 2 
раза (p < 0.001), что также подтверждает снижение 
процессов ПОЛ под действием вводимых в рацион 
липидных комплексов. В пользу этого факта свиде-
тельствует и более низкая, по сравнению с 2‑й груп-
пой, активность ГП, которая была ниже на 12 и 21% 
(p < 0.05) соответственно. Активность ГР, фермен-
та, ответственного за наработку пула Г-SH, в плаз-
ме крови 3‑й группы находилась на уровне кон-
трольных показателей, но по сравнению с 2‑й груп-
пой превышала таковой на 20% (p < 0.001), тогда 
как активность ГР у животных 4‑й группы – на 9% 
(p < 0.001). На фоне снижения уровня свободнора-
дикальных процессов и роста активности ГР отме-
чалось достоверное увеличение пула Г-SH в печени 

Таблица 1. Показатели антиоксидантной системы в плазме крови и печени крыс при введении липидного 
комплекса из A. tobuchiensis и препарата Омега в условиях высокожировой диеты (ВЖД) (М ± m)

Показатели 1 группа 
контроль

2 группа ВЖД 3 группа ВЖД + 
анфельция

4 группа ВЖД + 
“Омега 3‑6‑9”

Малоновыйдиальдегид (нмоль/мл) 
плазмы

3.48 ± 0.03 6.91 ± 0.093 4.38 ± 0.033, в 4.65 ± 0.0733, в, ***

Антирадикальная активность 
(мкмоль/мл плазмы)

0.260 ± 
0.015

0.219 ±0.0081 0.277 ±0.010в 0.245 ±0.007а, *

Супероксиддисмутаза 
(ед. активности/мг белка)

659 ± 25 312 ± 143 642 ±26в 619 ±16в

Восстановленный глутатион 
(мкмоль/г печени)

6.24 ±0.13 3.66 ±0.173 5.96 ±0.233, в 4.94 ±0.263, в

Глутаионредуктаза 
(нмоль/мин/мл плазмы)

20.23 ±0.48 17.28 ±0.433 20.21 ±0.39в 18.85 ±0.371, а, *

Глутатионпероксидаза 
(нмоль/мин/мл плазмы)

623 ±20 734 ±192 643 ±21а 573 ±16в,*

Примечание. Различия статистически достоверны при1, а, * – р < 0.05;2, б, ** – р < 0.01;3, в, *** – р < 0.001. Цифры – сравнение 
с контролем, буквы – сравнение с 2‑й группой, * – сравнение с 3‑й группой. ВЖД – высокожировая диета.
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животных 3‑й и 4‑й групп на 63 и 35% (р < 0.001) 
соответственно по сравнению с 2‑й группой. Сле-
дует отметить, что содержание Г-SH в печени жи-
вотных, получавших препарат Омега, было досто-
верно ниже такового по отношению к контрольной 
группе (на 21%, p < 0.001), что, возможно, связано 
с более низкой активностью ГР у этих животных.

При анализе полученных экспериментальных 
данных была выявлена статистически достовер-
ная разница между рядом соответствующих значе-
ний изученных биохимических показателей плазмы 
крови и печени крыс при сравнении показателей 
3‑й и 4‑й групп (ЛКА и Омега) (рис. 1). Количе-
ство общих липидов в плазме крови при введении 
Омега было выше на 6.2% (р < 0.05), чем таковое 
при введении ЛКА, а  также более высокий уро-
вень ТАГ (на 23%, р < 0.05) и ХС (на 18%, p < 0.05). 
Данный факт, а также более низкое (на 10%) зна-
чение ХС-ЛПВП в  крови животных 4‑й группы 
обусловили более высокий индекс атерогенности 
(на 54%). Похожую картину наблюдали при оцен-
ке количественных показателей фракций НЛ в пе-
чени (рис. 2). Так, у животных 4‑й группы уровень 
ХС на 10% (p < 0.05) превышал таковой у животных, 

получавших ЛКА, а содержание ЭХС было ниже 
на 9% (p < 0.05). При этом содержание ТАГ и СЖК 
у животных, получавших Омега, было выше, чем 
в 3‑й группе, на 11 и 6,3% (p < 0.05) соответствен-
но. В пользу более высокой эффективности ЛКА по 
сравнению с Омега свидетельствуют и величины по-
казателей эндогенной системы АОЗ. Так, в печени 
животных, получавших ЛКА, значение Г-SH превы-
шало таковое у животных из группы Омега на 17% 
(p < 0.01), а активность ГР – на 7% (p < 0.05). Это 
указывает на более низкий уровень свободноради-
кального окисления, в пользу чего свидетельствуют 
и более низкий уровень МДА (на 6%, p < 0.05), и бо-
лее высокое значение АРА (на 12%, p < 0.05) в плаз-
ме крови крыс 3‑й группы по сравнению с анало-
гичными показателями у животных группы Омега. 
На основании вышеизложенного следует, что ЛКА 
был более эффективен как липидкоррегирующее 
и антиоксидантное средство, чем препарат Омега.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Высокожировая диета в  течение 30 дней 
у  крыс сопровождается увеличением массы тела 
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Рис. 1. Содержание фракций липидов (ммоль/л) в плазме крови крыс в условиях высокожировой диеты (ВЖД) при 
введении липидного комплекса из A. tobuchiensis и препарата Омега. Различия достоверны (p < 0.05) по сравнению 
с контролем – *, с группой ВЖД – #, с группой ВЖД + анфельция – +.
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и относительной массы печени, нарушением со-
отношения липидных классов в крови и печени, 
формированием дислипидемии. Согласно лите-
ратурным данным (Новгородцева и др., 2011) при 
ВЖД уже через 30 дней развивается гепатостеатоз, 
характеризующийся жировой гипертрофией гепа-
тоцитов за счет накопления в них избыточного ко-
личества жира. При этом в плазме крови отмечает-
ся значительный рост уровня ТАГ, ХС, ХС-ЛПНП 
при одновременном снижении значения ХС-ЛП-
ВП. Следовательно, избыточное введение в рацион 
ХС и насыщенных жиров способствует повышен-
ному образованию атерогенных ЛПНП, основно-
го фактора риска развития атеросклероза. То есть 
повышенное потребление жира, богатого ТАГ, ХС 
и насыщенными жирными кислотами, приводит 
к формированию ожирения и развитию жирового 
гепатоза. В печени также отмечается увеличение 
содержания ХС, ТАГ и  СЖК на фоне снижения 
уровня ЭХС, его основной транспортной формы 
в составе липопротеинов. Таким образом, гиперхо-
лестериновый рацион с жировой нагрузкой приво-
дит не только к жировому гепатозу, но и к накопле-
нию в печени неэтерифицированной формы ХС. 
Полученные результаты указывают на нарушение 

липидного обмена в плазме крови под действием 
ВЖД, что является фактором риска развития мета-
болического синдрома и сердечно-сосудистых забо-
леваний.

Известно, что нарушение липидного обмена 
вследствие ВЖД (алиментарная дислипидемия, ме-
таболический синдром) сопровождается развитием 
оксидативного стресса (Francisqueti et al., 2017), вы-
ражающегося в дисбалансе системы “перекисное 
окисление липидов – антиоксидантная защиты ор-
ганизма” (ПОЛ-АОЗ). Накопление липидов в пе-
чени активирует молекулярные пути, связанные 
с окислительным стрессом и воспалением, что явля-
ется важным патогенетическим последствием жиро-
вого гепатоза (Ghezelbash et al., 2020). В печени уве-
личивается уровень МДА, одного из маркеров ПОЛ, 
указывающего на состояние оксидативного стресса 
в клетке на фоне снижения активности СОД, уров-
ня Г-SH и активности ГР на фоне роста активно-
сти ГП. По мнению некоторых авторов, такое из-
менение активности ГП в условиях стресса на фоне 
ВЖД объясняется образованием избыточного коли-
чества продуктов пероксидации (Jimoh et al., 2018), 
что и наблюдается в плазме крови животных на 30‑е 
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Рис. 2. Содержание фракций нейтральных липидов (% от суммы фракций) в печени крыс в условиях высокожиро-
вой диеты (ВЖД) при введении липидного комплекса из A. tobuchiensis и препарата Омега. Различия достоверны 
(p < 0.05) по сравнению с контролем – *, с группой ВЖД – #, с группой ВЖД + Анфельция – +.
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сутки эксперимента. То есть формирующийся ме-
таболический дисбаланс является как следствием 
значительного поступления жировых компонентов 
с диетой, так и стрессовой реакцией организма на 
жировую нагрузку (Noeman et al., 2011). Активиру-
ющийся в условиях стресса липолиз в жировой тка-
ни приводит к увеличению потока жирных кислот 
в кровь и в печень, которые являются исходными 
компонентами при синтезе ТАГ и ХС. В результа-
те это приводит к их накоплению в печени и пода-
влению активности рецепторов ЛПНП, что в свою 
очередь снижает поток поступления в печень атеро-
генных липопротеинов и вызывает рост их концен-
трации в крови (Connor, Connor, 1989). Полученные 
нами результаты по рассогласованию компонентов 
и направленности изменений активности отдель-
ных ферментов системы АОЗ в условиях ВЖД со-
гласуются с данными, полученными ранее другими 
авторами (Bodur et al., 2019). Все это указывает на 
истощение резерва адаптационных возможностей 
организма противостоять развивающейся патоло-
гии. Таким образом, экспериментальная модель со-
четания гиперхолестеринового рациона с жировой 
нагрузкой в течение 30 сут сопровождалась разви-
тием дислипидемии с характериными признаками 
оксидативного стресса.

Введение ЛКА и  препарата сравнения Омега 
способствовало коррекции нарушений, вызван-
ных применением ВЖД. Так как липидный экс-
тракт из A. tobuchiensis представляет собой слож-
ный природный комплекс, то его биологическое 
действие следует рассматривать как результат сум-
мы всех его компонентов. При этом следует отме-
тить, что активным началом липидных комплек-
сов из морских гидробионтов считаются входящие 
в них ПНЖК семейства n‑3, и в частности ЭПК, 
которая является доминирующей в исследованных 
нами препаратах. Ранее было показано, что до-
бавка ЭПК в диету в условиях жировой нагрузки 
способствует нормализации содержания ТАГ и ХС 
как в плазме крови, так и в печени крыс (Hirotani 
et al., 2015), что согласуется с полученными нами 
данными. В ряде исследований было показано, что 
n‑3 ПНЖК напрямую ингибируют такие фермен-
ты, как ацетил-СоА-карбоксилаза, гормончувстви-
тельная липаза и диацилглицерол-ацетилтрансфе-
раза, которые участвуют в биосинтезе жирных кис-
лот, биосинтезе ТАГ и их мобилизации (Shibabaw, 
2021). Также нормализацию показателей липидного 
профиля под действием ПНЖК связывают с повы-
шенным бета-окислением жирных кислот в печени 
(Yanagita, Nagao, 2008). Снижение уровня атероген-
ных ЛПНП под действием исследованных липид-
ных комплексов может быть следствием как сниже-
ния доступности ТАГ в печени для сбора липопро-
теинов очень низкой плотности, предшественников 
ЛПНП (Shibabaw, 2021), так и активации рецепто-
ров ЛПНП в печени вследствие снижения уровней 

ТАГ и ХС по принципу обратной связи (Connor, 
Connor, 1989). Нормализация соотношения фрак-
ций ЛПНП и ЛПВП на фоне снижения уровня ХС 
в крови и соответствующее уменьшение индекса 
атерогенности, которое мы наблюдали при введе-
нии в ВЖД липидных комплексов, по нашему мне-
нию, обусловлено входящими в их состав ПНЖК 
семейства n‑3, в  частности ЭПК. Так, известно, 
что снижение уровня ХС в крови может быть ре-
зультатом, с одной стороны, снижения активности 
ГМГ-КоА-редуктазы в условиях модификации мем-
бран гепатоцитов ЭПК (Murthy et al., 1988), а с дру-
гой – результатом непосредственного увеличения 
количества ЛПВП в крови (Balk et al., 2006). Также 
известно, что ПНЖК n‑3, модифицируя ЛПВП, по-
вышают их сродство к ХС, что приводит к росту об-
ратного транспорта ХС в печень (Burillo et al., 2012).

Липидный комплекс анфельции и  препарат 
Омега проявляли выраженное антиоксидантное 
действие на фоне развития оксидативного стресса 
в условиях ВЖД. Известно, что ПНЖК семейства 
n‑3, и, в частности ЭПК, являются эффективны-
ми антиоксидантами прямого действия, способ-
ными поглощать пероксил-радикалы (Richard 
et al., 2008), что подтверждалось выявленным нами 
ростом АРА плазмы крови и снижением вторич-
ных продуктов ПОЛ. При этом показано, что n‑3 
кислоты активируют индукцию СОД (Garrel et al., 
2012), восстанавливают активность ГР (Refaat et al., 
2022) и пул низкомолекулярных антиоксидантов, 
таких как Г-SH (Patten et al., 2013), что мы и наблю-
дали при анализе полученных результатов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Из полученных результатов следует, что ком-
плекс липидов из морской красной водоросли 
A. tobuchiensis, содержащий метаболически актив-
ную фракцию морских фосфо- и  гликолипидов 
с  высоким содержанием ПНЖК семейства n‑3, 
и в частности эйкозапентаеновой кислоты, обла-
дает выраженным липидкоррегирующим и антиок-
сидантным эффектом в условиях высокожировой 
диеты. Метаболические изменения при использо-
вании липидного комплекса A. tobuchiensis и пре-
парата Омега способствуют увеличению ХС-ЛПВП 
и снижению уровня атерогенности в плазме крови, 
а также нормализации количественного содержа-
ния фракций НЛ в печени. Способность экзоген-
ных «морских» липидов включаться в метаболизм 
предполагает их активное влияние на большинство 
жизненно важных процессов. Минимизируются 
последствия оксидативного стресса, что выража-
ется в восстановлении параметров системы АОЗ, 
включая нормализацию активности СОД, ГП, ГР 
и сохранение пула Г-SH, а также в снижении уров-
ня перекисного окисления липидов и восстановле-
нии АРА плазмы крови.
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Исследуемый комплекс липидов из анфельции 
не только не уступает по своей эффективности 
эталонному ПНЖК комплексу “Омега 3‑6‑9”, но 
и превосходит его по способности нормализовать 
метаболические показатели липидного обмена 
в крови и основных фракций НЛ в печени и спо-
собности организма противостоять факторам ок-
сидативного стресса в  условиях высокожировой 
нагрузки и  формирования дислипидемии. По 
мнению авторов, более высокая биологическая ак-
тивность у липидного комплекса A. tobuchiensis по 
сравнению с “Омега‑3‑6‑9” объясняется как бо-
лее широким спектром ПНЖК семейства n‑3, так 
и формой их содержания в виде “морских” фос-
фо- и гликолипидов, которая является более эф-
фективной по сравнению с этиловыми эфирами 
жирных кислот в составе “Омега 3‑6‑9”.
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LIPID-CORRECTING AND ANTIOXIDANT EFFECTS OF THE 
LIPID COMPLEX FROM THE RED MARINE ALGAE AHNFELTIA 

TOBUCHIENSIS UNDER THE CONDITIONS OF A HIGH-FAT DIET

V. G. Sprygin1, #, N. F. Kushnerova1, S. E. Fomenko1, 
E. S. Drugova1, L. N. Lesnikova1, V. Yu. Merzlyakov1

1V.I. Il’ichev Pacific Oceanological Institute. FEB RAS, Vladivostok, 690041 Russia

#e-mail: vgs2006@mail.ru

The influence of the lipid complex isolated from the thallus of the red marine algae Ahnfeltia tobuchiensis 
(LCA) on the metabolic parameters of the blood and liver of rats under a high-fat diet was studied. It was 
shown that the administration of LCA had a pronounced lipid-correcting and antioxidant effect, which 
was superior to that of the reference preparation “Omega 3‑6‑9” in terms of its ability to restore lipid 
metabolism, the ratio of lipoprotein fractions and the indices of the endogenous antioxidant protection 
system, as so as prevent the development of hepatosis. The lipid-correcting and anti-oxidant effect of 
LCA is specified by the action of n‑3 polyunsaturated fatty acids, in particular eicosapentaenoic acid, 
which are the part of the structure of phospholipids and glycolipids of marine origin, which make up 
the main part of the studied lipid complex.

Keywords: Ahnfeltia tobuchiensis, marine lipids, n‑3 PUFA, lipid metabolism, antioxidant system, dislipi-
demia, high-fat diet
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Изучение биохимических механизмов влияния дополнительного освещения на процессы роста 
и раннего развития лососевых рыб в аквакультуре позволяют выявлять закономерности замед-
ленного или ускоренного роста, а также наступления периода смолтификации. В настоящей ра-
боте получены результаты изменения липидного статуса у пестряток и смолтов атлантического 
лосося после “зимнего окна” (декабрь – январь), полученных от трех экспериментальных групп, 
подвергшихся на этапе сеголетков действию различных режимов освещения и кормления. Ре-
зультаты изменения липидного состава исследованной молоди лосося свидетельствуют о насту-
плении смолтификации, причем во всех экспериментальных группах, однако этот эффект наибо-
лее выражен для молоди, ранее содержащейся при круглосуточном освещении в летне-осенний 
сезон.

Ключевые слова: липиды, смолтификация, онтогенез, аквакультура, атлантический лосось
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ВВЕДЕНИЕ

Атлантический лосось (Salmo salar L.) – один из 
самых коммерчески востребованных премиальных 
видов аквакультуры. Биология и экология атлан-
тического лосося хорошо изучены, что позволяет 
достаточно эффективно его выращивать на пред-
приятиях аквакультуры и достигать заданных по-
казателей. При этом биология данного вида рыб 
имеет особенности, усложняющие процесс выра-
щивания. Так, известно, что жизненный цикл ат-
лантического лосося включает два этапа: “речной” 
и “морской”. Молодь лосося проводит в реке от 
двух до пяти лет, и за это время ее размерно-мас-
совые характеристики изменяются незначитель-
но, однако на уровне физиолого-биохимических 
и тканевых процессов происходят существенные 
преобразования, которые способствуют подго-
товке организма к смолтификации (Немова и др., 
2019). При достижении определенных эндоген-
ных и экзогенных условий молодь лосося претер-
певает комплексную трансформацию пестряток 

в смолтов, связанную с подготовкой к обитанию 
в морской среде, где скорость их роста по сравне-
нию с речным периодом возрастает многократно. 
К  числу экологических факторов, влияющих на 
смолтификацию, относят температуру среды, тро-
фику и фотопериод (в частности, увеличение дли-
ны светового дня весной) (Duston, Saunders, 1992; 
Thrush et al., 1994; Duncan et al., 1998). Известно, 
что изменения продолжительности светового дня 
служат сезонными сигналами, которые восприни-
маются молодью лосося и синхронизируются с его 
эндогенными ритмами, контролирующими разви-
тие (Duston, Saunders, 1990). Для предприятий ак-
вакультуры существенный интерес представляет 
сокращение “речного” периода жизненного цик-
ла атлантического лосося и ускорение наступле-
ния смолтификации. Это позволяет переносить 
рыб в морскую/соленую воду в более ранние сро-
ки, что в конечном итоге приводит к повышению 
производительности предприятия и снижению фи-
нансовых затрат на выращивание молоди. Поэто-
му для повышения эффективности искусственного 
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выращивания молоди лососевых используют раз-
личные режимы регулирования естественного фо-
топериода (Björnsson et al., 1989, 2011; Mason et al., 
1992; Handeland, Stefansson, 2001). При этом для 
завершения смолтификации необходимо исполь-
зование так называемых зимних (коротких) режи-
мов фотопериода – последовательное чередова-
ние режимов фотопериода “лето – зима – лето” 
с уменьшением продолжительности зимнего пери-
ода освещения (“зимнее окно”) (Duston, Saunders, 
1990; Thrush et al., 1999, Шульгина и др., 2021). Эти 
процессы сопровождаются изменениями в биохи-
мическом метаболизме, которые характеризуют 
адаптивные возможности организма. Среди биохи-
мических показателей, отражающих реакцию орга-
низма на изменение внешних условий, в том числе 
фотопериода, значительная роль отводится липи-
дам, которые могут играть роль индикаторов физи-
ологических изменений (Немова и др., 2019, 2020; 
Nemova et al., 2020), в том числе при смолтифика-
ции. Известно сравнительно небольшое число ра-
бот, в которых изучается влияние фотопериода на 
липидный состав и метаболизм молоди атлантиче-
ского лосося в условиях аквакультуры (Wedemeyer 
et al., 1980; Sheridan, 1989; Duston, Saunders, 1995).

Для того чтобы установить роль липидов в адап-
тации молоди атлантического лосося к факторам 
среды при искусственном выращивании ранее был 
поставлен эксперимент по введению постоянного 
искусственного освещения (24LD) в стандартную 
технологию выращивания молоди в условиях, ха-
рактерных для южного региона (Республика Се-
верная Осетия  – Алания). На первом этапе ра-
боты были отобраны сеголетки и было показано 
(Мурзина и др., 2023a, 2023b), что стимулирующий 
подготовку к смолтификации сеголеток атлантиче-
ского лосося эффект совокупного действия фото-
периода и кормления достигается при их сочетании 
в круглосуточном режиме в летне-осенний период. 
При этом наиболее четкие тренды к трансформа-
ции липидного метаболизма с  “пресноводного” 
типа на “морской” наблюдались у варианта, выра-
щиваемого в условиях круглосуточного освещения 
и кормления.

В данной работе представлены результаты вто-
рого этапа эксперимента и обсуждаются изменения 
липидного статуса у пестряток и смолтов атланти-
ческого лосося после “зимнего окна” (декабрь – 
январь) и при дальнейшем выращивании в услови-
ях естественного освещения в товарной аквакуль-
туре в условиях Северной Осетии – Алании.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование влияния фотопериода на рост 
и развитие молоди атлантического лосося прово-
дили на предприятии ООО “Остров аквакультура” 
(Республика Северная Осетия – Алания). Условия 

эксперимента и его особенности описаны в нашей 
первой публикации, включающей результаты ис-
следования липидного профиля у сеголеток лосо-
ся (Мурзина и др., 2023a) при введении дополни-
тельного освещения. А именно: для стимуляции 
эндогенных механизмов, влияющих на ростовые 
процессы, во все бассейны с сеголетками (после 
перехода на экзогенное питание) было установ-
лено непрерывное освещение (24LD) с  исполь-
зованием светодиодных осветителей LED (36 W, 
6500 K). Кормление проводилось в круглосуточ-
ном режиме каждые два часа с  использованием 
коммерческого корма. В августе сеголеток средней 
массой 2.3 г пересадили в выростные лотки раз-
мером 4 × 1.2 м, объемом 2.5–2.7 м3, в количестве 
4900 особей/лоток. C начала сентября сеголеток 
разделили на три группы по 2 лотка и стали содер-
жать в следующих (экспериментальных) услови-
ях: группа 24LD + КК – режим освещения посто-
янный (24LD), кормление круглосуточное (КК); 
группа ЕстLD + КД  – естественное освещение 
(ЕстLD), кормление проводится в светлое время 
суток (с 06:00 до 18:00 в сентябре, с 08:00 до 18:00 
в октябре, с 08:00 до 17:00 в ноябре) через каждые 
два часа (КД); группа 24LD + КД – режим осве-
щения постоянный (24LD), кормление проводится 
только в светлое время суток, как у рыб из опыта 
№ 1 (КД).

С начала декабря подросшую молодь, согласно 
экспериментальным группам, перенесли в круглые 
бассейны объёмом 2,1 м3 (диаметром 2 м, высо-
той 1 м) в количестве в среднем 2800 на бассейн. 
С декабря по январь дополнительное освещение не 
применялось – упомянутое выше “зимнее окно”. 
Далее выращивание пестряток и смолтов проходи-
ло в условиях естественного освещения региона. 
Условия дневного освещения: 5500 lx, в пасмурную 
погоду – 500 lx (рис. 1).

В  эксперименте использовали коммерческий 
корм марки Scretting Nutra HP (Италия) фракция 
1,8 (с ноября по февраль) и BioMar Эфико Аль-
фа 790 (Дания) фракция 3 (с  февраля по март), 
оба корма схожи по составу и пищевой ценности; 
расчет корма проводили согласно нормам возраст-
ной группы и  с  учетом биомассы. Вода в  лотки 
поступала в объеме 2.7–3 л/с на лоток со скважи-
ны, поэтому температурный режим был постоян-
ным и с середины декабря по конец марта соста-
вил 10.3–10.8°С. Содержание кислорода в лотках 
10.3–10.5 мг утром с постепенным снижением до 
8.5–8.2  мг вечером (замеры проводились утром 
в 07:00 и вечером в 19:00). Отход за период с дека-
бря по март составил 26, 42 и 34% особей в группах 
24LD + КК, ЕстLD + КД и 24LD + КД соответ-
ственно.

Общая средняя масса рыб (пестрятки вместе 
со смолтами) на 2 марта составила 59.44 ± 3.45, 
57.71  ±  5.22, 53.88 ± 4.52 в  группе 24LD + КК, 
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группе ЕстLD + КД и группе 24LD + КД соответ-
ственно. Количество смолтов в исследуемых груп-
пах на день анализа (3 марта) составило: в груп-
пе 24LD + КК  – до 50%, ЕстLD + КД  – 40%, 
24LD  +  КД  – 25%. Для исследования отбирали 
пестряток и смолтов лосося в начале марта (отбор 
особей проводили из каждой группы, которые на 
этапе развития сеголеток подвергались дополни-
тельному освещению.

На предприятии проводилась фоторегистрация 
рыб в бассейнах в период эксперимента (рис. 2).

Проводили липидный анализ образцов мышц 
и  печени молоди рыб. Экстракцию липидов из 
отобранных образцов мышц и печени молоди ло-
сося проводили по методу Фолча (Folch et al., 1957) 
и  Кейтс (1975). Затем липиды концентрировали 
с помощью роторно-вакуумной установки Hei-VAP 
Adavantage HL/G3 (Heidolph, Германия). Выделен-
ные суммарные липиды и обезжиренный остаток 
(включающий белки, углеводы, нуклеиновые кис-
лоты, аминокислоты и микроэлементы) сушили до 
постоянной массы. Содержание общих липидов 
в образцах представлено в виде% сухого вещества.

Качественное и количественное определение 
отдельных липидных классов осуществляли при 
помощи метода высокоэффективной тонкослой-
ной хроматографии (ВЭТСХ). Фракционирова-
ние общих липидов проводили на пластинках 
на стеклянной основе – HPTLC Silicagel 60 F254 
Premium Purity (Merck, Германия). Нанесение 
экстракта липидов осуществлялось при помо-
щи полуавтоматического аппликатора Linomat 5 
(CAMAG, Швейцария) микрошприцем на 100 мкл 

штриховым методом. В качестве элюента, а так-
же раствора для насыщения хроматографической 
камеры ADC2 (CAMAG, Швейцария) использо-
валась система растворителей гексан – диэтило-
вый эфир – уксусная кислота (32:8:0.8 по объёму) 
(Olsen, Henderson, 1989). Насыщение хроматогра-
фической камеры проводили в течение 20 минут 
с одновременным контролем влажности (10 ми-
нут), после чего проводилось насыщение пла-
стины (20 минут). Дистанция подвижной фазы 
составляла 80 мм (Rf конечная = 80 мм), сушка 
пластины осуществлялась в течение 5 минут. Про-
явление липидных пятен проводили в  растворе 
медного купороса (CuSO4) с ортофосфорной кис-
лотой (H3PO4) и нагреванием пластины до 160 °C 
в течение 15 минут (Hellwig, 2005). Качественное 
и количественное определение липидных компо-
нентов было выполнено в камере денситометра 
TLC Scanner 4 (CAMAG, Швейцария) на дейтерие-
вой лампе при длине волны 350 нм в режиме адсо-
рбции (Hellwig, 2005). Идентификация липидных 
классов проводилась по референтным стандартам 
соответствующих компонентов (Sigma-Aldrich, 
США) с учетом соответствия значений Rf. В соста-
ве общих липидов анализировали: общие фосфо-
липиды (ФЛ), триацилглицерины (ТАГ), диацил-
глицерины (ДАГ), моноацилглицерины (МАГ), 
холестерин (ХС), эфиры холестерина (ЭХС), сво-
бодные жирные кислоты (СЖК), воска.

Качественное и количественное определение 
индивидуальных фосфолипидных фракций – фос-
фатидилхолина (ФХ), фосфатидилэтаноламина 
(ФЭА), фосфатидилсерина (ФС), фосфатидили-
нозитола (ФИ), лизофосфатидилхолина (ЛФХ), 

Рис. 1. Общая схема эксперимента.
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сфингомиелина (СФМ) – осуществляли методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) с использованием жидкостного хромато-
графа “Стайер” (ООО “Аквилон”, Россия). Фрак-
ционирование общих ФЛ проводили на колон-
ке размером 250 × 4 мм, наполненной сорбентом 
“Нуклеосил 100-7” (“Элсико”, Россия) и с исполь-
зованием в качестве подвижной фазы смеси аце-
тонитрил – метанол – гексан – 85%-я фосфорная 
кислота (918: 30: 30: 17.5 по объёму) при скорости 
потока 1 мл/мин. Детектирование анализируемых 
липидных классов осуществляли на спектрофото-
метре по поглощению в ультрафиолетовом свете 
при длине волны 206 нм. Качественная идентифи-
кация липидных классов осуществлялась по стан-
дартам соответствующих компонентов (Sigma-
Aldrich, США) с учетом соответствия значений Rf.

Исследования выполнены на базе лаборато-
рии экологической биохимии и с использованием 
оборудования Центра коллективного пользования 
ФИЦ “Карельский научный центр Российской 
академии наук”.

Статистическая обработка результатов прово-
дилась с использованием языка программирова-
ния R (v. 3.6.1.) в среде разработки RStudio с при-
менением дополнительных пакетов: readxl (v. 1.3.1), 
tidyverse (v. 1.3.0), ggplot2 (v. 3.4.0). Для описания 
количественного содержания индивидуальных ли-
пидных классов и  суммарных семейств жирных 
кислот были рассчитаны параметры описательной 
статистики (среднее арифметическое и  ошибка 
среднего арифметического) с группировкой по ме-
сяцам и типу экспериментального освещения. По-
лученные результаты были визуализированы в виде 
гистограмм.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Липидный профиль мышц пестряток 
и смолтов атлантического лосося

Содержание ОЛ в мышцах у пестряток и смол-
тов в марте было в пределах от 7.84 до 12.24% су-
хого вещества. Установлено, что у  смолтов из 
группы ЕстLD + КД отмечено достоверно мень-
шее содержание ОЛ по сравнению с  образцами 
из групп 24LD + КК и 24LD + КД (6.84% против 
10.48 и 12.24% соответственно). Наблюдается недо-
стоверное снижение ОЛ у смолтов по сравнению 
с пестрятками в группах 24LD + КК и ЕстLD + КД. 
При этом у смолтов в группе 24LD + КД, напро-
тив, выявлено достоверное увеличение показателя.

В липидном профиле мышц пестряток и смол-
тов всех обозначенных выше эксперименталь-
ных групп, доминировали энергетические липи-
ды в  форме ТАГ (1.98–3.82% сухого вещества). 
Далее по количественному содержанию следова-
ли структурные липиды – ФЛ (0.88–2.31%) и ХС 

(0.81–1.59%). Содержание такого “универсально-
го” класса липидов как СЖК было в пределах от 
1.07 до 2.0%, а ЭХС – от 1.2 до 2.16% и восков – от 
0.23 до 0.52%. Минорные липиды “сигнальные” 
ДАГ варьировали в  пределах от 0.43 до 0.88%, 
МАГ – от 0.16 до 0.34% (рис. 3).

В  мышцах пестряток не обнаружено досто-
верных отличий по содержанию исследованных 
липидных классов между группой 24LD + КК 
и ЕстLD + КД, при этом рыбы группы 24LD + КД 
отличались достоверно меньшим содержанием 
ДАГ, СЖК и восков по сравнению с таковыми из 
группы 24LD + 24КК. При этом в мышцах смолтов 

Рис. 2. Фотографии молоди лосося в эксперименте: 
а – группа 24LD + KK; б – группа ЕстLD + KД; в – 
группа 24LD + KД.

а

б

в
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наблюдается достоверно меньшее содержание ФЛ, 
ДАГ, ХС, СЖК и  ТАГ в  группе ЕстLD + КД по 
сравнению с группой 24LD + KK, при этом образ-
цы из группы 24LD + КД достоверно отличаются 
от 24LD + КК только в содержании ФЛ.

У смолтов по сравнению с пестрятками в груп-
пах 24LD + KK и ЕстLD + КД в мышцах наблю-
дается уменьшение количества как энергетических 
ТАГ (недостоверное у обеих групп), так и структур-
ных ФЛ (достоверно для группы ЕстLD + КД), в то 

время как у смолтов 24LD + КД, напротив, наблю-
дается увеличение содержания данных липидных 
классов (достоверное у  ФЛ). При этом отноше-
ние ТАГ/ФЛ недостоверно снижается у рыб групп 
24LD + KK и 24LD + КД, в то время как в группе 
ЕстLD + КД можно наблюдать обратную картину. 
Также необходимо отметить достоверное снижение 
МАГ и восков у рыб группы ЕстLD + КД и досто-
верное увеличение ДАГ, ХС, СЖК и ЭХС в группе 
24LD + КД.

Рис. 3. Динамика липидных классов (% сухого вещества) в мышцах молоди атлантического лосося в трех исследо-
ванных экспериментальных вариантах в марте.�  
На рисунке использованы следующие аббревиатуры для исследованных липидных классов: ФЛ – общие фосфоли-
пиды, ТАГ – триацилглицерины, ДАГ – диацилглицерины, МАГ – моноацилглицерины, ХС – холестерин, ЭХС – 
эфиры холестерина, СЖК – свободные жирные кислоты.
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В фосфолипидном профиле мышц пестряток 
и  смолтов преобладал ФХ (0.96–1.59%), за ним 
следовал ФЭА (0.20–0.52%). У пестряток достовер-
ных отличий в содержании фосфолипидов между 
экспериментальными группами не обнаружено. 
У  смолтов в  группе ЕстLD + КД по сравнению 
с 24LD + KK наблюдается достоверно меньшее со-
держание ФИ, ФС и ФХ и достоверно большее со-
держание этих же компонентов у рыб 24LD + КД 
по сравнению с 24LD + KK и ЕстLD + КД. У смол-
тов по сравнению с пестрятками можно наблюдать 
значимое снижение ФХ в  группе ЕстLD  +  КД. 
В группе 24LD + КД у смолтов достоверно возрас-
тает количество ФИ, ФС, ФЭА и ФХ (рис. 4).

Липидный профиль печени пестряток 
и смолтов атлантического лосося

Несколько иной результат (по  сравнению 
с мышцами) по содержанию ОЛ выявлен в печени: 

у рыб групп 24LD + KK и ЕстLD + КД установ-
лено недостоверное увеличение данного показате-
ля (с 28.44 до 32.57 и с 24.19 до 27.19% сухого ве-
щества соответственно), в то время как в группе 
24LD + KД наблюдается достоверное увеличение 
количества ОЛ у смолтов по сравнению с пестрят-
ками (с 34.56 до 17.08% сухого вещества).

Липидный профиль печени пестряток и смол-
тов представлен ТАГ, содержание которых коле-
балось в пределах от 4.41 до 6.68%, ФЛ – от 2.72 
до 6.34%, ХС – от 2.6 до 5.98%, СЖК – от 2.45 до 
4.28%, ЭХС – от 2.72 до 8.3%, восков – от 0.8 до 
1.54%, ДАГ – от 1.03 до 1.79%, МАГ – от 0.33 до 
1.06% (рис. 5).

Не обнаружено достоверных отличий в  со-
держании липидных классов в печени пестряток 
между группами 24LD + KK и ЕстLD + KД. По-
казано, что у рыб в группе 24LD + KД по сравне-
нию с ЕстLD + KK достоверно выше содержание 
МАГ, восков и ЭХС. В печени смолтов выявлено 

Рис. 4. Динамика некоторых фосфолипидных классов (% сухого вещества) в мышцах молоди атлантического ло-
сося в трех исследованных экспериментальных вариантах в марте.�  
На рисунке использованы следующие аббревиатуры для исследованных фосфолипидных классов: ФИ – фосфа-
тидилинозитол, ФС – фосфатидилсерин, ФЭА – фосфатидилэтаноламин, ФХ – фосфатидилхолин, ЛФХ – лизо-
фосфатидилхолин, СФМ – сфингомиелин.



42	 ПРОВОТОРОВ  и др.

ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ № 1 2024

достоверно меньшее содержание исследованных 
липидных классов в группе 24LD + KД по срав-
нению с 24LD + KK и ЕстLD + KД, за исключе-
нием ТАГ.

У рыб в группах 24LD + KK и ЕстLD + KД не 
выявлено статистически значимой динамики в из-
менении основных липидных классов в  печени 
смолтов по сравнению с пестрятками. При этом 
у рыб группы 24LD + KД наблюдается снижение 
всех липидных классов (для ТАГ и восков – недо-
стоверное). Во всех группах наблюдается увеличе-
ние отношения ТАГ/ФЛ (достоверное только для 
рыб 24LD + KД).

Среди фосфолипидов печени пестряток и смол-
тов, как и в мышцах, показано доминирование ФХ 
(1.69–4.14%) и ФЭА (0.76–1.52%). Не выявлено вы-
раженной динамики основных фосфолипидных 
классов у рыб 24LD + KK и ЕстLD + KД. При этом 
в группе 24LD + KД у смолтов показано их сни-
жение (достоверное для всех компонентов, кроме 
ЛФХ) (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты исследования свидетельствуют о том, 
что в марте, после так называемого зимнего окна, 

Рис. 5. Динамика липидных классов (% сухого вещества) в печени молоди атлантического лосося в трех исследо-
ванных экспериментальных вариантах в марте.
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у молоди атлантического лосося трех эксперимен-
тальных групп, подвергшихся на этапе сеголетков 
действию различных режимов освещения и корм-
ления, обнаружено некоторое снижение количе-
ства общих липидов в мышцах смолтов по сравне-
нию с пестрятками, за исключением рыб группы 
24LD + KД, в которой в процессе трансформации 
“пестряток – смолт” этот показатель остался прак-
тически неизменным. Наблюдается продолжение 
тенденции, выявленной в первой части (сентябрь – 
ноябрь) исследования (Мурзина и др., 2023a), когда 
было отмечено снижение в ноябре содержания об-
щих липидов во всех изученных вариантах экспе-
римента у сеголеток к ноябрю, что является одним 
из индикаторов смолтификации (Мурзина и др., 
2023a, 2023b).

Известно, что в процессе “переключения” мета-
болизма в связи с подготовкой к новым условиям 
обитания у лососевых рыб снижение запасов ли-
пидов происходит преимущественно за счет ТАГ 
(Sheridan, 1989), при этом активизируются процес-
сы липолиза и, напротив, снижение липогенеза. 

В данном исследовании показано некоторое (не-
достоверное) снижение ТАГ в мышцах при смол-
тификации у рыб во всех исследованных вариан-
тах, кроме группы 24LD + KД. В целом для рыб из 
групп 24LD + KK и ЕстLD + KД отмечена общ-
ность состояния: недостоверное снижение иссле-
дованных липидных классов (за исключением ДАГ, 
содержание которых незначительно и недостовер-
но увеличивается в группе 24LD + KK).

Соотношение энергетических липидов к струк-
турным, ТАГ/ФЛ – показатель, отражающий на-
правленность и активность процессов энергетиче-
ского и пластического обменов. Снижение данного 
показателя может указывать на усиление энерге-
тического обмена и на участие именно запасных 
липидов в поддержании энергетических потреб-
ностей организма в этот период, в том числе на 
прирост массы. В мышцах молоди лосося в группе 
24LD + KK наблюдается незначительное и недо-
стоверное снижение данного показателя, что может 
указывать на продолжение и завершение тенден-
ции, более четко выраженной ранее у сеголеток. 

Рис. 6. Динамика некоторых фосфолипидных классов (% сухого вещества) в печени молоди атлантического лосося 
в трех исследованных экспериментальных вариантах в марте.
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Вероятно, период энергоемких метаболических 
изменений завершен и наблюдается переход к на-
коплению энергетических запасов в мышцах. До-
полняет данное предположение и недостоверное 
увеличение этого показателя у смолтов в ЕстLD + 
KД, у которых, судя по всему, на уровне липидно-
го обмена перестройка организма при смолтифи-
кации происходит единым “паттерном” с рыбами 
группы 24LD + KK. В мышцах рыб группы 24LD 
+ KД также наблюдается недостоверное снижение 
данного показателя.

В  фосфолипидном профиле мышц молоди 
лосося показано достоверное увеличение ФС 
у смолтов 24LD + KK и 24LD + KД по сравнению 
с  пестрятками. Известно, что ФС имеет особое 
значение для рыб, у которых происходят значи-
тельные колебания солености окружающей среды 
на отдельных этапах жизненного цикла, поскольку 
известно, что ФС участвует в регуляции активно-
сти “ферментов осморегуляции”, чем обеспечива-
ется поддержание гомеостаза организма к жизни 
в новых условиях среды (Геннис, 1997). Недосто-
верное снижение ФС у молоди ЕстLD + KК может 
указывать на схожую направленность перестройки 
метаболизма, но скорость таковых процессов ниже 
по сравнению со смолтами группы 24LD + KK. 
Отмечена схожесть состава и динамики измене-
нии отдельных ФЛ у смолтов групп 24LD + KK 
и ЕстLD + KД.

Недостоверные изменения остальных иссле-
дованных ФЛ в  мышцах рыб групп 24LD + KK 
и ЕстLD + KД, включая доминирующие ФЭА и ФХ 
на фоне плавного снижения минорного ЛФХ, мо-
гут указывать, с одной стороны, на то, что в про-
цессе смолтификации ФЛ, особенно мажорные по 
количеству, изменяются слабо, выполняя основ-
ную структурную функцию в организме. Реорга-
низация ФЛ-состава достигается за счет минорных 
ФЛ, в большей степени тех, что принимают участие 
в осморегуляции, тем самым изменения фосфоли-
пидного профиля в данных группах происходят на 
подготовительном этапе смолтификации (Мурзина 
и др., 2023b), а в марте наблюдается “следовой эф-
фект” перестроек на уровне ФЛ.

В печени рыб из групп 24LD + KK и ЕстLD + KД 
установлено недостоверное изменение всех иссле-
дованных показателей, что может указывать на 
функционирование данного органа в  состоянии 
нормы. Тем самым основные и выраженные изме-
нения метаболизма с участием липидов в процессе 
смолтификации у лосося в данных эксперименталь-
ных условиях показаны для мышц. При этом у рыб 
из группы 24LD + KД, напротив, показано досто-
верное и значительное снижение липидных пока-
зателей в печени, от ОЛ до минорных фосфолипи-
дов, что указывает на долговременную перестройку 
липогенеза в печени, вплоть до смолтов (март), на 
введенное круглосуточное освещение еще на этапе 

сеголетка (сентябрь – ноябрь). Следует отметить, 
что доля смолтов, как показано в эксперименте, 
в группе 24LD + KД была меньше, чем в группах 
24LD + KK и ЕстLD + KК (25% против 50 и 40% 
соответственно).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, введение в технологический 
цикл выращивания молоди лосося в условиях ак-
вакультуры круглосуточного освещения и корм-
ления позволяет получать жизнеспособных смол-
тов уже на первом году жизни, на что указывают 
результаты количественной оценки состава липи-
дов. Показано, что на уровне липидного обмена 
после “зимнего окна” наблюдается завершение 
трансформационных процессов (большинство 
трендов имели плавный характер изменений), 
что в  конечном счете приводит к  формирова-
нию смолтов и готовности молоди лосося к пе-
реселению в морскую среду обитания. В целом 
результаты изменения липидного состава иссле-
дованной молоди лосося свидетельствуют о на-
ступлении смолтификации, причем во всех груп-
пах, однако этот эффект наиболее выражен для 
молоди, содержащейся при круглосуточном осве-
щении в летне-осенний сезон (группы 24LD+КК 
и ЕстLD+КД).

Исследование биохимических механизмов вли-
яния дополнительного искусственного освещения 
на процессы роста и раннего развития лососевых 
рыб в аквакультуре позволяют выявлять законо-
мерности замедленного или ускоренного роста, 
а также наступления периода смолтификации. Ре-
зультаты этих исследований могут иметь значение 
не только для понимания особенностей раннего 
развития лососевых, но и для научного обосно-
вания эффективности введения дополнительных 
факторов (в данном случае – светового режима) 
в технологию их выращивания в условиях аква-
культуры в различных географических и климати-
ческих регионах РФ.
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Lipid Profile of Parr and Smolts of Atlantic Salmon (Salmo Salar L.)  
Reared in Aquaculture under Various Lighting Regimes

D. S. Provorotov1, #, S. A. Murzina1, V. P. Voronin1, D. I. Manoylova1, 
M. V. Kuznetsova1, A. E. Kuritsyn1, N. N. Nemova1

1Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences (IB KarRC RAS),  
11 Pushkinskaya Street, Petrozavodsk, Karelia, 185910 Russia
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The study of the biochemical mechanisms of the effect of additional lighting on the growth and early 
development of salmonids in aquaculture allows to identify patterns of slow or accelerated growth, as 
well as the onset of the smoltification. In this study, the results of changes in lipid status in parr and 
smolts of Atlantic salmon after the “winter window” (December-January) are presented. These results 
were obtained from three experimental groups exposed to different lighting and feeding regimes at 
the fingerlings stage. The changes in lipid composition of the studied young salmon indicate the onset 
of smoltification in all experimental groups. However, this effect is the most pronounced in the fish 
previously reared under continuous lighting during the summer-autumn season.

Keywords: lipids, smoltification, ontogeny, aquaculture, Atlantic salmon



47

ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ,  2024, № 1,  С.  47–59

УДК 626.811: 635.8

ГРИБЫ В ИСТОЧНИКАХ ГРУНТОВЫХ ВОД  
И КОЛОДЦАХ В МОСКОВСКОМ РЕГИОНЕ

© 2024 г.   А. В. Кураков*, @, А. А. Шумакова*, М. Д. Федорова*
*Московский государственный университет имени М. В. Ломоносова, биологический факультет,  

ул. Колмогорова, 1 строение 12, Москва, 119234 Россия
@E-mail: kurakov57@mail.ru

Поступила в редакцию 13.02.2023 г.
После доработки 03.04.2023 г.

Принята к публикации 03.04.2023 г.

Культуральным методом определена численность, видовой состав и таксономическая структура 
грибной биоты в грунтовых водах нескольких природных источников и колодцев в Московском 
регионе. Число колониеобразующих единиц (КОЕ) грибов в 1 л воды – невысокое, в среднем от 
10 до 300. Из воды одного источника или колодца изолировали 6–16 видов, а всего из 6 таких 
объектов – 46 видов. Это были представители отдела Mucoromycota класса Mucoromycetes (Ab-
sidia cylindrospora var. nigra, Mucor circinelloides, M. hiemalis, Rhizopus stolonifer), Ascomycota классов 
Eurotiomycetes (15 видов родов Aspergillus и Penicillium), Sordariomycetes (13 видов родов Acremoni-
um, Chaetomium, Fusarium, Myrothecium, Plectosphaerella, Trichoderma), Dothideomycetes (Alternaria 
alternata, A. nobilis, Amorocoelophoma cassia, Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum) и Sac-
charomycetes (Candida solani, C. zeylanoides, Galactomyces pseudocandidus) и отдела Basidiomycota 
классов Tremellomycetes (Mrakia gelida, Vishniacozyma victoriae) и Agaricomycetes (Phlebia acerina, 
Psathyrella candolleana, Thanatephorus cucumeris). Таксономическая структура микобиоты в во-
дах природных источников и колодцев Московского мегаполиса была в целом сходна с таковой 
в грунтовых водах других регионов, в том числе с выявленной в подземных водах на глубинах 
в несколько сотен метров. Обсуждены механизмы адаптации грибов к существованию в грунто-
вой воде, пути контаминации и необходимость микологических критериев для оценки качества.

Ключевые слова: грибы, видовое разнообразие, таксономическая структура, грунтовая вода, пресно-
водные источники, колодцы, микологический критерий
DOI: 10.31857/S1026347024010053, EDN: ltfzse

Видовой состав и  численность грибов в  под-
земных водах, в их природных источниках (клю-
чах, родниках, колодцах) изучены намного хуже, 
чем в  поверхностных водоемах (озерах, реках, 
морях) (Воронин, 2013; Пивкин и др., 2006; Jones 
et al., 2014; Babič et al., 2016, 2017). В то же время 
знания о  разнообразии и  плотности популяций 
грибных организмов необходимы как с научной, 
так и с практической точки зрения, как правило, 
в связи с их использованием без какой-либо пред-
варительной подготовки для питья и приготовле-
ния пищи (Arvanitidou et al., 1999; Göttlich et al., 
2002; Hageskal et al., 2007; Babič et al., 2016, 2017).

Согласно прогностическим расчетам разноо-
бразие грибов в пресных поверхностных водоемах 
и подземных водах не менее 20 000 видов, а известно 
только около 5% от их действительного разнообра-
зия (Gessner, van Ryckegem, 2003; Jones et al., 2014).

Недооценено видовое богатство микобиоты 
грунтовых вод в первую очередь в связи со слабой 

изученностью, одной из причин этого являет-
ся отсутствие в  санитарно-эпидемиологических 
нормативах для оценки качества питьевой воды 
каких-либо грибных показателей (количествен-
ных и/или качественных). Это относится к водо-
заборным водоемам, подземным грунтовым водам, 
колодцам, природным источникам, системам го-
родского и больничного водоснабжения (Göttlich 
et al., 2002; Hageskal et al., 2007; Yamaguchi et al., 
2007). Такая ситуация сложилась в подавляющем 
большинстве стран, включая Россию. Поэтому, 
видимо, столь мало работ по оценке состава и чис-
ленности грибной биоты в сравнении с исследо-
ваниями питьевой воды по физико-химическим 
и  микробиологическим параметрам. Данные по 
грибной биоте отсутствуют даже для природных 
источников грунтовых вод в  регионах крупных 
мегаполисов. Для оценки качества питьевой воды 
давно используют разнообразные физико-химиче-
ские показатели (мутность, цвет, запах, привкус, 
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рН, содержание нефтепродуктов, ПАВ, неорга-
нических и органических соединений, нитратов, 
нитритов, тяжелых металлов), до 36 параметров 
(СанПиН 2.1.3684-21; СанПиН 1.2.3685-21). При-
нят ряд микробиологических критериев: общее 
микробное число не допускается более 50 колони-
еобразующих единиц (КОЕ) в 100 см3 и не должно 
быть колиформных бактерий и термотолерантных 
колиформных бактерий в 100 см3 воды (СанПиН 
2.1.3684-21; СанПиН 1.2.3685-21).

Вместе с тем известно, что существуют грибы, ко-
торые способны придать воде неприятный привкус 
и запах и продуцировать аллергены и микотоксины 
(Sammon, Harrower, 2008). Все большее признание 
получают факты, что споры, переносимые водой, 
могут быть причиной инвазивных оппортунисти-
ческих грибных инфекций у пациентов с ослаблен-
ным иммунитетом (Anaissie et al., 2003; Sammon, 
Harrower, 2008; Sammon et al., 2011). Один из путей 
привлечь внимание к этой проблеме – активное ис-
следование состава и плотности популяций грибов 
в питьевой воде в разных регионах и странах, что 
позволит разработать критерии микологического 
контроля воды. Планировавшееся включение ми-
кроспоридий в показатели качества воды в США не 
было реализовано (Babič et al., 2017). В Чехии и Вен-
грии рекомендуют проводить микроскопию водных 
проб после их концентрирования фильтрованием 
для выявления общего числа клеток эукариот и циа-
нобактерий (Babič et al., 2017). Пока количественные 
микологические показатели качества воды по оцен-
ке КОЕ грибов имеются только в Швеции (Hageskal 
et al., 2007; Babič et al., 2017).

Целью работы было изучение видового разно-
образия и численности грибов в источниках грун-
товых вод и колодцев, используемых для питья, ко-
торые расположены на территории Москвы и Мо-
сковской области.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы пресной грунтовой воды были отобра-
ны из колодцев и природных источников (выходов 
грунтовой воды на поверхность): общественного 
колодца в деревне Аладьино Серпуховского рай-
она Московской области (МО), частного колодца 
(закрытого от внешней среды и редко используе-
мого) в садовом товариществе (СНТ) “Тарасково” 
Наро-Фоминского района Московской области, 
в  источнике в  городе Мытищи Московской об-
ласти, источнике “Кадочка” в  парке “Коломен-
ское” в Голосовом овраге (г. Москва), источнике 
в  усадьбе “Знаменское-Садки”, где расположен 
ФГБУ “ВНИИ Экология” (г. Москва), и источни-
ке в Битцевском парке в Москве. Отбор воды про-
водили в стерильные стеклянные емкости объемом 
0,5–2 л (в 3 повторностях). Отбирали также грунт 
со дна источников в местах выхода грунтовой воды 

на поверхность почвы. Температура воды в источ-
никах и колодцах в период отбора проб (июнь – 
июль 2021 г.) была +5…+8°C, воздуха +22…+31°C 
днём и +16…+19°C ночью.

Пробы воды транспортировали в лабораторию 
в термосумке с охлаждающими элементами и хра-
нили в  холодильнике при +5…+8°C. Посевы на 
питательные среды проводили в те же или на сле-
дующие сутки. Оборудование для отбора проб со-
ответствовало рекомендуемому ГОСТу 31942–2012.

Посев проводили на стандартные среды сус-
ло-агар и Чапек-агар. Для подавления роста бак-
терий в расплавленную остывшую среду добавля-
ли антибиотик цефотаксим в количестве 50 мг на 
500 мл среды. Выделение чистых культур из по-
являющихся колоний начинали после трех-пяти 
суток инкубации чашек и продолжали в течение 
2–3 недель. Посев из грунта проводили путем на-
несения его комочков на поверхность среды сте-
рильным ланцетом и сверху дополнительно посы-
пали порошком цефотаксима.

Проводили глубинный посев воды в аликвотах 
0,5, 1, 2 и 3 мл в стерильные чашки Петри, после 
чего в них заливали питательную среду и обора-
чивали пленкой для предохранения контамина-
ции среды и  высыхания. При таком посеве на 
большинстве чашек отсутствовали колонии гри-
бов. Только в редких случаях на 1–2 чашках из 10 
вырастали одна-две колонии вне зависимости от 
источника и колодца. Поэтому изучение состава 
и численности КОЕ грибов в этих объектах было 
продолжено путем фильтрации воды для концен-
трации грибных пропагул на фильтрах. Исполь-
зовали целлюлозные фильтры (синяя лента, диа-
метр пор 2–3 мкм), а также мембранные фильтры 
из нитрата целлюлозы (поры 0,45 мкм) в шприце 
(производство Millipore, Germany). Фильтр (синяя 
лента) помещали на стеклянную воронку, которая 
была вставлена в колбу, закрывали сверху стериль-
ной фильтровальной бумагой и профильтровыва-
ли нужный объем воды, установленный в предва-
рительных экспериментах (как правило, 100 или 
250 мл, реже 0,5 и 0,75 л). При таком посеве число 
колоний в чашках было оптимальное – в подавля-
ющем большинстве случаев в диапазоне 7–20.

Фильтры разрезали простерилизованными 
в пламени газовой горелки ножницами на 4 рав-
ные части или же использовали целиком, если они 
были малого размера, и помещали на поверхность 
питательных сред. Проводили также посевы из 
профильтрованной воды, чтобы полнее выявить 
число и состав грибов, и эти данные учитывали 
при оценке видового богатства грибов в пробах.

Посевы провели из отобранной пробы не ме-
нее чем на 10 чашек Петри, и общая повторность 
составила 30–40 чашек Петри из каждого водного 
объекта. Подсчёт грибных колоний и выделение 
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изолятов проводили через 10–14 суток инкубации 
посевов при +10…+12°C.

Для видовой идентификации отбирали по не-
сколько колоний разного морфотипа. Если были 
сомнения, что колонии могут принадлежать не 
к одному, а к разным видам, то изолировали куль-
туры из обеих колоний. Для каждого варианта (во-
дного объекта) подсчитывали общее количество 
колоний и количество колоний каждого культу-
рально-морфологического типа. Из проб каждо-
го водного объекта были выделены все морфоти-
пы, что составляло из каждого варианта не менее 
40 культур, часть из которых были одного вида.

Идентификация штаммов грибов была проведена 
с использованием культурально-морфологических 
и молекулярно-генетических подходов. Описание 
культур проводили на сусло-агаре и среде Чапека 
с использованием рекомендуемых для соответству-
ющего таксона определителей (Raper, Fennell, 1965; 
Raper et al., 1968; Rifai, 1969; Schipper, 1978; Klich, 
2002; Crous et al., 2007; Domsch et al., 2007; Samson, 
Haubraken, 2011; Seifert et al., 2011) и по генетиче-
ским признакам с помощью ПЦР и дальнейшего 
секвенирования ITS-региона рДНК. ДНК выделя-
ли из 3‑суточных культур дрожжей и 5–7‑суточных 
мицелиальных грибов, выращенных на сусло-ага-
ре. Использовали набор “Проба-Экспресс” (“Син-
тол”, кат. номер ЕХ‑517) и следующий протокол: 
50–100 мг грибной биомассы поместить в пробир-
ку объемом 1,5 мкл и гомогенизировать; добавить 
300 мкл лизирующего буфера и тщательно переме-
шать; поместить в термостат на 95°С на 10 минут; 
добавить 30 мкл осаждающего раствора и тщатель-
но перемешать; центрифугировать 13 000 об/мин 
в течение 1 минуты; отобрать супернатант в чистую 
маркированную пробирку. Для постановки ПЦР ис-
пользовали готовую реакционную смесь производ-
ства “Синтол” (кат. номер М‑428) и универсальные 
праймеры ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) 
и ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC). Реакцию 
проводили по следующей циклограмме: 96°С – 5 ми-
нут; 30 циклов: 94°С – 20 секунд; 57°С – 30 секунд; 

72°С – 1 минута. Качественную и количественную 
оценку результатов ПЦР выполняли с  помощью 
электрофореза в агарозном геле. Очистку реакци-
онной смеси от остатков праймеров и свободных 
трифосфатов проводили смесью ферментов ExoI 
и FastSAP (Fermentas). Секвенирование ITS рДНК 
по Сенгеру выполняли на генетическом анализато-
ре ABI 3130xl в компании “Синтол” (Москва) с ис-
пользованием набора BigDye v3.1 (ThermoFisher) 
согласно руководству пользователя и инструкции 
к набору. Видовую принадлежность полученных по-
следовательностей определяли в сервисе BLAST на 
сайте NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Современное таксономическое положение ви-
дов дано по базе данных: Index Fungorum (http://
www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

Во всех опытах подсчитывали число колоние-
образующих единиц (КОЕ) грибов в 1 л воды и от-
носительное обилие видов (доля КОЕ определен-
ного вида от общего числа других видов в данной 
пробе или водном объекте). Рассчитывали средние 
значения данных и коэффициент вариации данных 
(отношение стандартного отклонения к среднему 
значению) (Excel 2016). Для оценки сходства и раз-
личий видового состава грибов в грунтовой воде 
рассчитывали коэффициент Съеренсена (Mэгар-
ран, 1992).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Численность грибов в  воде источников и  ко-
лодцев Московского региона варьировала в диа-
пазоне от 10 до 530 КОЕ в 1 л (табл. 1). Согласно 
санитарно-эпидемиологическим рекомендациям 
для питьевой воды, принятым в Швеции (не бо-
лее 1000 КОЕ грибов в 1 л), вода из исследованных 
водных объетов не превышают допустимую норму 
(NFA, SLVFS 2001:30).

Минимальное число КОЕ грибов установлено 
в воде источника в малопосещаемом парке усадь-
бы “Знаменское-Садки” на территории ВНИИ 
Экология (Москва) и в колодце на частном участке 

Таблица 1. Количество КОЕ грибов в воде источников и колодцев

Объект Местоположение
Диапазон 

варьирования КОЕ 
грибов в 1 л

Среднее число 
КОЕ грибов 

в 1 л

Источник Парк “Коломенское”, Москва 35–530 310 ± 160
Источник Битцевский парк, Москва 60–100 80 ± 20
Источник Парк в усадьбе “Знаменское-Садки” на 

территории ВНИИ Экология, Москва
10–20 13 ± 7

Источник Мытищи, МО 40–200 123 ± 60
Колодец д. Аладьино, Серпуховской р-н, МО 34–236 123 ± 77
Колодец СНТ “Тарасково”, Наро-Фоминский р-н, МО 30–50 35 ± 15
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в садовом товариществе “Тарасково” Наро-Фо-
минского района МО. Грунтовая вода в колодце 
в деревне Аладьино МО и других источниках (парк 
в “Коломенском” и Битце) имели более высокую 
численность грибов. Связано это, видимо, со зна-
чительно большей известностью и доступностью 
данных источников. Они активно используются 
москвичами, а общественный колодец в Аладьи-
но больше времени находится в открытом состоя-
нии, из него намного чаще набирают воду, чем из 
частного колодца в СНТ “Тарасково”. Это приво-
дит к увеличению взмученности воды, попаданию 
грибов из грунта, с которым контактирует грунто-
вая вода источников и в меньшей мере в колодцах. 
Из атмосферы попадание грибов в воду, конечно, 
не исключается. Но следует подчеркнуть, что новая 
грунтовая вода поступает непрерывно в источни-
ки и колодцы, и они расположены в чистых райо-
нах (парках), а колодцы содержат в закрытом виде. 
Роль каждого из этих факторов в определении со-
става и количества грибов в воде может существен-
но варьировать и в каждом случае требует дальней-
ших исследований.

Из воды колодцев, источников и донного грунта 
изолировано 118 и 45 чистых культур грибов раз-
ных морфотипов соответственно. После исключе-
ния повторных изолятов одного морфотипа для ви-
довой идентификации взято 65 штаммов. Все они 
были определены до вида на основе культураль-
но-морфологических признаков, а 48 из них также 
на основе секвенирования ITS рДНК (табл. 2–5).

В  табл.  2 приведены результаты молекуляр-
но-генетической идентификации 34 штаммов и их 
номера депонирования в Генбанке.

У части изолятов из воды и грунта видовая при-
надлежность была установлена на основе культу-
рально-морфологических признаков. Это были 
штаммы Alternaria nobilis (Vize) E. G. Simmons 
(АИ 2.2), Penicillium citronigrum Dierckx (АИ 0,25 
1.1), Cladosporim cladosporoides (Fresen.) G.A. de 
Vries (МРИ 1.8), Aspergillus niger Tiegh. (МР 0,75 1.1), 
Plectosphaerella plurivora A.J.L. Phillips, A. Carlucci 
& M. L. Raimondo (МРИ 1.7), Fusarium moniliforme 
J. Sheld. (АИ  0,25 1.3), Aspergillus niger (АИ  0,25 
2.1), Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. (АИ 0,25 2.5; 
АИ 0,25 4.2), Aspergillus fumigatus Fresen. (АИ 0,25 
2.4), A. flavus (МРИ 3.1 и 3.2), Acremonium potronii 
Vuill. (МРИ 3.3), Penicillium chrysogenum (АИ 0,25 
3.3 и МРИ 1.1), Chaetomium sp. Kunze (АИ 0,75 4), 
Mucor circinelloides Tiegh. (Тар) и ряд других. В ито-
ге в грунтовой воде источников и колодцев было 
выявлено 46 видов и 22 вида грибов в грунте со дна 
3 источников (табл. 3–6).

Таксономическая структура микобиоты в грун-
товых водах колодцев и  природных источников 
Москвы и Московской области представлена ви-
дами отдела Mucoromycota класса Mucoromycetes, 

отдела Ascomycota классов Eurotiomycetes, Sor-
dariomycetes, Dothideomycetes, Saccharomycet-
es и отдела Basidiomycota классов Agaricomycetes, 
Tremellomycetes (табл. 3). Наибольшее число ви-
дов (37) в грунтовых водах источников и колодцев 
принадлежало к отделу Ascomycota. Максималь-
ным разнообразием – 15 видами родов Aspergillus 
P. Micheli ex Haller и Penicillium Link – характери-
зовался класс Eurotiomycetes и  13 видами родов 
Acremonium Link, Chaetomium, Fusarium Link, My-
rothecium Tode, Plectosphaerella Kleb., Trichoderma 
Pers. класс Sordariomycetes. Затем следовал класс 
Dothideomycetes с 6 видами и класс Saccharomycetes 
с 3 видами (Candida solani, C. zeylanoides, Galactomy-
ces pseudocandidus) (табл. 3). Выявленные в этих во-
дных объектах представители отдела Basidiomycota 
относились к классу Tremellomycetes (Mrakia geli-
da, Vishniacozyma victoriae) и классу Agaricomycetes 
(Phlebia acerina, Psathyrella candolleana (Fr.) Maire, 
Thanatephorus cucumeris). Грибы отдела Mucoro-
mycota класса Mucoromycetes были представлены 
4 видами – Absidia cylindrospora var. nigra, Mucor cir-
cinelloides, M. hiemalis и Rhizopus stolonifer (табл. 3).

Сравнительный анализ состава видов в исследо-
ванных источниках и колодцах показал, что харак-
терными для этих экотопов, выявленными в боль-
шинстве из них, являются грибы Mrakia gelida, родов 
Aspergillus (A. niger), Cladosporium Link, Penicillium 
(P. chrysogenum), Fusarium (F. oxysporum), Trichoder-
ma (T. harzianum), Candida Berkhout, Alternaria Nees 
и порядка Mucorales (Mucor hiemalis, Rhizopus stoloni-
fer) (табл. 3). Виды Penicillium chrysogenum, Cladospori-
um cladosporioides, Rhizopus stolonifer, Mucor hiemalis, 
Trichoderma harzianum, T. atroviride, T. citrinoviride, As-
pergillus spp., Fusarium oxysporum, Candida zeylanoides, 
Mrakia gelida характеризовались наибольшим отно-
сительным обилием в пробах воды из источников 
и колодцев. Число КОЕ этих таксонов грибов варьи-
ровало в диапазоне от единиц до двух десятков КОЕ 
в 1 л в разных водных объектах (табл. 5).

Между данными водными объектами обнаруже-
ны заметные отличия. Они выражаются как в со-
ставе грибов, так и  в  их видовом разнообразии 
в источниках и колодцах. Это подтверждают коэф-
фициенты сходства Съеренсена между микобиотой 
изученных экотопов, они не превышают 20–35% 
в большинстве случаев. Так, в воде колодца д. Ала-
дьино и “Тарасково” отмечено выше, чем в дру-
гих водных объектах, разнообразие микромице-
тов рода Trichoderma, в колодце д. Аладьино также 
больше видов родов Aspergillus, Penicillium, в источ-
никах в  г.  Мытищи рода Cladosporium (табл.  3). 
Многие виды были обнаружены только в опреде-
ленном источнике или колодце. По числу КОЕ раз-
ных таксонов изученные объекты также различа-
ются, что ясно демонстрируют данные табл. 5.

Различия в видовом богатстве грибов в целом 
соответствовали тем, что были обнаружены в их 
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Таблица 2. Филогенетическая принадлежность штаммов грибов на основе нуклеотидной последовательности 
ITS рДНК

№ 
штамма Вид № 

в Генбанке
Сходство, 

% Объект, расположение

SH2 Thanatephorus cucumeris 
(A. B. Frank) Donk

OP596489 98.75 Водный источник, Мытищи, МО

SH3 Aspergillus flavus Link OP596490 98.33 Грунт в водном источнике, 
Мытищи, МО

SH4 Thanatephorus cucumeris OP596491 98.82 Грунт в водном источнике, 
Мытищи, МО

SH5 Mrakia gelida (Fell, Statzell, 
I. L. Hunter & Phaff) Y. Yamada & 
Komag.

OP596492 99.68 Водный источник, Мытищи, МО

SH6 Trichoderma atroviride P. Karst. OP596493 98.34 Водный источник, Мытищи, МО
SH8 Penicillium sacculum E. Dale OP596494 99.82 Водный источник, Мытищи, МО
SH9 Myrothecium cinctum (Corda) Sacc. OP596495 98.04 Водный источник, Мытищи, МО
SH10 Vishniacozyma victoriae 

(M. J. Montes, Belloch, Galiana, 
M. D. García, C. Andrés, S. Ferrer, 
Torr.-Rodr. & J. Guinea) Xin Zhan 
Liu, F. Y. Bai, M. Groenew. & 
Boekhout

OP596496 98.61 Водный источник, Мытищи, МО

SH11 Trichoderma atroviride OP596497 99.64 Водный источник, Мытищи, МО
SH12 T. longibrachiatum Rifai OP596498 99.83 Водный источник, Мытищи, МО
SH13 T. citrinoviride Bissett OP596499 98.15 Колодец, д. Аладьино, 

Серпуховской р-н, МО
SH14 Mrakia gelida OP596500 98.95 Колодец, д. Аладьино, 

Серпуховской р-н, МО
SH15 Phlebia acerina Peck OP596501 99.99 Колодец, д. Аладьино, 

Серпуховской р-н, МО
SH16 Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. OP596502 100 Колодец, д. Аладьино, 

Серпуховской р-н, МО
SH17 A. oryzae (Ahlb.) Cohn OP596503 99.65 Колодец, д. Аладьино, 

Серпуховской р-н, МО
SH18 Penicillium corylophilum Dierckx OP596504 99.40 Колодец, д. Аладьино, 

Серпуховской р-н, МО
SH19 Cytospora leucostoma (Pers.) Sacc. OP596505 99.66 Водный источник, парк 

“Коломенское”, Москва
SH20 Penicillium expansum Link OP596506 98.64 Водный источник, парк 

“Коломенское”, Москва
SH21 Mucor hiemalis Wehmer OP596507 99.35 Водный источник, парк 

“Коломенское”, Москва
SH23 Penicillium restrictum J. C. Gilman 

& E. V. Abbott
OP596508 99.81 Водный источник, парк 

“Коломенское”, Москва
SH24 Fusarium tricinctum (Corda) Sacc. OP596509 99.82 Водный источник, парк 

“Коломенское”, Москва
SH27 Cladosporium sphaerospermum 

Penz.
OP596510 100.00 Водный источник, Битцевский 

парк, Москва
SH28 Mrakia gelida OP596511 100.00 Водный источник, Битцевский 

парк, Москва
SH30 Fusarium oxysporum Schltdl. OP596512 99.80 Водный источник, Битцевский 

парк, Москва
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общей численности в этих водных объектах. В тех 
пробах грунтовой воды, где выше общее число 
КОЕ грибов, как правило, видовое разнообразие 
было больше.

Максимальное разнообразие грибов выявлено 
в пробах грунтовой воды из источников в г. Мы-
тищи МО и из колодца в деревне Аладьино Сер-
пуховского района МО – по 16 видов (табл. 3). 
Наименьшее количество видов было в  пробах 
воды из колодца с  частного участка в  садовом 
товариществе “Тарасково” Наро-Фоминского 
района МО – 6 видов. Из воды источника в пар-
ке “Знаменское-Садки” в  Москве выделено 10 
видов, а из источников в парке “Коломенское” 

и Битцевском парке Москвы по 10 и 11 видов со-
ответственно.

Состав грибов в воде в значительной мере схо-
ден с таковым в грунте источника, об этом свиде-
тельствуют данные в табл. 3 и 6, и подтверждают 
довольно высокие (не менее 60%) коэффициенты 
сходства Съеренсена. Это указывает на донный 
грунт как существенный источник контаминации 
грибами воды.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В  обследованных источниках грунтовых 
вод и  колодцах Москвы и  Московской области 

Таблица 2. (Окончание)

№ 
штамма Вид № 

в Генбанке
Сходство, 

% Объект, расположение

SH32 F. oxysporum OP596513 100.00 Водный источник, Парк в усадьбе 
“Знаменское-Садки”, Москва

SH33 Myrothecium leucotrichum (Peck) 
M. C. Tulloch

OP596514 99.47 Водный источник, парк в усадьбе 
“Знаменское-Садки”, Москва

SH34 Candida zeylanoides (Castell.) 
Langeron & Guerra

OP596515 99.66 Водный источник, парк в усадьбе 
“Знаменское-Садки”, Москва

SH35 Phoma herbarum Westend. OP596516 98.28 Водный источник, парк в усадьбе 
“Знаменское-Садки”, Москва

SH36 Mucor hiemalis OP596517 98.73 Водный источник, парк в усадьбе 
“Знаменское-Садки”, Москва

SH39 Trichoderma harzianum Rifai OP596518 99.12 Водный источник, парк в усадьбе 
“Знаменское-Садки”, Москва

SH41 Penicillium goetzii J. Rogers, 
Frisvad, Houbraken & Samson

OP596519 99 Водный источник, парк в усадьбе 
“Знаменское-Садки”, Москва

SH43 Trichoderma citrinoviride Bissett OP596520 100 Колодец, СНТ “Тарасково”, 
Наро-Фоминский р-н, МО

SH44 Penicillium chrysogenum Thom OP596521 100 Колодец, СНТ “Тарасково”, 
Наро-Фоминский р-н, МО

SH47 Trichoderma harzianum OP596522 99.83 Колодец, СНТ “Тарасково”, 
Наро-Фоминский р-н, МО

Sh7 Alternaria alternata (Fr.) Keissl. –* 97.34 Водный источник, Мытищи, МО
Sh26 Candida solani Lodder & Kreger – 97.25 Водный источник, Битцевский 

парк, Москва
Sh29 Galactomyces pseudocandidum de 

Hoog & M. T. Sm.
– 95.45 Водный источник, Битцевский 

парк, Москва
SH31 Absidia cylindrospora var. nigra 

Hesselt. & J. J. Ellis
– 94.45 Водный источник, парк в усадьбе 

“Знаменское-Садки”, Москва
Sh42 Penicillium goetzii – 97.35 Колодец, СНТ “Тарасково”, 

Наро-Фоминский р-н, МО
Sh46 Trichoderma citrinoviride – 97.55 Колодец, СНТ “Тарасково”, 

Наро-Фоминский р-н, МО
Sh48 T. citrinoviride – 97.33 Колодец, СНТ “Тарасково”, 

Наро-Фоминский р-н, МО

* Нуклеотидные последовательности штаммов не депонировали в Генбанк.
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Таблица 3. Таксономическая принадлежность грибов в природных источниках грунтовых вод и колодцах

Вид Класс Отдел
Absidia cylindrospora var. nigra Mucoromycetes Mucoromycota
Mucor circinelloides
M. hiemalis
Rhizopus stolonifer

Alternaria alternata Dothideomycetes Ascomycota
A. nobilis
Amorocoelophoma cassia Jayasiri, E.B.G. Jones & K. D. Hyde
Cladosporium cladosporioides
C. sphaerospermum
Phoma herbarum
Aspergillus flavus Eurotiomycetes
A. fumigatus
A. niger
A. oryzae
A. versicolor
Penicillium brevicompactum Dierckx
P. chalabudae Visagie
P. chrysogenum
P. citreonigrum
P. corylophilum
P. glabrum (Wehmer) Westling
P. goetzii
P. expansum
P. restrictum
P. sacculum
Candida solani Saccharomycetes
C. zeylanoides
Galactomyces pseudocandidus
Acremonium potronii Sordariomycetes
Chaetomium sp.
Cytospora leucostoma
Fusarium moniliforme
F. oxysporum
F. tricinctum
Myrothecium cinctum
M. leucotrichum
Plectosphaerella plurivora
Trichoderma atroviride
T. citrinoviride
T. harzianum
T. longibrachiatum
Mrakia gelida Tremellomycetes Basidiomycota
Vishniacozyma victoriae
Phlebia acerina Agaricomycetes
Psathyrella candolleana
Thanatephorus cucumeris
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Таблица 4. Видовой состав грибов в грунтовой воде из источников и колодцев

Вид
Номера источников и колодцев*

1 2 3 4 5 6
Absidia cylindrospora var. nigra –** – – – + –
Acremonium potronii + – – – – –
Alternaria alternata + – – – – –
A. nobilis – + – – – –
Amorocoelophoma cassiae – – – – + –
Aspergillus flavus + – + + – –
A. fumigatus – + – – – –
A. niger + + + + + –
A. oryzae – + – – – –
A. versicolor – + – – – –
Candida solani – – – + – –
C. zeylanoides – – – – + –
Chaetomium sp. – + – – – –
Cladosporium cladosporioides + + + + – –
C. sphaerospermum – – – + – –
Cytospora leucostoma – – + – – –
Fusarium moniliforme – + – – – –
F. oxysporum – – – + + –
F. tricinctum – – – + – –
Galactomyces pseudocandidus – – – + – –
Mrakia gelida + + + + + +
Mucor circinelloides – – – – +
M. hiemalis + – + – + –
Myrothecium cinctum + – – – – –
M. leucotrichum – – – – + –
Penicillium brevicompactum + – – – – –
P. chalabudae + – – – – –
P. chrysogenum – + – + – +
P. citreonigrum – + – – – –
P. corylophilum – – + – – –
P. glabrum – + – – – –
P. goetzii – – – – – +
P. expansum – – + – – –
P. restrictum – – + – – –
P. sacculum + – – – – –
Phlebia acerina – + – – – –
Phoma herbarum – – – – + –
Plectosphaerella plurivora + – – – – –
Psathyrella candolleana + – – – – –
Rhizopus stolonifer – + + + – –
Thanatephorus cucumeris + – – – – –
Trichoderma atroviride + – – – – –
T. citrinoviride – + – – – +
T. harzianum – – – – + +
T. longibrachiatum – + – – – –
Vishniacozyma victoriae + – – – – –
Число видов 16 16 10 11 10 6

* 1 – источник, г. Мытищи, МО, 2 – колодец, д. Аладьино, Серпуховской район, МО, 3 – источник, парк “Коломенское”, 
г. Москва, 4 – источник, Битцевский парк, г. Москва, 5 – источник, парк в усадьбе “Знаменское-Садки”, г. Москва, 6 – 
колодец, СНТ “Тарасково” Наро-Фоминского района МО, ** выявлен вид +, не обнаружен –.
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количество культивируемых грибов варьировало 
в среднем от 10 до 300 КОЕ в 1 л. Эти значения не 
превышают, а в несколько раз ниже показателей 
числа КОЕ грибов в 1 л питьевой воды, принятых 
в Швеции (Babič et al., 2017). В России, как и боль-
шинстве стран, количественные микологические 
критерии для такой оценки воды отсутствуют.

В  составе микобиоты в  изученных источни-
ках грунтовых вод и  колодцев не обнаружено 
первично водных зооспоровых грибов отделов 
Chytridiomycota, Rozellomycota и родственных так-
сонов. Это, возможно, связано с тем, что в работе 
не использовали необходимые для их выделения 
специальные среды и  методы приманок и  мета-
геномный подход. Вместе с тем эти грибы к тому 
же и не могут быть обильно представлены в под-
земных водах. Многие из них паразиты на других 
организмах или используют для питания спец-
ифические субстраты (Gleason et  al., 2010). Это 
подтверждают и  данные по изучению микобио-
ты в источниках грунтовых вод в Исландии с ис-
пользованием ДНК-баркодинга (Wurzbacher еt al., 
2020). Применение метагеномного подхода показа-
ло, что число операционных таксономических еди-
ниц (ОТЕ) представителей отделов Chytridiomycota 
и  Rozellomycota в  них в  отличие от поверхност-
ных вод, было крайне мало или их не обнаружи-
вали (Wurzbacher еt al., 2020). Сходные результаты 
о хитридиомицетах получены для грунтовых вод 
с больших глубин (Sohlberg et al., 2015).

Среди грибов, выявленных нами в источниках 
грунтовых вод и колодцах, подавляющее большин-
ство – наземные виды, но есть ряд таких, которые 
регулярно встречаются в подземных водах, водое-
мах и реках. Наиболее часто из грунтовой воды мы 

изолировали Penicillium chrysogenum, Trichoderma 
atroviride, T. citrinoviride, Cladosporium cladosporioides, 
T. harzianum, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, 
Candida zeylanoides, реже родов Absidia Tiegh., Acre-
monium, Alternaria, Galactomyces Redhead & Malloch, 
Phoma Sacc. и ряд других. Наряду с аскомицетами 
постоянно выделяли из грунтовых вод виды отде-
ла Mucoromycota – Mucor hiemalis, M. circinelloides, 
Rhizopus stolonifer, Absidia cylindrospora var. nigra. Из 
базидиомицетов были обнаружены тремеломице-
ты (Mrakia gelida, Vishniacozyma victoriae), выявле-
ние агарикомицетов обусловлено, по всей очевид-
ности, нахождением источников в крупных парко-
вых зонах, где эти грибы обитают и их пропагулы 
попадают в воду.

Грибы данных таксонов выделяли из грунто-
вых вод в других регионах мира (Babič et al., 2017). 
В  первую очередь, как и  в  нашем случае, грибы 
аскомицетного аффинитета родов Acremonium, Al-
ternaria, Aspergillus, Beauveria Vuill., Chrysosporium 
Corda, Cladosporium, Fusarium, Geomyces Traaen, Ge-
otrichum Link, Gliocladium Corda, Graphium Corda, 
Paecilomyces Bainier, Penicillium, Scedosporium Sacc. 
ex Castell. & Chalm., Scopulariopsis Bainier, Sepedo-
nium Link, Stachybotrys Corda, Trichoderma и  Ver-
ticillium Nees (Wurzbacher et al., 2011; Krauss et al., 
2011), отдела Mucoromycota родов Absidia, Mortierel-
la Coem., Mucor Fresen., Rhizopus Ehrenb. и Umbel-
opsis Amos & H. L. Barnett (Frankova, Horecka, 1995; 
Arvanitidou et al.,1999; Göttlich et al., 2002; Goncalves 
et al., 2006; Hayette et al., 2010; Oliveira et al., 2013; 
Babič et al., 2016), а из базидиомицетов – треме-
ломицетов и  дрожжей (Frankova, Horecka, 1995; 
Arvanitidou et al., 1999; Göttlich et al., 2002; Pereira 
et al., 2010).

Таблица 5. Численность грибов часто встречающихся таксонов в воде источников и колодцев

Таксон

Номера источников и колодцев*

1 2 3 4 5 6

КОЕ/л

Aspergillus spp. 12 25 1 4 2
Candida zeylanoides ** 3
Cladosporium cladosporioides 1 1 1 1
Fusarium oxysporum 3 4 4
Mrakia gelida 6 6 1 2 1 4
Mucor spp., Rhizopus stolonifer 1 4 9 3 2 1
Penicillium spp. 18 21 20 7 6 7
Trichoderma spp. 12 7 4 5

* 1 – источник, г. Мытищи, МО, 2 – колодец, д. Аладьино, Серпуховской район МО, 3 – источник, парк “Коломенское”, 
г. Москва, 4 – источник, Битцевский парк, г. Москва, 5 – источник, парк в усадьбе “Знаменское-Садки”, г. Москва, 6 – 
колодец, СНТ “Тарасково” Наро-Фоминского района МО.
** пустая клетка – вид не обнаружен или его численность ниже 1 КОЕ/л
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Обнаруженные нами таксоны грибов были вы-
явлены в  подземных водах и  на очень больших 
глубинах – 296–798 м – в Финляндии (Sohlberg 
еt  al., 2015). Большинство нуклеотидных после-
довательностей грибов в грунтовой воде на этих 
глубинах принадлежало к  отделу Ascomycota, 
в  меньшей мере отделу Basidiomycota и  редко  – 
Chytridiomycota. Доминирующими классами аско-
мицетов в глубоких водоносных горизонтах корен-
ных пород были Sordariomycetes, Eurotiomycetes, 
Dothideomycetes, а  среди базидиомицетов виды 
классов Microbotryomycetes и  Tremellomycetes 
(Sohlberg еt al., 2015). Эти данные почти полностью 
соответствуют той таксономической структуре 
грибной биоты, что установлена нами в грунтовых 
водах природных источников и колодцев Москов-
ского региона (табл. 3).

Грунтовые воды имеют определенную специ-
фику в физико-химических условиях, к которым 
должны приспосабливаться грибы. Они характе-
ризуются олиготрофными, низкотемпературными 
условиями, ограниченным поступлением кислоро-
да и органических веществ фототрофов (растений, 
водорослей), но в  них может быть больше, чем 
в поверхностных водоемах, содержание неоргани-
ческих соединений. Однако небольшие количества 
в основном моно- или полисахаридами попадают 
в грунтовые воды из остатков бактериальных био-
пленок (Sohlberg еt al., 2015).

Вышеуказанные виды в большинстве своем об-
наруживают не только в грунтовых водах и водо-
емах, но чаще в почвах разных типов, растениях, 
субстратах животного происхождения (Domsch 
еt  al., 2007). Но многие из них при попадании 
в  воду способны там длительно существовать 
и  функционировать, адаптированы к  анаэроб-
ным и олиготрофным условиям и гипоксии, по-
вышенному содержанию диоксида углерода, спо-
собны к спиртовому брожению, могут переходить 
к дрожевому росту (Кураков и др., 2007; 2011; Го-
ловченко и др., 2013; Domsch еt al., 2007). Важный 
факт – это наличие грибов в грунтовых водах даже 
на большой глубине (Sohlberg еt al., 2015). Исследо-
вание физиологических свойств грибов, выделен-
ных традиционными методами культивирования из 
этих экотопов, указывает на то, что они адаптиро-
ваны и способны расти в подземной водной сре-
де (Ekendahl et al., 2003). Известно, что виды рода 
Fusarium присутствуют в воде в составе биопленок. 
Они не только выдерживают недостаток кислоро-
да, но и растут в анаэробных условиях путем адап-
тации своего метаболизма и формы роста (Кураков 
и др., 2007; Wurzbacher et al., 2011). Виды из родов 
Aspergillus, Trichoderma, Nectria (Fr.) Fr., Fusarium 
и Penicillium, растущие как факультативные анаэ-
робы, используют нитрат или нитрит в качестве 
альтернативных конечных акцепторов электронов 
в отсутствие кислорода (Кураков и др., 1997; Shoun 

et  al., 1992). Некоторые виды Mucor переходят 
в дрожжеподобную форму в анаэробных условиях 
(Кураков и др., 2007; Domsch еt al., 2007). Mrakia 
gelida, характерный для грунтовых вод Москов-
ского региона, является психрофильным видом, 
широко распространен в  холодных местообита-
ниях, в арктических, альпийских водных и назем-
ных экосистемах. Обнаружено, что грибы активны 
и продуцируют рибосомы в подземной олиготроф-
ной водной среде (Miettinen et al., 2015).

Знание специфики микобиоты в этой подзем-
ной водной эконише и путей грибной контамина-
ции воды актуально как с научной, так и санитар-
но-эпидемиологической точки зрения, и необходи-
мы дальнейшие исследования в этом направлении.

Многие виды грибов могут попасть в воду из 
грунта, через который проходит водоток, о  чем 
свидетельствуют данные посевов из них (табл. 6). 
В  большей мере это происходит, если источник 
довольно энергично выбрасывает воду и поднима-
ет со дна различные минеральные и органические 
частицы с сорбируемыми на них микроорганизма-
ми. В колодцах воды часто чище, так как частицы 
грунта постепенно осаждаются на дно. Определен-
ный вклад в состав микобиоты вносят и виды из 
воздуха, но при отборе только что вышедшей на 
поверность грунтовой воды или в случае закрытых 
колодцев он, видимо, небольшой.

Для установления, насколько меняется мико-
биота в отбираемых пробах питьевой воды в источ-
никах и колодцах от той, что есть исходно в грун-
товых водах под землей, и насколько значима кон-
таминация её грибами из грунта, почвы и воздуха 
в месте выхода на поверхность, нужны дополни-
тельные исследования. Это важно, так как в воде 
источников и колодцев, как и в нашем случае, ре-
гулярно выявляются виды, потенциально опасные 
для иммунокомпетенных людей.

Условно-патогенные грибы быстро исполь-
зуют в своих интересах ослабленную иммунную 
систему, вызванную такими заболеваниями, как 
ВИЧ/СПИД, или медикаментозной терапией, 
связанной, например, с  трансплантацией орга-
нов и  лечением рака (Sammon, Harrover, 2008). 
Наличие в воде микромицетов родов Acremonium 
и Penicillium способно изменить ее вкус и запах. 
Грибы Aspergillus, Penicillium, Candida, Fusarium, му-
коровые, встречающиеся часто в водных источни-
ках, могут у иммунокомпетентных людей вызвать 
заболевания почек, расстройств печени, ухудше-
ние состояния ожогов, усиление отитов и способ-
ны вызывать аллергии, астму и другие заболева-
ния человека (Babič et al., 2017). Виды фузариоза 
вызывают широкий спектр инфекций у  людей, 
включая поверхностные и локально инвазивные 
заболевания. Основными воротами проникнове-
ния для Fusarium spp. являются дыхательные пути, 
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за которыми следует кожа в месте разрушения тка-
ней и, возможно, слизистые оболочки. Установле-
но, что принятие душа водой, контаминированной 
грибами родов Alternaria, Acremonium, Aspergillus, 
Cladosporium, Fusarium, Paecilomyces и Penicillium, 
регулярно вызывало проявление астмы и раздра-
жение кожи у пациентов (Anaissie et al., 2003).

Отсутствие интереса к  этим проблемам, воз-
можно, связано и с коварной природой оппорту-
нистических грибных инфекций человека (не столь 
явной на начальной стадии) по сравнению с пере-
даваемыми через воду эпидемическими заболе-
ваниями, вызываемыми патогенными бактерия-
ми, вирусами и протистами. Для скорейшего их 
признания, а тенденция этого в мире существует, 
и введения микологических критериев в оценку ка-
чества воды необходимы как дальнейшие исследо-
вания, так и заинтересованность санитарной служ-
бы, организаторов системы здравоохранения.
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Fungi in Groundwater Springs and Wells in the Moscow Region

Kurakov A. V.1, #, Shumakova A. A.1, Fedorova M. D.1
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The number, species composition and taxonomic structure of fungal biota in the groundwater of natural 
springs and wells in the Moscow region were determined by сultural method. The number of fungi was 
low, on average from 10 to 300 colony-forming units (CFU) in 1 liter of water. 6–16 species were isolated 
from the water of one source or well, and totally 46 species were isolated from 6 studied objects. These were 
representatives of phylum Mucoromycota class Mucoromycetes (Absidia cylindrospora var. nigra, Mucor 
circinelloides, M. hiemalis, Rhizopus stolonifer), phylum Ascomycota class Eurotiomycetes (15 species 
of the genera Aspergillus and Penicillium), Sordariomycetes (13 species of the genera Acremonium, 
Chaetomium, Fusarium, Myrothecium, Plectosphaerella, Trichoderma), Dothideomycetes (Alternaria 
alternata, A. nobilis, Amorocoelophoma cassia, Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum) 
and – Saccharomycetes (Candida solani, C. zeylanoides, Galactomyces pseudocandidus) and phylum 
Basidiomycota class Tremellomycetes (Mrakia gelida, Vishniacozyma victoriae) and Agaricomycetes 
(Phlebia acerina, Psathyrella candolleana, Thanatephorus cucumeris). The established taxonomic structure 
of fungal biota in the waters of natural springs and wells of the Moscow metropolis is similar to that 
found in the groundwater of other regions, including of groundwater at the depths of several hundred 
meters. The possibilities of adaptation of micromycetes to existence in ground water, the sources of its 
contamination and the need for mycological criteria for assessing water quality are discussed.

Keywords: fungi, species diversity, taxonomic structure, ground water, freshwater springs, wells, myco-
logical criterion
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Наибольшая антимикробная активность (100%) в отношении штаммов Klebsiella pneumonia 
и Streptococcus рneumonia, вызывающих пневмонию, показана при использовании белоксодер-
жащих фракций (АМП), полученных после очистки культуральной жидкости (КЖ) при куль-
тивировании молочнокислых бактерий (МКБ) рода Enterococcus, выделенных из кисломолоч-
ных продуктов коз и ослиц, а наименьшая активность АМП – из КЖ штаммов, выделенных 
из кисломолочных продуктов коров (20–50%). Также выделены полисахариды штаммов рода 
Enterococcus, состоящие из молекул глюкозы и галактозы, обладающие антимикробной активно-
стью. Разница в эффективности воздействия полисахаридов, выделенных из КЖ исследованных 
штаммов, зависит от концентрации полисахарида, источника выделения возбудителя, родовой 
и видовой принадлежности штамма, вызывающего пневмонию. Сделан вывод о перспективно-
сти использования некоторых метабиотиков МКБ рода Enterococcus (пептидов и полисахаридов) 
в качестве биоингибиторов роста патогенных бактерий.

Ключевые слова: пневмония, антибиотики, полисахариды, антимикробные препараты
DOI: 10.31857/S1026347024010061, EDN: lsfedo

В последние годы резистентность патогенных 
бактерий желудочно-кишечного тракта к антибио-
тикам рассматривается как серьезная проблема 
в связи с широким использованием традиционных 
антибиотиков при лечении заболеваний человека 
и животных.

Исследования последних лет по поиску новых 
антибиотиков привели к одной из самых много-
обещающих новых концепций – использованию 
метабиотиков (пептидов, полисахаридов) в каче-
стве антимикробных агентов. Противомикробные 
препараты, которые представляют собой встре-
чающиеся в природе пептиды (белковоподобные 
вещества), обладают бактерицидным (убийцы 
клеток) или бактериостатическим (ингибиторы 
роста бактерий) действием. Различные исследо-
ватели показали, что молочнокислые бактерии 
(МКБ) обладают большим потенциалом для син-
теза экзополисахаридов (ЭПС). ЭПС, произво-
димые МКБ, привлекают все больше внимания, 

главным образом из-за их преимуществ для здо-
ровья, таких как иммунная стимуляция, антиму-
тагенность, повышенное содержание антиокси-
дантов и противоопухолевая активность. Неко-
торые из них способствуют селективному росту 
молочнокислых бактерий и бифидобактерий, тем 
самым играя роль в микробиоте и иммунной си-
стеме хозяина (Dertli et al., 2016; Jurášková. et al., 
2022).

Показано, что штаммы молочнокислых бакте-
рий, выделенные из молока различных домашних 
животных Республики Армения и Республики Ар-
цах, имеют разную видовую и родовую принадлеж-
ность, а также разные физиологические, антибак-
териальные и пробиотические свойства (Bokulich 
et al., 2015; Israyelyan et al., 2016). Проведенные ис-
следования показали, что выделенные и изученные 
МКБ из южных районов Кавказа в основном пред-
ставлены бактериями рода Enterococcus (Bokulich 
et al., 2015).

МИКРОБИОЛОГИЯ
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Белоксодержащие фракции с  антимикроб-
ной активностью (АМП) были получены мето-
дом гель-фильтрации супернатанта культуральной 
жидкости (КЖ) штаммов рода Enterococcus, выде-
ленных из ферментированного молока. Исследо-
вания отдельных МКБ из ферментированного мо-
лока различных домашних животных (коров, овец, 
буйволиц, ослиц и коз) показали, что пробиотиче-
ские бактерии, выделенные из молока ослиц, об-
ладают высокой устойчивостью к антибиотикам 
(Israyelyan, 2018). Показано, что антимикробная 
активность штаммов рода Enterococcus обусловле-
на синтезом белковоподобных веществ и зависит 
от времени, температуры и состава питательной 
среды. Наибольшая антимикробная активность ис-
следуемых штаммов проявляется при температуре 
выращивания 42℃ (Israyelyan et al., 2015).

Целью данной работы явилось изучение выде-
ленных штаммов МКБ рода Enterococcus с пробио-
тическими свойствами, синтезирующих разные 
метаболиты, на способность подавлять рост неко-
торых патогенных бактерий, вызывающих пневмо-
нию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Микробные штаммы и питательные среды

В лаборатории технологии получения пробио-
тиков научно-производственного центра «Армбио-
технология» НАН РА из образцов молока ослиц, 
отобранных в стерильных условиях из домашних 
хозяйств различных высокогорных районов Респу-
блики Армения и Арцаха, были выделены штаммы 
молочнокислых бактерий. Все штаммы депониро-
ваны в Центре микробного депозитария (МDC) 
НПЦ “Армбиотехнология” НАН. Штаммы МКБ 
выращивали на агаре и бульоне MRS Merck (Гер-
мания), ISO (Италия), HiMedia (Индия). Штаммы 
МКБ хранятся в замороженном виде при –20℃ в бу-
льоне MRS, содержащем 40% глицерина. Штаммы 
идентифицированы с помощью API-теста, секве-
нирования 16S РНК и RAPD PCR.

Приготовление инокулята и получение 
супернатанта культуральной жидкости

Единичные колонии выращивали в 5 мл бульо-
на MRS (37℃, 48 ч), после чего переносили в кол-
бу Эрленмейера на 100 мл, содержащую 50 мл 
бульона MRS, и инкубировали при 37℃ в течение 
48 ч в термостате. По окончании роста культуры 
бульон центрифугировали при 6000 об/мин в те-
чение 20 мин и полученный супернатант концен-
трировали в 5 раз. Антимикробные препараты по-
лучали из супернатанта культуральной жидкости 
после культивирования исследуемых штаммов ме-
тодом ионообменной хроматографии (Aghajanyan 
et al., 2015).

Определение антимикробной активности

Антимикробную активность полученных пре-
паратов определяли согласно описанному методу 
(Parente et al., 1995). Антибиотикорезистентность 
патогенных штаммов, выделенных от больных па-
циентов, определяли в Институте эпидемиологии, 
микробиологии и паразитологии МЗ РА и в Степа-
накертском центре гигиены и эпидемиологии. Для 
определения резистентности выделенных возбу-
дителей к антибиотикам применяли метод со стан-
дартными дисками антибиотиков (Oxoid, Велико-
британия) (Bauer et al., 1966).

Выделение белковоподобных фракций с анти-
микробными свойствами супернатанта КЖ осу-
ществляли методом гель-фильтрации. Для выделе-
ния полисахаридов был использован метод, опи-
санный (Dertli et al., 2016).

Статистический анализ

Использовались приложения Microsoft Office 
Excel 2010. Уровень статистической значимости 
был установлен на уровне p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследовали антимикробную активность АМП 
различных штаммов рода Еnterococcus в отноше-
нии антибиотикорезистентных бактерий. На рис. 1 
показана антимикробная активность белоксодер-
жащих фракций после гель-фильтрации супер-
натанта КЖ штамма Ent. faecium КЕ‑5 против St. 
pneumonia.

Как видно из приведенных данных (табл.  1), 
эффективность ингибирования роста патоген-
ных бактерий с помощью АМП разных штаммов 
Enterococcus, выделенных из ферментированного 
молока разных домашних животных, различается 
в зависимости от источника выделения МКБ. Наи-
большая антимикробная активность (100%) в отно-
шении штаммов Klebsiella pneumonia возникает при 
использовании АМП, полученных из КЖ после 
выращивания штаммов Enterococcus, выделенных 
из ферментированного козьего молока и молока 
ослиц, а наименьшая активность АМП – из КЖ 
ферментированного коровьего молока (20–50%).

При выращивании штаммов (N = 19), выделен-
ных из ферментированного молока ослиц, в пита-
тельной среде МRS были отобраны штаммы с ан-
тимикробной активностью и выделены полисаха-
риды. Используемый метод ВЭЖХ показал, что 
выделенные полисахариды штаммов Ent. faecium 
KE‑5, Ent. durans KE‑6, Ent. faecium KE‑9 с антими-
кробной активностью состоят из молекул глюкозы 
и галактозы. Следует отметить, что не все полиса-
хариды обладали способностью подавлять рост па-
тогенных бактерий.
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Полисахарид, выделенный из концентрата КЖ 
после выращивания штамма Ent. faecium КЕ‑5, об-
ладал высокой антимикробной активностью в от-
личие от других исследованных полисахаридов. 
Следует отметить, что снижение концентрации во-
дного раствора полисахарида ниже 10% приводило 
к снижению антимикробной активности.

На рис. 2 представлены результаты подавления 
роста патогенных штаммов, выделенных из инфи-
цированного глаза, полученным полисахаридом 
из КЖ штамма Ent. faecium КЕ‑5, путем нанесения 
20 мкл его 10–20%-го водного раствора на поверх-
ность исследуемых патогенных бактерий на чашках 
Петри.

Как видно из данных (рис.  2)  10%-й водный 
раствор полисахаридов штамма Ent. faecium КЕ‑5 
ингибировал рост только двух штаммов патоген-
ных бактерий Kl. pneumonia f1 1231 и St. pneumonia 
f1 400. Антимикробный препарат (АМП) и супер-
натант КЖ, содержащий разные метаболиты (бел-
ковоподобные фракции, полисахариды и органи-
ческие кислоты), с разной эффективностью пода-
вляют рост двух патогенных штаммов.

Эффективность использования препара-
тов, содержащих полисахарид, можно сравнить 
с  12  антибиотиками, ингибирующими рост ис-
пользуемых патогенных бактерий (рис.  3). Как 
видно из приведенных данных, используемые ан-
тибиотики (метод дисков) также с разной эффек-
тивностью подавляли рост используемых штам-
мов патогенных бактерий, выделенных из инфи-
цированного глаза.

На рис. 4 представлены результаты ингибиро-
вания роста патогенных штаммов – возбудителей 
пневмонии, выделенных из мокроты зева больного 
при использовании полисахаридов и АМП. Инги-
бирование роста бактерий St. pneumonia было более 
эффективным, чем роста бактерий Kl. pneumonia. 
Используемые полисахариды ингибировали рост 
патогенных бактерий с той же эффективностью, 
что и некоторые антибиотики (рис. 5).

Рис. 1. Антимикробная активность белоксодер-
жащих фракций, полученных после очистки су-
пернатанта КЖ штамма Ent. faecium КЕ-5 методом 
гель-фильтрации против St. pneumonia.

Таблица 1. Сравнительная антимикробная активность АМП из различных штаммов рода Еnterococcus против 
антибиотикорезистентных бактерий (%)
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Staph. aureus 28 0.0 0.0 0.0 25.0 50.0 50.0 0.0 50.0 50.0 0.0 75.0
Ps. aeruginosa 21 50.0 0.0 50.0 58.0 100.0 100.0 100.0 50.0 50.0 50.0 60.0
Pr. mirabilis 23 50.0 20.0 50.0 29.0 50.0 100.0 100.0 0.0 0.0 50.0 85.0
Kl. pneumonia 8 0.0 50.0 0.0 0.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 83.0
Pr. vulgaris 7 0.0 0.0 0.0 0.0 33.0 66.0 66.0 33.0 33.0 66.0 66.0
E. coli 15 50.0 40.0 50.0 15.0 100.0 100.0 33.0 33.0 33.0 33.0 55.0

Примечание. АМП – антимикробные препараты, полученные после гель-фильтрации КЖ.
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Рис. 2. Действие антимикробных препаратов в отношении штаммов, выделенных из инфицированных глаз, ∅ мм.

Рис. 3. Действие антибиотиков на штаммы, выделенные из инфицированных глаз, ∅ мм.

Рис. 4. Влияние противомикробных препаратов на рост бактерий, выделенных из зева, ∅ мм.

Рис. 5. Влияние антибиотиков на рост выделенных бактерий из зева, ∅ мм.
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Сравнительная характеристика ингибирова-
ния роста изученных патогенных штаммов Kl. 
pneumonia и St. Pneumonia приведена в табл. 2.

Как видно из приведенных данных, полисаха-
риды (10%-й водный раствор), выделенные из КЖ 
разных штаммов, полученные из ферментирован-
ного молока ослиц, обладают разной антимикроб-
ной активностью против резистентных вариантов 
патогенных бактерий.

Таким образом, некоторые штаммы рода 
Enterococcus с пробиотическими свойствами, вы-
деленные из молока ослиц, синтезируют белково-
подобные вещества и полисахариды, состоящие из 
глюкозы и галактозы, и обладают разной антими-
кробной активностью в отношении исследуемых 
возбудителей пневмонии. Можно предположить, 
что высокая антимикробная активность штаммов 
может быть результатом суммарного действия про-
дуктов метаболизма (полисахариды и белковопо-
добные вещества), образующихся при культивиро-
вании штамма Ent. faecium КЕ‑5.

Ранее нами было показано, что очищенные 
пептиды из пробиотического штамма Lactobacillus 
rhamnosus BTK 2012 (BCN 1–1470 Dа и BCN 2–670 
Dа) и Lactobacillus acidophilus 1991 (BCN‑1100 Dа) 
проявляют антимикробную активность в  отно-
шении грамотрицательных и грамположительных 
возбудителей, таких как Salmonella sp., Escherichi 

coli, Proteus mirabilis, Pasteurella sp., Clostridium sp., 
Streptococcus sp., Staphylococcus aureus, Shigella sp., 
а также ряда устойчивых к антибиотикам возбуди-
телей. Эффективность различалась в зависимости 
от вида возбудителя, а также источника выделения 
(кровь, фекалии, моча и др.) (Tkhruni et al., 2013, 
2015). Влияние белка-бактериоцина (BCN 2–670 
Да) КЖ L. rhamnosus BTK 2012 на рост полирези-
стентных патогенных бактерий, выделенных от ин-
фицированных пациентов (различные источники, 
такие как кровь, фекалии, слюна и моча), пред-
ставлено на рис. 6.

Сравнивая результаты действия полученных по-
лисахаридов на рост бактерий Klebsiella sp., видно, 
что разница в эффективности зависит от источника 
выделения возбудителей. Полученные данные со-
гласуются с опубликованными данными ряда авто-
ров(Yermolenko et al., 2006; Karapetyan et al., 2017). 
Различная эффективность ингибирования роста 
патогенных бактерий также может быть связана 
с различными механизмами действия веществ на 
клеточные мембраны разных патогенных бактерий.

ВЫВОДЫ

Таким образом, очевидна перспективность ис-
пользования некоторых метабиотиков (белково-
подобных веществ, полисахаридов), полученных 
из пробиотического штамма рода Enterococcus 

Рис. 6. Антимикробная активность BCN 2 (бактериоцин) в отношении некоторых патогенных бактерий человека.

Таблица 2. Сравнительная характеристика ингибирования роста штаммов Kl. pneumonia и St. pneumonia

Патогенные бактерии N Штамм Полисахариды, %
%

У П Ч

Kl. pneumonia 9 Ent. faecium KE5 10 92.3 7.7 0
St. pneumonia 7 Ent. faecium KE5 20 68.4 10.5 21.1
St. pneumonia 5 Ent. sp. KE13 20 0 0 100

Ent. sp. KE14 20 33.33 66.67 0

Примечание. У – устойчивый, П – промежуточный, Ч – чувствительный
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против некоторых патогенных штаммов-возбу-
дителей пневмонии. Эти метабиотики могут ис-
пользоваться для длительного применения против 
устойчивых к антибиотикам патогенов различной 
этиологии для профилактики или лечения инфек-
ционных заболеваний. Работы в данном направле-
нии продолжаются.
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It is shown that the highest antimicrobial activity (100%) against strains of Kl. pneumonia and St. 
pneumonia of strains causing pneumonia occurs when using protein-like fractions (AMP) obtained 
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from CL after cultivation of LAB of strains of the genus Enterococcus isolated from fermented milk of 
goats and donkeys, and the lowest activity of AMP from CL of strains isolated from fermented milk of 
cows (20–50%). It was shown that the isolated polysaccharides of strains of the genus Enterococcus, 
which have antimicrobial activity, consist of glucose and galactose molecules. The difference in the 
effectiveness of the influence of polysaccharides depends on the source of the isolated pathogens, depends 
on the concentration of the polysaccharide, the genus and species of the strain causing pneumonia. It 
is concluded that some metabiotics of the Enterococcus genus are promising for use as bioinhibitors of 
the growth of pathogenic bacteria.

Keywords: pneumonia, antibiotics, polysaccharides, antimicrobials.
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Впервые представлен анализ паразито- и эндосимбионтофауны обыкновенного тритона (Lis-
sotriton vulgaris L., 1758) в природных и урбанистических ландшафтах Среднего Урала. Обнару-
жено 4 вида гельминтов, относящихся к типу Nematoda, в том числе 1 таксон не определенный 
до вида (Nematoda sp.), и 1 вид эндосимбионтов (тип Chromista). Проанализированы работы, 
посвященные видовому составу паразитов L. vulgaris на территории Евразии. Фауна гельмин-
тов обыкновенного тритона на восточном склоне Урала обеднена, что, вероятно, определяется 
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Обыкновенный тритон (Lissotriton vulgaris L., 
1758) – широко распространенный и экологически 
пластичный вид хвостатых земноводных (Верши-
нин, 2007), населяющий лесную зону европейской 
части и уступающий по численности только бурым 
лягушкам. Данный вид встречается в антропоген-
ных ландшафтах (главным образом в лесопарковой 
и пригородной зонах) (Вершинин, 2007; Кузьмин, 
2012). Угроза исчезновения локальных популя-
ций L. vulgaris относительно меньше в сравнении 
с  Triturus cristatus (Laurenti, 1768) (Kinne, 2006). 
Однако в ландшафтах мегаполисов L. vulgaris мо-
жет иметь статус редкого и даже исчезающего вида 
(Файзулин, Кузовенко, 2015; Кидов и др., 2021).

Численность и распространение многих видов 
земноводных в последние десятилетия глобально 
сокращается по различным причинам: химическое 
загрязнение, разрушение и трансформация место-
обитаний, различные инфекции, появление инва-
зивных видов рыб и амфибий (Berger et al., 1998; 
Houlahan et al., 2000; Решетников, 2001; Blaustein, 
Kisecker, 2002; Kinne, 2006; Wake, Vredenburg, 2008).

Одним из существенных биотических факто-
ров, регулирующих численность хозяев, а  зна-
чит, влияющих на выживаемость животных, яв-
ляются паразитарные инвазии. Амфибии могут 
быть биологическими накопителями паразитов 

и распространителями гельминтозов в природных 
экосистемах и служить дефинитивными, проме-
жуточными, факультативными и резервуарными 
хозяевами для гельминтов. Некоторые виды тре-
матод могут ускорять половое созревание у три-
тонов, вызывать сокращение продолжительности 
жизни (Sinsch et al., 2018a), различные аномалии 
(Sessions, Ruth, 1990), делая их наиболее уязвимы-
ми для хищников (Caffara et al., 2014), и тем самым 
снижать выживаемость амфибий и приводить к со-
кращению популяции.

В  пределах России паразитофауна L. vulgaris 
описана для Вологодской области (Шабунов, 
Радченко, 2012) и Республики Мордовия (Ручин, 
Чихляев, 2016). Наиболее полно гельминтофауна 
L. vulgaris изучена на территории Самарской обла-
сти (Чихляев, 2007; Чихляев и др., 2018).

Для Уральского региона сведения по параз-
итам L. vulgaris отсутствуют. В связи с этим цель 
работы – сравнительный анализ паразитофауны 
L. vulgaris в европейской части ареала, природных 
и урбанистических ландшафтах Среднего Урала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось в мае 2020, 2021 го-
дах на природных и урбанизированных территориях 

ЗООЛОГИЯ
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Среднего Урала (рис. 1). Изучение паразитофауны 
в градиенте урбанизации проводили на примере 
г. Екатеринбурга, расположенного на восточном 
склоне Среднего Урала.

В пределах городской агломерации выделяли се-
литебную часть и лесопарковую зоны (Vershinin et 
al., 2015). В качестве контроля использовали заго-
родные популяции L. vulgaris (рис. 1).

Изучена 191 особь обыкновенного тритона, из 
них 119 экз. в пределах городской агломерации (се-
литебная зона – 34 экз., лесопарковая зона – 85), 
природных – 72 экз.

Идентификацию паразитов проводили по стан-
дартной методике (Ивашкин и др., 1971; Рыжиков 
и др., 1980). Зараженность амфибий оценена по 
следующим показателям: P (экстенсивность инва-
зии) – доля зараженных особей хозяина в иссле-
дованной выборке, (%); A (индекс обилия) – сред-
няя численность паразитов определенного вида 
или группы паразитов у всех особей хозяина, экз/
особь хозяина (Бреев, 1976). Оценка структуры до-
минирования проводилась с использованием под-
хода А. А. Кириллова (Кириллов, 2011). Статисти-
ческую обработку данных проводили с использо-
ванием программы Quantitative Parasitology (Rozsa 
et al., 2000) и Statistica 7.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В  кишечнике исследованных обыкновенных 
тритонов было обнаружено 4 вида нематод (1 так-
сон не идентифицирован до вида) и 1 вид эндосим-
биотических простейших. Видовой состав и пока-
затели зараженности представлены в табл. 1, 2.

На природных территориях у L. vulgaris немато-
ды представлены 3 видами отряда Rhabditida, так-
же отмечены неопределенные до вида экземпляры 

(Nematoda sp.). В урбоценозах у L. vulgaris выявлено 
2 вида нематод (табл. 1). Наряду с наличием общих 
видов (Oswaldocruzia filiformis и Megalobatrachonema 
terdentatum) на изученных территориях Среднего 
Урала для L. vulgaris только на восточном скло-
не отмечена личинка нематоды Neoxysomatium 
brevicaudatum, а  на западном склоне обнаруже-
ны экземпляры Nematoda sp. Эндосимбиотиче-
ские простейшие Cepedea dimidiata выявлены у L. 
vulgaris восточного склона Среднего Урала и в ур-
боценозах.

В среднеуральских популяциях L. vulgaris вос-
точного склона, по доле в компонентном сообще-
стве, доминирующим видом является M. terdentatum 
(97%) в  сравнении с  западным склоном (25%) 
(рис. 2).

В природных популяциях L. vulgaris западно-
го склона отмечена бидоминантная структура ‒ 
O.  filiformis (40%) и  Nematoda sp. (35%) (рис.  2). 
Экстенсивность инвазии для M. terdentatum также 
значимо выше у  амфибий на восточном склоне 
в сравнении с западным склоном (табл. 1).

Для амфибий городской агломерации (селитеб-
ная и лесопарковая зоны) и природных территорий 
отмечено два общих вида паразитов – O. filiformis 
и M. terdentatum (табл. 2). На территории урбоцено-
за и на природных территориях восточного склона 
доминирует M. terdentatum, ее доля в градиенте ур-
банизации держится на высоком уровне (от 96.67% 
у амфибий загородных территорий до 97.44% у жи-
вотных селитебной зоны). Доля O. filiformis низка 
и в градиенте урбанизации увеличивается (от 1.67% 
на загородной территории до 2.56% на селитебной) 
(рис. 3).

Личинка нематоды N. brevicaudatum отмечена 
у животных в природных популяциях, доля состав-
ляет 1.67% (табл. 2, рис. 3).

Эндосимбиотические простейшие отмечены 
как на селитебной территории, так и в природных 
ландшафтах. Экстенсивность инвазии для C. dimid-
iata значимо выше у L. vulgaris в селитебной зоне 
в сравнении с лесопарковой зоной и природной 
территорией (табл. 2).

Анализ литературных данных относительно фа-
уны паразитов обыкновенного тритона на террито-
рии Евразии показал, что наиболее разнообразной 
по видовому составу гельминтов является Респу-
блика Беларусь (8 видов, в их числе 5 видов трема-
тод и 3 вида нематод) и Самарская область (8 ви-
дов, в их числе 6 видов трематод и 2 вида нематод). 
Меньше всего видов гельминтов отмечено в попу-
ляциях с территории Италии (Сесто-Фьорентино, 
регион Тоскана), Северной Греции и Республики 
Мордовия (1 вид). Причем в первых двух европей-
ских регионах выявлены трематоды, у тритонов на 
территории Республики Мордовия отмечена нема-
тода (табл. 3).

60°

60°

57°

56°

Рис. 1. Карта-схема сбора материала: 1 – селитебная 
часть города Екатеринбурга; 2 – лесопарковая часть 
города Екатеринбурга; 3  – с. Мраморское; 4  – д. 
Большое Кошаево.
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Таблица 1. Видовой состав и показатели заселенности паразитами и эндосимбионтами L. vulgaris в экосисте-
мах Среднего Урала

Паразит/Эндосимбионт

P ± SE / A ± SE

Средний Урал (n = 191)

Природные территории (n = 72)
Урбоценоз 

(n = 119)Западный 
склон (n = 37)

Восточный 
склон (n = 35)

Тип Nematoda Cobb, 1932
Класс Chromadorea Inglis, 1983 24.30 ± 7.05

0.54 ± 0.21
40.0 ± 8.28
1.71 ± 0.60

29.40 ± 4.18
1.04 ± 0.23

Отряд Rhabditida Chitwood, 1933 Oswaldocruzia filiformis 
(Goeze, 1782)

8.10 ± 4.46
0.22 ± 0.16

2.90 ± 2.84
0.03 ± 0.02

1.70 ± 1.19
0.03 ± 0.02

Megalobatrachonema terdentatum (Linstow, 1890) 5.40 ± 3.72
0.14 ± 0.11

34.3а ± 8.03
1.66 ± 0.60

28.60 ± 4.14
1.02 ± 0.21

Neoxysomatium brevicaudatum, larvae Zeder, 1800 ‒ 2.90 ± 2.84
0.03 ± 0.02

‒

Nematoda sp. 24.30 ± 7.05
0.19 ± 0.09

‒ ‒

Тип Chromista Cavalier-Smith, 1987

Класс Opalinea Wenyon, 1926 Cepedea dimidiata (Metcalf, 
1923)

‒ 17.10 ± 6.36
9.06 ± 4.37

31.1± 4.24
17.33 ± 2.93

Всего видов 3/0 3/1 2/1
Примечание. Над чертой – P, экстенсивность инвазии, %; под чертой – A, индекс обилия, экз/особь хозяина; SE – ма-
тематическая ошибка; в графе «Всего видов» через дробь указано число видов паразитов и эндосимбионтов; а –значимо 
выше в сравнении с западным склоном (p < 0.05); “‒” – нет данных.

Таблица 2. Заселенность паразитами и эндосимбионтами L. vulgaris в градиенте урбанизации

Паразит/Эндосимбионт
P ± SE / A ± SE

Селитебная 
территория (n = 34)

Лесопарковая 
зона (n = 85)

Природные 
территории (n = 72)

Тип Nematoda Cobb, 1932

Класс Chromadorea Inglis, 1983 26.50 ± 7.57
1.15 ± 0.42

31.80 ± 5.05
1.40 ± 0.26

42.90 ± 5.83
1.89 ± 0.59

Oswaldocruzia filiformis (Goeze, 1782) 5.30 ± 3.84
0.05 ± 0.03

2.50 ± 1.69
0.05 ± 0.03

2.90 ± 1.98
0.03 ± 0.02

Megalobatrachonema terdentatum (Linstow, 
1890)

23.50 ± 7.27
1.12 ± 0.42

31.80 ± 5.05
0.98 ± 0.25

34.30 ± 5.59
1.66 ± 0.60

Neoxysomatium brevicaudatum, larvae Zeder, 
1800

‒ ‒ 2.90 ± 1.98
0.03 ± 0.02

Тип Chromista Cavalier-Smith, 1987

Класс Opalinea Wenyon, 1926 Cepedea 
dimidiata (Stein, 1860) (Metcalf, 1923)

47.10ab ± 8.56
18.82 ± 4.99

24.70 ± 4.68
16.73 ± 3.59

17.10 ± 4.43
9.06 ± 4.37

Примечание. Над чертой – P, экстенсивность инвазии, %; под чертой – A, индекс обилия, экз/особь хозяина; SE – ма-
тематическая ошибка; a – значимо выше в сравнении с лесопарковой зоной (p < 0.05); b – значимо выше в сравнении 
с природной территорией (p < 0.05); “‒” – нет данных.
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Для большинства рассмотренных регионов Ев-
ропы и  РФ наиболее часто встречаются две не-
матоды: O. filiformis, отмечена у  L. vulgaris в  Ев-
ропе в  юго-западной части Германии (Рейн-
ланд-Пфальц), Северной Греции, в  Республике 
Беларусь и в регионах РФ (Вологодская и Самар-
ская области, Республика Мордовия), нематода 
M. terdentatum выявлена у L. vulgaris на территории 
Германии, в юго-западной части Англии (графство 
Сомерсет) и в Вологодской и Самарской областях.

Ряд видов известен только для определен-
ных территорий: личиночные формы трема-
тод Paralepoderma cloacicola (Luhe, 1909), met., 
Pharyngostomum cordatum (Diesing，1850), met., Strigea 
sp., met., отмечены у L. vulgaris с территории Самар-
ской области; трематоды Strigea sphaerula (Rudolphi, 
1803) Szidat, 1928 и Opisthioglyphe ranae (Frohlich, 
1791), нематоды Cosmocerca ornata (Dujardin, 1845) 
Diesing, 1861 и Agamospirura Henry, Sisoff 1913 sp., 
larvae, обнаружены для обыкновенных тритонов 
с  территории Республики Беларусь. Трематода 
Clinostomum spp Leidy, 1856 выявлена у L. vulgaris, 
обитающих в  Италии (регион Тоскана); трема-
тода Parastrigea robusta Szidat, 1928 и  нематода 
Cosmocerca longicauda (Linstow, 1885) – у обыкно-
венного тритона с территории Германии. Скребень 
Acanthocephalus anthuris (Dujardin, 1845) обнаружен 
у L. vulgaris, населяющих юго-западную часть Ан-
глии (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Паразитофауна обыкновенных тритонов иссле-
дуемых территорий характеризуется как широко 
распространенными видами, так и специализиро-
ванными гельминтами хвостатых земноводных.

Нематода M. terdentatum – европейский вид, уз-
коспецифичный паразит, характерный для обык-
новенного тритона западных районов Украины, 
Беларуси и Чехословакии, отмечен у L. vulgaris на 
территории Вологодской области (Шабунов, Рад-
ченко, 2012) и  Поволжья (г.  Самара) (Кириллов 
и др., 2018). Заражение M. terdentatum происходит 
перорально в воде или же через резервуарных хозя-
ев (Petter, Chabaud, 1971). Существует мнение, что 
присутствие некоторых видов нематод может быть 
связано с обособленностью экологической ниши 
хвостатых, что оказало влияние на независимое 
формирование гельминтофауны этой группы хо-
зяев в ходе эволюции (Рыжиков и др., 1980).

По данным А. А. Кириллова с соавторами (Ки-
риллов и др., 2018), нематода M. terdentatum у обык-
новенного тритона, обитающего на территории 
г. Самары, отмечена впервые. Зараженность жи-
вотных данным видом также была низка и соста-
вила 25% и 0.5 экз. гельминтов на особь. Аналогич-
ные данные показаны для L. vulgaris с территории 
Вологодской области (зараженность составляет 
2 экз. у 1 особи) (Шабунов, Радченко, 2012).

Доминирование M. terdentatum у обыкновенных 
тритонов на Восточном склоне Среднего Урала 
в природных экосистемах и урбоценозах, вероятно, 
связано со спецификой экологии самого хозяина 
(L. vulgaris), а также биологией данного гельмин-
та. Заражение M. terdentatum происходит перораль-
но в водную фазу жизни обыкновенного тритона 
в ходе активного питания при поедании резервуар-
ных хозяев – гастропод и олигохет (Petter, Chabaud, 
1971). Установлено (Petter, Chabaud, 1971), что тре-
тья инвазионная стадия M. terdentatum развивается 
в водной среде при температуре около 20°C. По-
казано (Берзин, Буракова, 2022), что заражение 

Рис. 2. Соотношение видов паразитов у L. vulgaris на 
западном и восточном склонах Среднего Урала (З – 
западный склон; В – восточный склон).

Рис. 3. Соотношение видов паразитов для L. vulgaris 
урбанизированных и природных территорий восточ-
ного склона Среднего Урала: III – селитебная терри-
тория города Екатеринбурга; IV – лесопарковая зона 
города Екатеринбурга; K – природные территории.
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половозрелых животных Triturus cristatus (Laurenti, 
1768) нематодой M. terdentatum начинается уже при 
температуре воды 16.9°C и выше. В отличие от гре-
бенчатого тритона, L. vulgaris является менее сте-
нотопным видом, и его размножение начинается 
раньше при более низких температурах (t = +8°C) 
(Вершинин, 2007). В урбоценозах, нерестовые во-
доемы прогреваются быстрее (Вершинин, 2007), 
что создает оптимальные условия для развития как 
тритонов, так и нематоды M. terdentatum. Таким об-
разом, вероятнее всего, благоприятный темпера-
турный режим, а также наличие активного питания 

в водную фазу жизненного цикла, влияет на веро-
ятность заражения L. vulgaris данным видом.

Другим видом гельминтов является немато-
да O.  filiformis, широко распространенная в  Па-
леарктике, паразитирующая на большом спектре 
амфибий и рептилий (Рыжиков и др., 1980; Вак-
кер, 2018). Обыкновенные тритоны заражаются O. 
filiformis перорально при случайном контакте с ин-
вазионными личинками на суше (Hendrikx, 1983).

Зараженность L. vulgaris нематодой O. filiformis 
низкая, однако этот вид гельминта по доле в ком-

Таблица 3. Видовой состав паразитов L. vulgaris по литературным данным
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понентном сообществе находится на втором ме-
сте. Показано (Kirillova et al., 2021), что наиболь-
шая инвазированность отмечена для серой жабы 
(Bufo bufo Linnaeus, 1758) как вида, имеющего 
большие размеры и  ведущего преимуществен-
но наземный образ жизни. Вероятно, одной из 
причин низких показателей зараженности явля-
ются небольшие размеры обыкновенного трито-
на и сравнительно большая продолжительность 
водной фазы.

Заражение O. filiformis обыкновенных тритонов 
происходит в наземную фазу жизненного цикла 
при случайном заглатывании с объектами питания. 
Наиболее благоприятные условия существования 
обыкновенных тритонов на суше – это особые ми-
кроклиматические условия, обеспечиваемые вы-
сотой и плотностью травостоя (Вершинин, 2007). 
Показано (Ваккер, 2018), что для развития яиц не-
матоды O. filiformis нужны оптимальные условия: 
это биотопы с  достаточной влажностью почвы, 
температурой воздуха около +14…+15°C, плотного 
растительного покрова на ней, отдельно стоящих 
деревьев, создающих тень, кустарников и тростни-
ка, необходимых для передвижения личинок дан-
ной нематоды. Таким образом, еще одной из при-
чин заражения обыкновенных тритонов нематодой 
O. filiformis, кроме размеров животного, является 
высота травостоя, по которому мигрируют личин-
ки нематоды.

N. brevicaudatum, larvae Zeder, 1800 – один из 
паразитов, встречающихся у представителей гер-
петофауны Европы (Borkovcová, Kopriva, 2005; 
Yildirimhan et al., 2005; Saglam, Arikan, 2006; Jones 
et al., 2012), отмечен у  амфибий родов Bombina 
Oken, 1816, Bufo Laurenti, 1768, Hyla Laurenti, 1768, 
Rana Linné, 1758, Triturus Rafinesque, 1815 и ино-
гда рептилий родов Anguis Linnaeus, 1758, Natrix 
Laurenti, 1768 (Shimalov, Shimalov, 2000; Jones 
et al., 2012). Нематода, имеющая прямой жизнен-
ный цикл (личинки первой стадии из яиц выходят 
вне хозяина и далее развиваются и линяют дважды 
до третьей стадии заражения). Конечный хозяин 
заражается перорально, личинки можно обнару-
жить в тканях (Vashetko, Siddikov, 1999; Saeed et 
al., 2007).

Заражение личинками N. brevicaudatum невели-
ко, что, вероятно, связано, как и в случае с нема-
тодой O. filiformis, с малыми размерами самого хо-
зяина.

Одним из простейших, заселяющих пищева-
рительный тракт амфибий, является C. dimidiata 
(Wahab et al., 2008). Полагают, что этот вид состоит 
в эндосимбиотических отношениях со своими хо-
зяевами, не оказывая никаких негативных эффек-
тов, несмотря на обнаружение их в большом коли-
честве (Poynton, Whitaker, 2001, цит по: Mohammad 
et al., 2013).

Показано (McConnachie, 1960), что заселение 
амфибий представителями класса Opalinea проис-
ходит в период размножения и зависит от секре-
ции гормонов хозяина. После выхода из спячки 
амфибии начинают активно питаться, с  ростом 
продолжительности светового дня повышается 
выработка гонадотропина. Еще одним фактором, 
влияющим на активность гипофиза, выделяюще-
го гонадотропин, у половозрелых особей является 
увеличение температуры среды в весенний период 
(McConnachie, 1960).

Температура среды, а также самих хозяев ока-
зывает влияние на морфологические и физиоло-
гические особенности простейших (Михальченко, 
1958; Суханова, 1953, 1963, цит по: Суханова, 1968).

На примере Opalina ranarum (Purkinje et Valentin, 
1835) показано, что у головастиков, сеголеток и по-
ловозрелых лягушек среднее время выживания 
цист простейших выше в водоеме с более высокой 
температурой воды (Суханова, 1968).

Высокие показатели инвазии эндосимбиотиче-
скими простейшими C. dimidiata, вероятно, связа-
ны с синхронизацией жизненных циклов хозяина 
и простейших в период размножения, в том числе 
и с температурным режимом водоема – в мае вода 
начинает прогреваться, что влияет на размножение 
и выживаемость цист простейших.

Наблюдается тренд к увеличению показателей 
инвазии эндосимбионтами у обыкновенных три-
тонов в  градиенте урбанизации (к зоне III), что 
может быть связано с тепловым загрязнением, ха-
рактерным для урбоценозов. На городских терри-
ториях примерно на 1–2°C выше, чем за городом, 
соответственно, на селитебной территории май-
ские среднемесячные температуры водоемов выше 
примерно на 3°C, чем в лесопарковой зоне и в при-
родных территориях (Вершинин, 2014).

Специфика видового состава паразитарно-
го комплекса обыкновенного тритона на восточ-
ном склоне Урала определяется лимитированно-
стью распространения вида за пределами Европы 
(Skorinov et al., 2008), температурным режимом на 
севере и влагообеспеченностью на юге (Терентьев, 
Чернов, 1949; Кузьмин, 2012).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При продвижении на восток ареала обыкно-
венного тритона происходит смена климатиче-
ских зон, растительных сообществ, меняется тер-
мо- и влагообеспеченность территорий. Восточ-
ный склон Урала в этом смысле характеризуется 
усилением континентальности климата, что ока-
зывает влияние на видовой состав и разнообразие 
паразитофауны обыкновенного тритона. Антро-
погенные модификации сообществ отличаются от 
природных большей термообеспеченностью, но 
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недостаточной влажностью, что сказывается на 
выживаемости гельминтов с прямым жизненным 
циклом (O. filiformis, N. brevicaudatum, larvae) в срав-
нении с M. terdentatum, развитие которой происхо-
дит со сменой резервуарных хозяев.
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Analysis of Parasitofauna and Endosymbionts of Lissotriton Vulgaris L., 1758 
(CAudata, Salamandridae) in Natural and Urban Gradients of the Environment

А. V. Burakova1, #, D. L. Berzin1, V. L. Vershinin1,2
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The analysis of the parasitic and endosymbiontofauna of the common newt (Lissotriton vulgaris L., 1758) 
in the natural and urban landscapes of the Middle Urals is presented for the first time. Four species of 
helminthes belonging to the Nematoda type were found, including 1 taxon indeterminate to the species 
(Nematoda sp.), and 1 species of endosymbionts (Chromista type). The works devoted to the species 
composition of L. vulgaris parasites on the territory of Eurasia are analyzed. The fauna of the helminthes 
of the common newt on the eastern slope of the Urals is depleted, which is probably determined by the 
limited distribution of the species outside Europe, the temperature regime in the north and moisture 
availability in the south.

Keywords: common newt, helminthes, urbocenosis, natural gradient of the environment
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Данная работа направлена на изучение воздействия насыщенной стеариновой кислоты (СК) 
в условиях культивирования in vitro на эмбрионы домашней кошки (Felis silvestris catus) и оценку 
того, как изменение состава внутриклеточных липидов отражается на результатах криоконсер-
вации. Добавление СК в культуральную среду не влияло на развитие эмбрионов кошек in vitro 
до криоконсервации. Также не было выявлено изменений по общему количеству липидов в эм-
брионах после воздействия СК. Между тем степень ненасыщенности липидов была снижена 
в эмбрионах после культивирования in vitro с СК. Более того, температура начала фазового пе-
рехода липидов (T*) выше по сравнению с контролем у эмбрионов, подвергнутых воздействию 
СК. Снижение эффективности криоконсервации эмбрионов при культивировании с СК было 
ассоциировано с уменьшением степени ненасыщенности внутриклеточных липидов и повыше-
нием T*. Результаты могут иметь значение для консервации генетических ресурсов видов под-
семейства Felinae.

Ключевые слова: Felidae, экстракорпоральное оплодотворение, раннее развитие, культивирование in 
vitro, внутриклеточные липиды, жирные кислоты, программное замораживание, спектроскопия ком-
бинационного рассеяния света
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У  ряда млекопитающих, в  частности у  таких 
важных сельскохозяйственных животных, как сви-
нья (Sus scrofa, L., 1758), лошадь (Equus caballus, L., 
1758), а также у всех изученных представителей от-
ряда Carnivora ооциты и преимплантационные эм-
брионы содержат большое количество внутрикле-
точных липидов (Genicot et al., 2005; Amstislavsky 
et al., 2019; Lawson et al., 2022). Для большинства 
из этих видов существуют проблемы, связанные 
с  криоконсервацией их эмбрионов (Nagashima 
et al., 1995; Amstislavsky et al., 2019; Borges, Vireque, 
2019; Idrissi et al., 2021). Поиск механизмов, лежа-
щих в основе низкой криоустойчивости эмбрионов 
богатых липидами, важен для зоологии и сравни-
тельной эмбриологии, а в практическом плане не-
обходим для успешной консервации генетических 
ресурсов ряда видов млекопитающих (Abe et al., 
2002; Амстиславский и др., 2017; Amstislavsky et al., 

2019; Borges, Vireque, 2019; Idrissi et al., 2021; Igonina 
et al., 2021).

Семейство Felidae включает множество уязви-
мых и исчезающих видов (IUCN, 2021). Домаш-
няя кошка (Felis silvestris catus, L., 1758) является 
модельным объектом для исследований, направ-
ленных на реализацию концепции сохранения ге-
нетических ресурсов диких видов кошачьих путем 
криоконсервации гамет и эмбрионов (Amstislavsky 
et al., 2018; Mokrousova et al., 2020а; 2020б; Окотруб 
и др., 2022). В ооцитах и преимплантационных эм-
брионах исследованных видов кошачьих содержит-
ся большое количество внутриклеточных липидов 
(Crichton et al., 2003; Kochan et al., 2021; Zahmel 
et  al., 2021). Эксперименты, проводимые на до-
машней кошке, могут способствовать пониманию 
особенностей криоконсервации эмбрионов других 
представителей семейства кошачьих.

ЗООЛОГИЯ
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Внутриклеточные липидные гранулы (ЛГ) чув-
ствительны к  охлаждению и  могут подвергать-
ся негативному влиянию криоконсервации (Abe 
et al., 2002; Amstislavsky et al., 2019; Okotrub et al., 
2021), хотя механизмы криоповреждений в эмбри-
онах, богатых липидами, остаются слабо изученны-
ми. Известно, что фазовый переход воды во время 
процесса охлаждения связан с повреждением кле-
ток и  снижением их жизнеспособности (Mazur, 
1990). Подобно кристаллизации водного раствора 
при охлаждении, в клетках эмбрионов происходит 
и фазовый переход липидов (ФПЛ), которые содер-
жаться в больших количествах в ЛГ (Amstislavsky 
et al., 2019). Это может инициировать повреждения, 
связанные с перераспределением и упорядочени-
ем молекул липидов (Okotrub et al., 2018). Одной из 
стратегий снижения повреждения клеток являет-
ся полное или частичное удаление из них внутри-
клеточных липидов (Nagashima et al., 1995; Galiguis 
et al., 2014; Borges, Vireque, 2019). Другая стратегия 
состоит в том, чтобы изменить липидный состав ЛГ 
и тем самым улучшить результаты криоконсервации 
ооцитов и преимплантационных эмбрионов. В не-
которых исследованиях показано, что воздействие 
in vitro ненасыщенными жирными кислотами (ЖК), 
в частности линолевой (ЛК) и олеиновой кислот 
(ОК), улучшает развитие эмбрионов и повышает их 
жизнеспособность после криоконсервации у разных 
видов млекопитающих (Fayezi et al., 2018; Karasahin, 
2019; Yousif et al., 2020). Насыщенные ЖК оказыва-
ют противоположное влияние на развивающиеся 
эмбрионы млекопитающих (Shehab-el-Deen et al., 
2009; Van Hoeck et al., 2011; Aardema et al., 2022). На-
пример, воздействие in vitro пальмитиновой (ПК) и/
или стеариновой кислот (СК) увеличивает уровень 
апоптоза и уменьшает число клеток у эмбрионов 
крупного рогатого скота и негативно влияет на их 
развитие (Van Hoeck et al., 2011; Desmet et al., 2016; 
Aardema et al., 2022). Более того, криоустойчивость 
эмбрионов крупного рогатого скота значительно 
ниже после дозревания in vitro ооцитов и/или при 
культивировании in vitro таковых с СК (Shehab-el-
Deen et al., 2009; Aardema et al., 2022).

В работе на ооцитах домашней кошки показа-
но, что во время их охлаждения внутриклеточные 
ЛГ подвергаются фазовому переходу и  фазовой 
сепарации. После охлаждения более насыщенные 
липиды в составе ЛГ подвергаются фазовой сепа-
рации раньше, чем ненасыщенные (Mokrousova 
et al., 2020а). В недавней работе на ооцитах домаш-
них кошек было показано, что после добавления 
СК во время их дозревания in vitro и последующей 
криоконсервации при помощи программного за-
мораживания, часть насыщенных липидов мо-
жет оставаться в упорядоченном конформацион-
ном состоянии после оттаивания (Okotrub et al., 
2021). Тем не менее влияние СК в ходе культиви-
рования in vitro эмбрионов домашних кошек на их 

жизнеспособность после криоконсервации прове-
рено не было.

Существуют отдельные наблюдения, показыва-
ющие, что снижение температуры начала ФПЛ (T*) 
повышает криоустойчивость репродуктивных кле-
ток (Zeron et al., 2002). На нескольких видах млеко-
питающих выявлено, что T* зависит от степени не-
насыщенности липидов (Zeron et al., 2002; Igonina 
et al., 2021; Окотруб и др., 2022). В нашей работе на 
эмбрионах домашней кошки показано, что воздей-
ствие на них ЛК при культивировании in vitro вызы-
вает увеличение степени ненасыщенности внутри-
клеточных липидов, что в свою очередь приводит 
к снижению T* и более эффективной криоконсер-
вации эмбрионов домашних кошек (Окотруб и др., 
2022). В настоящей работе мы планируем прове-
рить, как сдвиг в противоположном направлении – 
в сторону более насыщенных внутриклеточных ли-
пидов – будет влиять на T* и на эффективность 
криоконсервации эмбрионов домашних кошек.

Целью данного исследования являлось: 1) опре-
делить общее содержание и степень ненасыщенно-
сти внутриклеточных липидов эмбрионов домаш-
ней кошки после культивирования in vitro с насы-
щенной СК; 2) измерить T* во время охлаждения 
эмбрионов домашней кошки после воздействия 
СК; 3) оценить влияние СК на развитие эмбриона 
in vitro; 4) исследовать эффективность криоконсер-
вации эмбрионов домашней кошки после культи-
вирования in vitro с СК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные

Семенники с эпидидимисами котов, а также яич-
ники кошек получены после плановой орхиэктомии/
овариогистерэктомии в центре льготной стерилиза-
ции животных г. Новосибирска и доставлены в ла-
бораторию в течение двух часов. Яичники немедлен-
но помещали в среду Collect, т. е. среду М199 (Merck, 
Германия) с  добавлением 20 мМ буфера HEPES 
(Merck, Германия), 2.2 мМ пирувата натрия (Merck, 
Германия), 2.2 мМ лактата натрия (Merck, Герма-
ния), 3 г/л бычьего сывороточного альбумина – БСА 
(Merck, Германия) и 50 мкг/мл гентамицина (Синтез 
АКО, Россия); хранили при 4°C не более четырех ча-
сов. Семенники с эпидидимисами немедленно по-
мещали в стерильные сухие пробирки и хранили при 
4°C до 24 ч с момента операции. Все исследования 
соответствовали Европейской конвенции о защите 
позвоночных животных, используемых в экспери-
ментальных и других научных целях (ETS № 123).

Дозревание ооцитов in vitro

Кумулюс-ооцитные комплексы (КОК) выделя-
ли из фолликулов яичников взрослых беспородных 
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кошек (n = 49), как описано ранее (Mokrousova 
et al., 2020б; Окотруб и др., 2022), в подогретую 
до 38.5°C среду Collect с использованием стере-
омикроскопа S8 APO (Leica Microsystems, Гер-
мания). Ооциты с  темной и  гомогенной цито-
плазмой, окруженные пятью или более слоями 
клеток кумулюса, промывали для удаления де-
бриса и отбирали для дозревания in vitro. Дозре-
вание осуществляли в среде М199 с добавлением 
15 мМ бикарбоната натрия (Merck, Германия), 
2.2 мМ пирувата натрия, 2.2 мМ лактата натрия, 
3 г/л БСА, 50 мкг/мл гентамицина, 2 МЕ/мл го-
надотропина сыворотки жеребых кобыл – “Фол-
лигон” (Intervet, Нидерланды) и 10 МЕ/мл хори-
онического гонадотропина человека – “Хорулон” 
(Intervet, Нидерланды). Далее КОКи (по  10–15 
на лунку) переносили в  4-луночные планшеты 
(Nunc, США) с предварительно уравновешенной 
средой для дозревания под минеральным маслом 
FertiCult Mineral Oil (FertiPro, Бельгия) и помеща-
ли в СО2-инкубатор New Brunswick™ Galaxy 48R 
(Eppendorf, Германия) при 38.5°C, 5% CO2 и влаж-
ности 90% на 24 ч.

Получение сперматозоидов 
и экстракорпоральное оплодотворение

Сперматозоиды были получены из каудальных 
частей эпидидимисов взрослых беспородных котов 
(n = 5), как описано ранее (Brusentsev et al., 2018). 
Каудальные части эпидидимидов извлекали, пе-
реносили на чашку Петри (Corning, США) в 1000 
мкл среды Collect и измельчали при 38.5°C. Образ-
цы эпидидимального семени наносили на верхний 
мениск среды ISolate Sperm Separation Medium 
(FUJIFILM Irvine Scientific, США) с градиентом 
плотности 40: 80% и центрифугировали при 3000 
об/мин в течение 20 мин. Осадок собирали и пе-
ремешивали с 1000 мкл среды Collect, центрифу-
гировали 5 мин при 3000 об/мин для удаления 
оставшихся коллоидных частиц. Супернатант уда-
ляли, а осадок со сперматозоидами использовали 
для экстракорпорального оплодотворения (ЭКО). 
Концентрацию сперматозоидов и их подвижность 
определяли в счетной камере Маклера – Makler 
Chamber (Origio, Дания). Созревшие ооциты пере-
носили в 4-луночные планшеты с предварительно 
уравновешенной средой Ham’s F‑10 (Merck, Герма-
ния) с добавлением 5% фетальной телячьей сыво-
ротки (Merck, Германия) и 50 мкг/мл гентамици-
на под минеральным маслом FertiCult Mineral Oil 
(FertiPro, Бельгия). Суспензию сперматозоидов 
с концентрацией 1 ‧ 106 подвижных сперматозои-
дов/мл добавляли к 10–15 ооцитам в лунку план-
шета объемом 500 мкл и инкубировали в CO2-ин-
кубаторе New Brunswick™ Galaxy 48R (Eppendorf, 
Германия) при 38.5°C, 5% CO2 и влажности 90% 
в течение 21 ч.

Приготовление раствора стеариновой кислоты

Раствор стеариновой кислоты готовили в  со-
ответствии с опубликованным ранее протоколом 
(Ranneva et al., 2020) с небольшими модификаци-
ями. Смешивали 0.01 М СК (Merck, Германия) 
с 0.01 М гидроксидом калия (“ХимМед”, Россия) 
на водяной бане при 90°C в течение 60 мин с по-
следующей гомогенизацией ультразвуком (60 мин) 
на Sonicator Q700 (Qsonica, США) с получением 
0.01 М раствора стеарата калия. Сеансы нагре-
вания и  гомогенизации ультразвуком чередова-
ли несколько раз в течение 5–6 ч до достижения 
необходимой консистенции мыльного раствора. 
Полученный раствор инкубировали с 3.3 мМ БСА 
(свободного от ЖК) с получением 5 мМ раство-
ра СК-БСА в соотношении 3: 1. Приготовленную 
смесь добавляли в культуральную среду до конеч-
ной концентрации 400 мкМ.

Культивирование эмбрионов in vitro

Дизайн эксперимента представлен графически 
на рис. 1.

Двухклеточные эмбрионы, полученные по-
сле ЭКО, были случайным образом распределены 
между двумя группами: контрольной (n = 48) и экс-
периментальной (СК; n = 46). Культивирование 
проводили в 20 мкл среды CSCM–C (FUJIFILM 
Irvine Scientific, США) с добавлением 400 мкМ СК 
(СК-группа) и без нее (контроль) в СО2-инкубато-
ре Galaxy 48R (Eppendorf, Германия) при 38.5°C, 
5% СО2 и влажности 90% в течение 66 ч. Сразу по-
сле этого периода культивирования in vitro 17 и 19 
эмбрионов (из контрольной и СК-группы соот-
ветственно) фиксировали в 400 мкл 4%-го пара-
формальдегида (“ХимМед”, Россия), рН 7.4–7.6, 
разведенного в фосфатно-солевом буфере – PBS 
(“Росмедбио”, Россия), с предварительной отмыв-
кой в трех каплях PBS (по 3 мин в каждой капле). 
Развитие эмбрионов оценивали с помощью окра-
шивания DAPI с  последующей флуоресцентной 
микроскопией. После культивирования in vitro 
в течение 66 ч с СК (n = 8) или без нее (n = 11) 
в эмбрионах оценивали общее содержание липи-
дов с помощью окрашивания нильским красным 
(Nile Red) и конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии (КЛСМ). Восемь эмбрионов (пять из 
контрольной и три из СК-группы) использовали 
для изучения степени ненасыщенности липидов 
и T* с помощью спектроскопии комбинационного 
рассеяния света (КРС).

Эмбрионы как в контрольной группе (n = 18), 
так и в СК-группе (n = 13) после 66 ч культиви-
рования in vitro замораживали, затем оттаивали, 
культивировали в  течение дополнительных 30 ч 
и фиксировали, как описано выше. Общее время 
культивирования этих эмбрионов составило 96 ч. 
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Развитие эмбрионов до и после криоконсервации 
оценивали с помощью окрашивания DAPI с после-
дующей флуоресцентной микроскопией.

Криоконсервация эмбрионов

Для программного замораживания эмбрионов 
использовали раствор криопротектора, содержа-
щий 10% пропиленгликоля – ПГ (“ХимМед”, Рос-
сия) в среде Collect. Эмбрионы как контрольной, 
так и  СК-группы переносили в  среду Collect на 
5 мин, после чего переносили в раствор криопро-
тектора, разбавленный средой Collect в соотноше-
нии 1: 1 на 5 мин; затем в неразбавленный раствор 
криопротектора еще на 5 мин, после чего помещали 
в 0.25-мл пластиковую соломину (CryoBioSystem, 
Франция). Все эти процедуры уравновешивания 
проводили при комнатной температуре. Соломину 
с эмбрионами помещали в программный замора-
живатель CL‑8800 (CryoLogic, Австралия) при 0°C, 
охлаждали со скоростью 2°C/мин до –8°C и  вы-
держивали в  течение 5 мин. В  этот период при-
касались к верхней части соломины (под пыжом 
и к верхнему мениску второго сектора) предвари-
тельно охлажденным в жидком азоте (LN2) пинце-
том для инициации кристаллизации льда. Затем ох-
лаждение возобновляли со скоростью 0.3°C/мин до 
–40°C, после чего со скоростью 6°C/мин до –80°C. 
После этого соломины с эмбрионами помещали 
в LN2. Для оттаивания соломины извлекали из LN2, 
выдерживали на воздухе при комнатной температу-
ре в течение 40 с, а затем в течение 40 с на водяной 
бане при 30ºС, как описано ранее (Renard, Babinet, 
1984). Эмбрионы отмывали от криопротектора, пе-
ренося их между каплями растворов с разным со-
отношением 10% ПГ и 1М сахарозы (“ХимМед”, 

Россия) на основе среды Collect (по шесть минут 
в каждой капле): 1) 40 мкл 10% ПГ и 20 мкл 1 М 
сахарозы, 2) 40 мкл 10% ПГ, 20 мкл 1 М сахарозы 
и 30 мкл Collect, 3) 20 мкл 1 М сахарозы и 60 мкл 
Collect, 4) 50 мкл Collect.

Окрашивание эмбрионов DAPI 
и флуоресцентная микроскопия

Фиксированные эмбрионы трижды отмывали 
от параформальдегида при комнатной температу-
ре в PBS с добавлением 1 мг/мл поливинилпирро-
лидона – ПВП (Merck, Германия) в течение 5 мин, 
а затем инкубировали с 2 мг/мл DAPI в течение 
5  мин. После этого эмбрионы снова отмывали 
и переносили на предметные стекла (“МиниМед”, 
Россия). Образцы оценивали с помощью флуорес-
центного микроскопа Axio Imager.M2 (Carl Zeiss, 
Германия) с фильтром, подходящим для окраши-
вания DAPI, камеры AxioCam 506 mono (Carl Zeiss, 
Германия) и  программы ImageJ (США). Работу 
проводили в Центре коллективного пользования 
SPF-вивария Института цитологии и генетики – 
ИЦиГ СО РАН (http://spf.bionet.nsc.ru).

Для каждого эмбриона подсчитывали число 
интерфазных ядер (ИЯ), фрагментированных ядер 
(ФЯ) и общее число ядер (ОЯ), т. е. сумму ИН, ФЯ 
и митозов. Индекс фрагментации (ИФ) оценива-
ли как долю ядерных фрагментов к общему чис-
лу ядер. По общему числу ядер (Roth et al., 1994; 
Swanson et al., 1994; Mokrousova et al., 2020б) эм-
брионы были разделены на следующие группы: 
неразвивающиеся, остановившиеся в своем разви-
тии (менее 8 ядер), эмбрионы на стадии дробления 
(9–16 ядер), ранние морулы (17–50 ядер) и поздние 
морулы (более 50 ядер).

Рис. 1. Дизайн эксперимента. ЭКО – экстракорпоральное оплодотворение; ФПЛ – фазовый переход липидов.
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Окрашивание нильским красным 
и конфокальная микроскопия

Оценку изменений внутриклеточного содержа-
ния липидов у эмбрионов домашней кошки через 
66 ч культивирования in vitro с СК и в контроле (без 
СК) проводили с  использованием флуорохрома 
нильского красного – Nile Red (Merck, Германия) 
с последующей КЛСМ, как описано ранее (Genicot 
et al., 2005; Igonina et al., 2021; Окотруб и др., 2022). 
Фиксированные эмбрионы трижды отмывали от 
параформальдегида в  PBS, содержащем 1  мг/мл 
ПВП, по 5 мин в каждой капле при комнатной тем-
пературе. Исходный раствор нильского красного 
(1 мг/мл) готовили при помощи разбавления кра-
сителя в диметилсульфоксиде (“ХимМед”, Россия) 
и разбавляли до рабочей концентрации 10 мкг/мл 
перед исследованием. Эмбрионы инкубировали 
в рабочем растворе в течение трех часов при 37°C 
для достижения максимальной интенсивности 
окрашивания внутриклеточных липидов, как опи-
сано ранее (Genicot et al., 2005). Образцы помеща-
ли на предметные стекла (Thermo Fisher Scientific, 
США) в PBS. Изображения получали с помощью 
конфокального лазерного сканирующего микро-
скопа LSM 780 NLO Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, 
Германия) с использованием программного обе-
спечения Zen 2012 Black Edition (Carl Zeiss, Герма-
ния). Эмбрионы, окрашенные нильским красным, 
облучали аргоновым газовым лазером с  длиной 
волны 488 нм (максимальная мощность 30 мВт) 
при 0.1% максимальной мощности, которая оста-
валась постоянной во время процедуры. Спек-
тры получали в диапазоне длин волн 494–687 нм 
с шагом 9 нм. Изображения получали с помощью 
32-канального фотоумножителя с использованием 
режима сканирования Z-stack и Lambda. Все изо-
бражения получали в  режиме подсчета фотонов 
(photon counting), подсчитывали сумму всех фото-
нов со ста оптических срезов на каждый эмбрион. 
Суммирование оптических срезов и  вычитание 
фоновой флуоресценции выполняли с помощью 
программы ImageJ. Работу проводили в  Центре 
коллективного пользования микроскопического 
анализа биологических объектов ИЦиГ СО РАН 
(https://ckp.icgen.ru/ckpmabo).

Спектроскопия комбинационного рассеяния света

Спектроскопию КРС проводили на экспери-
ментальной установке, состоящей из прямого ми-
кроскопа Orthoplan (Leitz, Германия), оснащен-
ного сканирующим пьезопозиционером PXY‑200 
(Newport, США) и  монохроматором SP2500i 
(Princeton Instruments, США), снабженным за-
рядным устройством, сопряженным с инструмен-
тальным детектором Spec‑10:2K/LN (Princeton 
Instruments, США). Оптический криостат 
THMS350V (Linkam Scientific, Великобритания) 

использовали для проведения измерений КРС при 
разных температурах. Источником монохромати-
ческого излучения для возбуждения комбинаци-
онного рассеяния света служил твердотельный ла-
зер Excelsior (Spectra-Physics, США) с длиной вол-
ны 532.1 нм. Фокусировку лазерного луча в пятно 
диаметром ~1 мкм осуществляли с помощью ×60 
объектива CFI Plan Fluor 60XC (Nikon Instruments, 
Япония) с числовой апертурой 0.85. Мощность об-
лучения после объектива составляла 20 мВт. Спек-
тральное разрешение экспериментальной установ-
ки составляло 2.5 см–1. Длины волн всех измерен-
ных спектров калибровали с помощью неоновой 
газоразрядной лампы. Спектры комбинационного 
рассеяния света измеряли в диапазоне от 800 до 
3200 см–1.

Оценка вклада и степени ненасыщенности липидов

Пять контрольных и три эмбриона СК-группы, 
культивированных в течение 66 ч, исследовали ме-
тодом спектроскопии комбинационного рассея-
ния света. Для изучения внутриклеточных липидов 
было исследовано 100 спектров комбинационного 
рассеяния от разных случайно выбранных локаль-
ных областей внутри эмбрионов. Из полученно-
го набора данных, используя метод главных ком-
понент, был извлечен вклад липидов. Поскольку 
наиболее интенсивный сигнал комбинационного 
рассеяния света исходит от липидных гранул, мы 
предполагаем, что полученная спектральная со-
ставляющая липидов в основном связана именно 
с ними. Метод выделения вклада липидов в спек-
тры комбинационного рассеяния света был опи-
сан в нашей более ранней работе (Igonina et al., 
2021). Его принцип следующий: чтобы извлечь 
вклад липидов, мы уменьшили размерность дан-
ных КРС до трех основных главных компонент, 
связанных с вариацией в спектрах трех основных 
типов соединений: липидов, белков и воды, кото-
рые дают наиболее интенсивный вклад в измеря-
емые спектры. Затем подбирали такую линейную 
комбинацию этих компонент, чтобы результиру-
ющий спектр был свободен от пика фенилалани-
на при 1004 см‑1 и полосы валентных колебаний 
ОН-группы воды на частотах выше 3050 см‑1. По-
скольку в  спектре комбинационного рассеяния 
света липидов отсутствуют линии на этих частотах, 
полученная комбинация главных компонент будет 
отражать липидный вклад в измеряемые спектры. 
Для оценки степени ненасыщенности липидов ис-
пользовали соотношение интенсивностей линии 
валентных колебаний связей С=С при 1657 см–1 
к линии ножничных деформационных колебаний 
СН2 (δСН). Интенсивность первой линии уве-
личивается с увеличением числа двойных связей 
С=С, интенсивность второй линии увеличивает-
ся с увеличением числа метиленовых групп. Для 
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характеристики ненасыщенности были использо-
ваны спектры комбинационного рассеяния, изме-
ренные при Т = 25°C.

Измерение температуры начала фазового 
перехода липидов при охлаждении эмбрионов

Для изучения зависимости фазового состоя-
ния липидов от температуры эмбрионы помеща-
ли в раствор EmbryoMax KSOM (Merck, Германия) 
с добавлением 0.2 М сахарозы и 1.5 М ПГ. Охлаж-
дение проводили до –7°C со скоростью 1°C/мин, 
затем инициировали образование льда, делали 
10-минутную паузу для перекристаллизации льда. 
После этого образец охлаждали со скоростью 
0.3°C/мин. При охлаждении делали дополнитель-
ные паузы ~20 мин для измерения спектров КРС. 
За изменением фазового состояния липидов сле-
дили по соотношению интенсивностей антисим-
метричных (aCH) и симметричных (sCH) валент-
ных колебаний CH2 при 2880 и 2850 см–1 соответ-
ственно. Эта особенность в спектрах КРС отражает 
изменение конформационного состояния липидов, 
происходящее при фазовом переходе. Поскольку 
фазовый переход уширен, отслеживали температу-
ру начала фазового перехода (T*), т. е. температуру, 
при которой появляется пик (Okotrub et al., 2018). 
Предварительная обработка данных включала кор-
рекцию всплесков интенсивности в измеренных 
спектрах и вычитание фона по линейной функции. 
Спектры анализировали и обрабатывали, как опи-
сано ранее (Okotrub et al., 2018; Igonina et al., 2021).

Статистический анализ

Данные проверяли на нормальное распре-
деление с  помощью критерия Шапиро  – Уилка 
и анализировали с помощью стандартного пакета 
программ STATISTICA v 8.0 (StatSoft Inc., США). 
Группы с нормальным распределением сравнива-
ли по t-критерию Стьюдента, в противном случае 
по U-критерию Манна – Уитни. Такие параметры, 
как доля эмбрионов на разных стадиях развития до 
и после замораживания, сравнивали с помощью 
критерия хи-квадрат. Данные по индексу фраг-
ментации ядер до криоконсервации, числу клеток 
в морулах и бластоцистах до и после криоконсерва-
ции, степени ненасыщенности липидов и темпера-
туры начала фазового перехода липидов представ-
ляли в виде среднего ± стандартная ошибка сред-
него (M ± SEM). Различия по этим параметрам 
между группами сравнивали с помощью t-крите-
рия Стьюдента. Данные по индексу фрагментации 
ядер после криоконсервации и  интенсивности 
флуоресценции липидов (по числу фотонов) пред-
ставлены в виде медианы и 25–75%-х квартилей – 
Me [Q1; Q3]. В этих случаях сравнения проводи-
ли по U-критерию Манна – Уитни. Различия при 

p < 0.05 считали статистически значимыми. Для 
создания графиков использовали пакеты OriginPro 
(OriginLab Corporation, США) и Biorender (https://
www.biorender.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культивирование эмбрионов in vitro 
с добавлением стеариновой кислоты

Добавление в культуральную среду 400 мкМ СК 
не влияло ни на скорость развития эмбрионов, ни 
на индекс фрагментации ядер (табл. 1).

Статистический анализ не выявил достоверных 
различий по числу интерфазных ядер в эмбрионах 
через 66 ч культивирования in vitro между СК-груп-
пой и контролем (табл. 2, рис. 2).

Анализ фазового перехода липидов 
и степени их ненасыщенности

Влияние СК на степень ненасыщенности липи-
дов и Т* показано на рис. 3.

Степень ненасыщенности внутриклеточных 
липидов составила IC=C/IδCH = 0.96 ± 0.03, а Т* = 
= 1.6 ± 0.8°C для эмбрионов, культивируемых без 
ЖК. Добавление 400 мкМ СК в культуральную сре-
ду приводило к достоверному снижению (p < 0.05) 
степени ненасыщенности липидов (IC=C / IδCH = 
= 0.74 ± 0.07) по сравнению с контролем; и до-
стоверному увеличению Т* (p < 0.001) более чем 
на 20°C по сравнению с  контролем. Измерения 
спектров проводили при температуре 25°C и ниже. 
Точное значение Т* не оценивали, поскольку даже 
при комнатной температуре фракция липидов 

Таблица 1. Влияние стеариновой кислоты (СК) при 
культивировании in vitro на развитие эмбрионов до-
машней кошки (Felis silvestris catus) и фрагментацию 
ядер до криоконсервации

Параметры
Группы1

Контроль СК

Число эмбрионов 17 19
Неразвивающиеся (%) 0 (0) 1 (5.3)
Дробящиеся (%) 1 (5.9) 0 (0)
Ранние морулы (%) 13 (76.5) 15 (78.9)
Поздние морулы (%) 3 (17.6) 3 (15.8)
ИФ2 5.6 ± 1.3 6.9 ± 1.5

Примечание. 1Общее число использованных самок – 49. 
Число повторов – пять. Эмбрионы были случайным обра-
зом распределены между группами.
2Данные по индексу фрагментации (ИФ) представлены 
в виде M ± SEM для эмбрионов контрольной и СК-группы 
(n = 16 и n = 18 соответственно).
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находилась в  конформационно-упорядоченном 
состоянии. Таким образом, воздействие СК на 
эмбрионы кошек in vitro снижало степень ненасы-
щенности липидов и повышало Т*.

Оценка содержания внутриклеточных липидов

Культивирование in vitro в течение 66 ч с добав-
лением в питательную среду 400 мкМ СК не влияло 
на общее количество липидов в эмбрионах домаш-
них кошек (рис. 4).

Интенсивность флуоресценции, измеренная 
как число фотонов, не отличалась между контроль-
ной – 6.4 ‧ 106 [5.5 ‧ 106; 7.3 ‧ 106] и СК-группой – 
5.6 ‧ 106 [5.2 ‧ 106; 6.1 ‧ 106].

Жизнеспособность эмбрионов после криоконсервации

Добавление в питательную среду 400 мкМ СК 
оказывало влияние (p < 0.05) на развитие эмбрио-
нов после их криоконсервации и дополнительного 
культивирования in vitro в течение 30 ч (табл. 2, 3). 
Доля ранних морул была выше (p < 0.05), тогда как 
доля эмбрионов на стадии поздних морул была 
ниже (p < 0.05) в СК-группе по сравнению с кон-
тролем, что свидетельствует об угнетающем вли-
янии СК на развитие эмбрионов. Общее число 
ядер в ранних морулах этих групп не различалось 
(табл. 2). Однако число интерфазных ядер в ран-
них морулах СК-группы было меньше (p < 0.05) 
по сравнению с контролем (табл. 2). Общее чис-
ло ядер (p < 0.01), а также число интерфазных ядер 
(p  <  0.001) в  поздних морулах СК-группы было 
меньше, чем в контроле (табл. 2, рис. 5).

Кроме того, большинство ядер (97.7%) были 
фрагментированы в  СК-группе, а  индекс фраг-
ментации был значительно выше (p < 0.001) в этой 
группе по сравнению с контролем (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании было измерено об-
щее количество внутриклеточных липидов в эм-
брионах домашних кошек, однако различий между 
контрольной и СК-группой установлено не было. 
В нашей предыдущей работе, как и в данном иссле-
довании, нами не было обнаружено изменений об-
щего количества внутриклеточных липидов в эм-
брионах домашних кошек после их культивирова-
ния in vitro с добавлением другой жирной кислоты, 
а именно ненасыщенной линолевой кислоты (Око-
труб и др., 2022). Ранее другими авторами было 
показано, что содержание нейтральных липидов 
в ооцитах мышей было выше после витрификации 
и  отогрева с  применением среды, содержавшей 
1% липидный концентрат, в который входила СК 
(Ohata et al., 2021). Мы предполагаем, что наблю-
даемое в нашем исследовании отсутствие различий 
по общему количеству внутриклеточных липидов 
в преимплантационных эмбрионах домашней кош-
ки после воздействия in vitro СК может быть вы-
звано изначально высоким содержанием липидов 
в ооцитах и эмбрионах данного вида млекопитаю-
щих (Galiguis et al., 2014; Amstislavsky et al., 2019). 
Непрозрачность эмбрионов, связанная с интен-
сивным рассеянием света на липидных гранулах, 
затрудняет объемную интеграцию флуоресцентно-
го сигнала после окрашивания нильским красным, 
в отличие от гораздо более прозрачных эмбрионов 
мыши, содержащих меньше внутриклеточных ли-
пидов (Amstislavsky et al., 2019; Igonina et al., 2021). 
Между тем воздействие in vitro в дозе 25 мкМ СК 
на преимплантационные эмбрионы крупного ро-
гатого скота в течение пяти дней приводило к сни-
жению общего количества внутриклеточных ли-
пидов (Aardema et al., 2022). Следует отметить, что 
в данном исследовании на крупном рогатом скоте 
использовали окрашивание флуорохромом LD540, 

Таблица 2. Влияние стеариновой кислоты (СК) при культивировании in vitro на развитие эмбрионов домашней 
кошки (Felis silvestris catus) до и после криоконсервации

Группы

Число ядер до криоконсервации, культивирование in vitro – 66 ч

Ранние морулы Поздние морулы

Число эмбрионов ОЯ ИЯ Число эмбрионов ОЯ ИЯ

Контроль 13 38.2 ± 2.4 35.0 ± 2.5 3 62.0 ± 3.5 56.7 ± 3.8
СК 15 36.1 ± 2.2 33.1 ± 2.3 3 66.0 ± 6.0 59.7 ± 3.3

Число ядер после криоконсервации, культивирование in vitro – 96 ч

Контроль 4 38.8 ± 4.1 22.3 ± 9.1 13 80.6 ± 3.5 58.9 ± 5.1
СК 8 36.5 ± 4.0 2.5 ± 1.4* 4 54.3 ± 0.8** 3.5 ± 1.3***

Примечание. Данные представлены как M ± SEM.
ОЯ – общее число ядер; ИЯ – интерфазные ядра.
*p < 0.05;**p < 0.01;***p < 0.001 по сравнению с контролем.
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тогда как в нашем исследовании эмбрионов кошек 
мы использовали нильский красный. Эти методи-
ческие различия, а также видовая специфика могли 
быть причиной того, что выводы, полученные в на-
шей работе и в исследовании Аардерма с соавтора-
ми (Aardema et al., 2022), различаются.

Несмотря на то что в настоящем исследовании 
мы не обнаружили изменений по общему количе-
ству внутриклеточных липидов после воздействия 
СК in vitro, были выявлены изменения в  степе-
ни их ненасыщенности и Т*, что свидетельствует 
о  проникновении СК в  клетки преимплантаци-
онных эмбрионов домашней кошки. Полученные 
в данной работе результаты хорошо согласуются 
с нашим предыдущим исследованием, в котором 
было показано, что воздействие на ооциты до-
машней кошки в дозах 50–400 мкМ СК в течение 
23–45 ч их дозревания in vitro было достаточным 
для насыщения клеток данной ЖК (Ranneva et al., 
2020). При этом молекулы СК проникли во все ли-
пидные гранулы клеток. Интересно отметить, что 
насыщенная СК снижала степень ненасыщенно-
сти внутриклеточных липидов эмбрионов кошки, 
а воздействие ненасыщенной ЛК в аналогичных 
условиях приводило к обратному эффекту (Око-
труб и др., 2022).

В настоящем исследовании при использовании 
СК в дозе 400 мкМ не было обнаружено ее влияния 
на скорость развития эмбриона, число бластоме-
ров и индекс фрагментации ядер при культивиро-
вании in vitro без криоконсервации. Мы полагаем, 
что доза, использованная в нашем исследовании, 
а также продолжительность воздействия кислоты 
являются оптимальными для эмбрионов домашних 
кошек, и это послужило причиной того, что ско-
рость развития in vitro эмбрионов до криоконсер-
вации не снижалась, несмотря на признаки про-
никновения СК внутрь клеток. В других работах 
оценивали влияние СК на скорость развития эм-
брионов разных видов млекопитающих (Nonogaki 
et al., 1994; Van Hoeck et al., 2011; Pawlak et al., 2020; 
Aardema et al., 2022). По литературным данным, 
СК в дозе 75 мкМ подавляла развитие in vitro эм-
брионов крупного рогатого скота; в  частности, 
было обнаружено меньше клеток в бластоцистах 
и повышение в них уровня апоптоза (Van Hoeck 
et al., 2011), хотя дозировка 25 мкМ не вызывала 
подобных изменений (Aardema et al., 2022). У мы-
шей при использовании дозировок 200–300 мкМ 
темпы развития эмбрионов in vitro существенно 
замедлялись (Nonogaki et al., 1994). Было показа-
но, что воздействие на ооциты свиньи 150 мкМ 
СК во время дозревания in vitro не влияет на по-
следующее развитие полученных из них эмбрионов 
(Pawlak et al., 2020). В совокупности эти исследова-
ния показывают, что СК по-разному влияет на раз-
витие эмбрионов разных видов млекопитающих, 
эффекты её воздействия зависят от используемой 

дозы и видовой специфики исследуемого объекта 
(Nonogaki et al., 1994; Van Hoeck et al., 2011; Pawlak 
et al., 2020; Aardema et al., 2022).

В  нашем исследовании установлено, что Т* 
у  эмбрионов после воздействия СК достоверно 
увеличивается. Это наблюдение находится в пол-
ном соответствии с гипотезой о том, что не толь-
ко общее количество внутриклеточных липидов, 
но и их качественный состав может быть одним из 
ключевых факторов, влияющих на криоустойчи-
вость ооцитов и преимплантационных эмбрионов 
(Amstislavsky et al., 2019). Ранее было показано, что 
качественный и количественный состав ЖК в оо-
цитах и преимплантационных эмбрионах специфи-
чен для разных видов млекопитающих (Amstislavsky 
et al., 2019). Более того, в исследовании на людях 
было показано, что ооциты и эмбрионы высоко-
го качества содержат больше ненасыщенных ЖК 
и меньше насыщенных ЖК по сравнению с оо-
цитами и  эмбрионами более низкого качества 
(Haggarty et  al., 2006). Настоящее исследование 
показывает, что воздействие СК во время культи-
вирования in vitro изменяет состав внутриклеточ-
ных липидов в сторону их большей насыщенно-
сти, что может повлиять на эффективность кри-
оконсервации эмбрионов. Этот результат хорошо 
согласуется с нашими недавно опубликованными 

б в
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Рис. 2. Стадии развития эмбрионов домашней кош-
ки (Felis silvestris catus) после 66 ч культивирования 
in vitro без (а, в) или со стеариновой кислотой –СК 
(г, д): ранние морулы (а, б) и поздние морулы (г, д); 
окрашивание DAPI и флуоресцентная микроскопия. 
Белые стрелки – фрагментации, стрелки пункти-
ром – сперматозоиды. Шкала – 50 мкм.
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наблюдениями о более высокой степени ненасы-
щенности внутриклеточных липидов и улучшении 
эффективности криоконсервации эмбрионов до-
машних кошек после обратного воздействия – их 
культивирования in vitro c ненасыщенной ЛК (Око-
труб и др., 2022).

В нашем исследовании СК действительно нега-
тивно повлияла на эффективность криоконсерва-
ции эмбрионов домашней кошки. Данный резуль-
тат согласуется с более ранней работой, в которой 
показано, что дозревание in vitro ооцитов крупно-
го рогатого скота с добавлением СК и последую-
щее их оплодотворение приводило к получению 
бластоцист низкого качества с повышенной кри-
очувствительностью (Shehab-El-Deen et al., 2009). 
В более поздней работе подтвердили, что культи-
вирование in vitro эмбрионов крупного рогатого 
скота в течение пяти дней в среде с добавлением 
СК также значительно снижало их криоустойчи-
вость (Aardema et al., 2022). Одним из признаков 
разрушения эмбриона является наличие ядерных 
фрагментов, которые обусловлены клеточным 

апоптозом (Cecchele et al., 2022). В нашем иссле-
довании индекс фрагментации ядер эмбрионов, 
подвергшихся воздействию СК в процессе куль-
тивирования in vitro, был значительно выше по 
сравнению с контролем после криоконсервации. 
Наблюдали практически полную гибель всех от-
таянных эмбрионов, культивированных in vitro 
в присутствии СК в течение 66 ч до криоконсер-
вации. Такой негативный эффект можно объяс-
нить тем, что после накопления эмбриональными 
клетками насыщенных ЖК значительно возраста-
ет Т*. Высокая температура начала фазового пере-
хода внутриклеточных липидов рассматривается 
как фактор повреждения клеток при их охлажде-
нии ниже физиологического оптимума, но выше 
точки замерзания (Zeron et al., 2002; Amstislavsky 
et al., 2019). Согласно данным, полученным с по-
мощью спектроскопии КРС, в процессе замора-
живания насыщенные ЖК в упорядоченной фазе 
имеют тенденцию распределяться на периферии 
липидных гранул (Okotrub et al., 2021). Гипотети-
чески избыточное распределение упорядоченных 
липидов вблизи поверхности ЛГ может влиять на 
фазовое состояние и функциональные свойства 
поверхностного монослоя, окружающего ядро ЛГ, 
поскольку ненасыщенные липиды остаются за-
ключенными в центре данных структур и не имеют 
доступа к периферии (Okotrub et al., 2021). Более 
того, после оттаивания клеток до физиологических 
температур некоторые насыщенные липиды оста-
ются в упорядоченном конформационном состоя-
нии (Okotrub et al., 2021), что, вероятно, оказывает 
пагубное влияние на дальнейшее развитие эмбри-
онов. Если предположить, что в норме при физио-
логических температурах внутриклеточные липиды 
должны находиться в неупорядоченном фазовом 
состоянии для участия в биологических процессах, 
то молекулы в упорядоченном конформационном 
состоянии в физиологических условиях могут эти 
процессы нарушать.

Возможно, воздействие ЖК in vitro также может 
влиять на преимплантационные эмбрионы через 
эпигенетические механизмы. Существует предпо-
ложение, что воздействие различных ЖК in vitro 
может влиять на уровень экспрессии генов и ме-
тилирования ДНК в ооцитах, в клетках кумулюса 
и преимплантационных эмбрионов (Desmet et al., 
2016; Barrera et al., 2018; Pawlak et al., 2020; Ohata 
et al., 2021). В частности, культивирование in vitro 
эмбрионов в среде с добавлением смеси 425 мкМ 
неэтерифицированных ЖК, содержащей 75 мкМ 
СК, 150 мкМ ПК и 200 мкМ ОК, приводило к изме-
нению метилирования ДНК в клетках 7.5-дневных 
бластоцист крупного рогатого скота (Desmet et al., 
2016). Использование раствора для отогрева, содер-
жащего 1% липидный концентрат, в том числе СК, 
приводило к повышению экспрессии генов Acaa2 
и Hadha у эмбрионов мышей (Ohata et al., 2021). 
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Рис. 3. Влияние стеариновой кислоты (СК) на сте-
пень ненасыщенности липидов (вверху) и Т* (внизу) 
в клетках преимплантационных эмбрионов домаш-
ней кошки (Felis silvestris catus). Данные представле-
ны как M ± SEM. Каждая точка соответствует од-
ному эмбриону. *p < 0.05; ***p < 0.001 по сравнению 
с контролем.
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Рис. 5. Поздние морулы домашней кошки (Felis silvestris catus) после замораживания-оттаивания и последующего 
культивирования in vitro в течение 30 ч (общее время – 96 ч): контрольная (а) и СК (б) группы; окрашивание DAPI. 
Стрелки указывают на фрагментированные ядра. Шкала – 50 мкм.
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Рис. 4. Интенсивность флуоресценции эмбрионов домашней кошки (Felis silvestris catus), окрашенных нильским 
красным, через 66 ч культивирования in vitro без и со стеариновой кислотой (СК). а – число фотонов (Me [Q1; 
Q3]), каждая точка соответствует одному эмбриону; б, в‑репрезентативные оптические срезы КЛСМ эмбрионов 
домашней кошки, окрашенных нильским красным. б – без СК; в‑с СК. Шкала – 50 мкм.
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Кроме того, в  ооцитах овец, которые дозревали 
in vitro в среде с добавлением делипидированной 
сыворотки и затем витрифицировали, наблюдали 
повышенную экспрессию маркеров стресса эндо-
плазматического ретикулума: генов Atf4, Atf6, Grp78 
и Chop10; эти изменения могут влиять и на мета-
болизм липидов (Barrera et al., 2018). Экспрессия 
генов Acaca, Scd, Plin2, Fads1 и Fads2 повышалась 
в кумулюсных клетках и ооцитах свиньи после воз-
действия ЖК (Pawlak et al., 2020). Можно предполо-
жить, что воздействие СК на преимплантационные 
эмбрионы кошек in vitro вызывает изменения в экс-
прессии генов, связанных с криочувствительностью 
клеток, что может приводить к низкой криоустой-
чивости эмбрионов после воздействия СК.

Ранее с  помощью спектроскопии КРС было 
установлено, что добавление ненасыщенной ЛК 
в  культуральную среду приводит к  увеличению 
степени ненасыщенности липидов в преимплан-
тационных эмбрионах домашней кошки (Окотруб 
и др., 2022). Эти изменения приводили к сниже-
нию Т*, что положительно отражалось на крио-
устойчивости эмбрионов (Окотруб и  др., 2022). 
Напротив, как показало представляемое в данной 
статье исследование, добавление в культуральную 
среду насыщенной СК приводит к значительному 
снижению степени ненасыщенности липидов без 
изменения общего их содержания, что в свою оче-
редь, в полном соответствии с нашей гипотезой, 
приводит к увеличению Т* и, следовательно, к низ-
кой эффективности криоконсервации эмбрионов. 
Таким образом, настоящее исследование вместе 

с нашим предыдущим результатом (Окотруб и др., 
2022) подтверждают гипотезу о том, что степень не-
насыщенности внутриклеточных липидов играет 
важную роль в криочувствительности эмбрионов 
домашних кошек.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши результаты свидетельствуют о  том, что 
культивирование in vitro эмбрионов домашней 
кошки с добавлением стеариновой кислоты при-
вело к уменьшению степени ненасыщенности вну-
триклеточных липидов, но не повлияло на их об-
щее количество и скорость развития эмбрионов до 
криоконсервации. Тем не менее снижение степени 
ненасыщенности липидов привело к значительно-
му увеличению температуры начала фазового пе-
рехода липидов и подавлению последующего раз-
вития эмбрионов in vitro после криоконсервации. 
Вместе с  нашими более ранними результатами 
по воздействию in vitro ненасыщенной линолевой 
кислоты на эмбрионы домашних кошек эта работа 
демонстрирует роль липидного состава в криото-
лерантности эмбрионов домашней кошки и под-
тверждает взаимосвязь между T*, степенью не-
насыщенности липидов и эффективностью кри-
оконсервации. Эти результаты важны для выбора 
способа сохранения генетических ресурсов тех ви-
дов млекопитающих, ооциты и эмбрионы которых 
отличаются высоким содержанием внутриклеточ-
ных липидов. Речь идет о некоторых сельскохозяй-
ственных животных, в частности о свиньях, а так-
же о представителях отряда хищных, к которому 
относятся редкие и исчезающие виды кошачьих.
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КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы данной работы заявляют, что у них нет 
конфликта интересов.

Таблица 3. Влияние стеариновой кислоты (СК) при 
культивировании in vitro на развитие эмбрионов до-
машней кошки (Felis silvestris catus) и фрагментацию 
ядер после криоконсервации

Параметры
Группы1

Контроль СК

Число эмбрионов 18 13
Неразвивающиеся (%) 1 (5.6) 0 (0)
Дробящиеся (%) 0 (0) 1 (7.7)
Морулы (%) 4 (22.2) 8 (61.5)*

Поздние морулы (%) 13 (72) 4 (30.7)*

ИФ2 23.8
[12; 42.9]

97.7 
[90.6; 100]***

Примечание. 1Общее число использованных самок – 49. 
Число повторов – пять. Эмбрионы были случайным обра-
зом распределены между группами.
2Данные по индексу фрагментации (ИФ) представлены 
в виде Me [Q1; Q3] для эмбрионов контрольной и СК-груп-
пы (n = 17 и n = 12 соответственно).
*p < 0.05;***p < 0.001 по сравнению с контролем.
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Effects of Stearic Acid on the Cryotolerance of the 
Domestic Cat (Felis silvestris catus) Embryos
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The current work aimed to study the effect of domestic cat (Felis silvestris catus) embryos in vitro exposure 
to saturated stearic acid (SA) and to evaluate how the change in lipid content affects the cryopreservation 
results. The addition of SA to the culture medium did not affect the development of cat embryos in vitro 
before cryopreservation. The total lipid amount in the SA-treated embryos was not changed as well. 
However, the lipid unsaturation degree was lower in embryos after in vitro exposure to SA. Moreover, 
the lipid phase transition onset temperature (T*) was higher in SA-treated embryos as compared with 
controls. These changes of intracellular lipids unsaturation degree and T* were associated with the 
impairment of embryo cryopreservation effectiveness. The results obtained may be of importance for 
the applying Genome Resource Banking concept to the Felinae species.

Keywords: Felidae; in vitro fertilization; early development; in vitro culture; intracellular lipids; fatty acids; 
program freezing; Raman spectroscopy



90

ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ,  2024, № 1,  с.  90–97

УДК 591.512.14:598.28

Внебрачные потомки у пеночки-трещотки 
(Phylloscopus sibilatrix ) в Центральной России

© 2024 г.   М. Я. Горецкая*, @, Ю. С. Белоконь**, М. М. Белоконь**
*Звенигородская биологическая станция, биологический факультет, Московский государственный университет 

им. М. В. Ломоносова, Ленинские горы, д. 1, стр. 12, Москва, 119234 Россия
**Институт общей генетики им. Н. И. Вавилова Российской академии наук,  

ул. Губкина, д. 3, Москва, 119991 Россия
@E-mail: m.goretskaia@gmail.com

Поступила в редакцию 17.01.2023 г.
После доработки 02.03.2023 г.

Принята к публикации 05.03.2023 г.

У воробьиных птиц довольно широко распространены случаи внебрачного отцовства, до 50%. 
Количество внебрачных потомков (EPY) варьирует у разных видов и популяций одного и того 
же вида. Мы исследовали встречаемость EPY у пеночки-трещотки (Phylloscopus sibilatrix) – пти-
цы с политерриториальным поведением. Результаты основаны на анализе генотипов птиц по 
семи ядерным микросателлитным локусам. EPY были обнаружены в 41% гнезд, 16 из 39. Встре-
чаемость EPY составила 25%, т. е. 52 из 212 птенцов. Мы не обнаружили связи между родством 
внутри пары и наличием EPY, также не было выявлено разницы в гетерозиготности и массе тела 
между EPY и птенцами, принадлежащими социальному отцу (WPY). Обсуждаются возможные 
причины возникновения внебрачных отношений.

Ключевые слова: внебрачное отцовство, масса тела, генетическое сходство внутри пары, гетерозигот-
ность, микросателлиты, пеночка-трещотка
DOI: 10.31857/S1026347024010096, EDN: lnnamd

Внебрачное отцовство широко распростра-
нено среди воробьиных птиц (50–60%) (Petrie, 
Kempenaers, 1998; Griffith et al., 2002). Количество 
внебрачных потомков (extra pair young, EPY) до-
вольно сильно варьирует у разных видов и популя-
ций одного и того же вида. Например, у мухолов-
ки-пеструшки Ficedula hypoleuca доля EPY меняется 
от 4% в норвежской до 24% в шведской популяции 
(Gelter, Tegelstrom, 1992). Некоторые виды, напри-
мер лесная завирушка Prunella moduleis, реализуют 
различные стратегии спаривания, от социальной 
моногамии до социальной полиандрии, с разной 
долей внебрачных потомков в каждом из случаев 
(Santos et al., 2015).

Самцы, как правило, получают выгоду от вне-
брачных копуляций (extra pair copulation, EPC), 
увеличивая количество своего потомства, то есть 
повышая свой репродуктивный успех. Причины 
участия в них самок до сих пор до конца не понят-
ны (Griffith et al., 2002; Akçay, Roughgarden, 2007; 
Griffith, Immler, 2009). Так, самки социально-мо-
ногамных видов обычно не получают прямой вы-
годы от EPC (Griffith et al., 2002), а риски, связан-
ные с ними, могут перевешивать гипотетический 

генетический успех. Участие в EPC может приве-
сти к снижению родительской заботы социального 
отца (Albrecht et al., 2006) или повышенному риску 
передачи заболеваний (Forstmeier et al., 2014). Пред-
полагают, что самки могут получать косвенные вы-
годы от внебрачного отцовства (extra pair paternity, 
EPP), так, были предложены несколько объясне-
ний, как правило, дополняющих друг друга. Гипо-
теза “хороших генов” (Good genes) основывается 
на том, что самка может выбирать самца на основе 
показателей, отражающих его хорошее физиоло-
гическое состояние, таких как иммунный статус, 
уровень инвазии паразитов и т. д. (Hasselquist et al., 
1996; Kempenaers et al., 1997; Foerster et al., 2003; 
Møller et al., 2003). Предполагается, что здоровый 
партнер может передать “хорошие” гены, что при-
ведет к высокой степени выживаемости птенцов. 
Другая теория предполагает, что самка ищет со-
вместимые гены, чтобы получить неаддитивные 
генетические преимущества в сочетании материн-
ских и отцовских аллелей (Jennions, Petrie, 2000; 
Tregenza, Wedell, 2000; Neff, Pitcher, 2005). Частным 
случаем этой гипотезы является избегание размно-
жения с близкими родственниками. Следователь-
но, самка в  паре с  родственным самцом может 

ЗООЛОГИЯ



	 Внебрачные потомки у пеночки-трещотки (Phylloscopus sibilatrix)� 91

ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ № 1 2024

с большей вероятностью вступать в EPC с другим 
самцом, обладающим генотипом, наиболее отли-
чающимся от ее собственного, чтобы увеличить 
генетическое разнообразие и выживаемость своих 
потомков. Таким образом будет увеличена инди-
видуальная гетерозиготность ее птенцов. Высокая 
гетерозиготность снижает риск экспрессии рецес-
сивных вредных аллелей и предотвращает другие 
негативные эффекты инбридинга, которые могут 
привести к снижению приспособленности (Keller, 
Waller, 2002). С другой стороны, существуют “неа-
даптивные” модели, объясняющие участие самок 
во внебрачных копуляциях, в них предполагается, 
что EPC может быть побочным продуктом отбора, 
влияющего на поведение самцов (Forstmeier et al., 
2014; Hsu et al., 2015; Nakagawa et al., 2015; Brouwer 
et al., 2017).

В настоящей работе мы исследовали EPY у мел-
ких воробьиных птиц на примере пеночки-тре-
щотки Phylloscopus sibilatrix в Центральной России. 
В этом исследовании мы проверяли частный слу-
чай гипотезы о совместимости генов, а именно: 
влияет ли степень родства партнеров в паре на уро-
вень гетерозиготности внебрачных и брачных по-
томков. Если самки пеночки-трещотки участвуют 
в EPC для увеличения генетического разнообразия 
(гетерозиготности) потомства, то ее EPY должны 
быть более гетерозиготными, чем WPY (within pair 
young). В свою очередь самки, более родственные 
социальному партнеру, должны участвовать в EPC 
чаще, чем неродственные. Также мы тестировали 
гипотезу “хороших генов”, предполагающую, что 
качество потомства увеличивается за счет EPC. Со-
гласно данной гипотезе EPY должны иметь боль-
шую массу тела, чем WPY. Поскольку пол может 
влиять на выживаемость потомства (Pipoly et al., 
2015), мы оценивали пропорцию самцов и самок 
в каждой из групп.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Полевые наблюдения и сбор образцов. Исследо-
вания проводились в лесном массиве на пробной 
площадке площадью 90 га на Звенигородской био-
логической станции им С. Н. Скадовского МГУ, 
Московская область, Россия (55°41′57″N/55.699101, 
36°43′23″E/36.722945) в  течение 7  лет, с  2009 по 
2015 г.

По нашим наблюдениям, пеночка-трещотка 
приступает к размножению в середине мая. Гнезда 
располагает на земле. Средний размер кладки со-
ставляет 5.5 яиц (от 3 до 7), самцы участия в наси-
живании не принимают. Инкубационный период 
длится 12 дней, птенцы обычно покидают гнездо 
через 12–13 дней после вылупления.

Изучено 66 взрослых особей (35 самцов 
и 31 самка) и 212 птенцов из 39 гнезд (28 полных 
семей, в восьми случаях у нас были образцы крови 

только социального отца, а в трех случаях – толь-
ко образцы крови матери). Для анализа старались 
отлавливать всех поющих самцов на исследуемом 
участке. Взрослых самцов отлавливали с помощью 
паутинных сетей на рекламируемых территориях, 
применяя метод звуковых ловушек (воспроизве-
дения песен конспецифика). Самцов и самок так-
же отлавливали на гнездах. Взрослые птицы были 
окольцованы, а также индивидуально помечены ак-
терским гримом. За помеченными самцами по воз-
можности наблюдали на протяжении всего перио-
да размножения от рекламирования территорий до 
выкармливания птенцов. Социальным партнером 
считали самца, поющего регулярно рядом с гнез-
дом и участвующего хотя бы частично в выкармли-
вании птенцов. Птенцов из гнезд окольцовывали 
и взвешивали на 6–11-й день после вылупления. 
Взвешивание проводили с точностью до 0.1 г, ис-
пользуя карманные электронные весы AG532/500. 
У всех птиц отбирали образцы крови (20–50 мкл) 
из плечевой вены. Мышцы от погибших птенцов 
собирали и фиксировали в 70° этаноле.

Генотипирование. Из образцов крови и  тка-
ней, зафиксированных в этаноле, выделяли ДНК 
с помощью наборов Diatom™ DNA Prep 100 (ООО 
“Лаборатория Изоген”, Россия) согласно при-
лагаемой инструкции. Пол птенцов определяли, 
используя праймеры P2 и P8 к участку гена CHD 
(Griffiths et al., 1998). ПЦР-амплификацию прово-
дили с использованием наборов GenePak® PCR 
Core (0.2 мл) (ООО “Лаборатория Изоген”, Рос-
сия). Условия амплификации включали началь-
ную денатурацию при 94 °C в течение 3 мин, затем 
35 циклов: 94 °C в течение 30 с, 50 °C в течение 30 с 
и 72 °C в течение 45 с, с финальной элонгацией при 
72 °C в течение 3 мин. Продукты ПЦР разделяли 
в 2% агарозном геле, окрашивали бромистым эти-
дием и визуализировали в УФ-свете.

Для анализа отцовства мы использовали семь 
ядерных микросателлитных локусов: Ase5, Ase18 
(Richardson et al., 2001); Fhu2 (Primmer et al., 1996); 
Fhy221 (Leder et  al., 2008); Pca3 (Dawson et  al., 
2000); РОСС5, РОСС8 (Bensch et al., 1997). Все ми-
кросателлиты содержали динуклеотидные повто-
ры, за исключением тетрануклеотидного Fhy221. 
ПЦР-амплификацию проводили с использованием 
наборов GenePak® PCR Core при условиях, опи-
санных в соответствующих публикациях. Ампли-
фицированные фрагменты разделяли с помощью 
электрофореза в  6%-м полиакриламидном геле. 
Длину фрагментов определяли путем сравнения 
с маркером длин (плазмида E. сoli pBR322, обра-
ботанная эндонуклеазой рестрикции HpaII) в про-
грамме Photo-Capt (Vilber Lourmat). На основании 
полученных данных составляли таблицы многоло-
кусных генотипов для всех особей.

Анализ генотипических данных. Параметры ге-
нетического разнообразия популяции для выборки 
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взрослых птиц (число аллелей, средняя наблюда-
емая и ожидаемая гетерозиготности, соответствие 
распределения генотипов равновесию Харди  – 
Вайнберга) оценивали при помощи программы 
GenAlEx 6.5 (Peakall, Smouse, 2006, 2012). Для ло-
кусов с отклонением от равновесия Харди – Вай-
нберга в  сторону дефицита гетерозигот частоты 
нуль-аллелей рассчитывали с помощью программ-
ного обеспечения Micro-Checker с использованием 
методов Брукфилда и Чакраборти (Van Oosterhout 
et al., 2004).

Мы рассчитали индивидуальную гетерозигот-
ность (HetZ) (соотношение гетерозиготных ло-
кусов к числу исследованных локусов) по шести 
локусам для всех потомков. Локус POCC5 был ис-
ключен из расчета, поскольку он сцеплен с полом. 
Самки несут только одну Z-хромосому, и поэтому 
генотипы по данному локусу не могут быть ис-
пользованы в подсчете индивидуальной гетерози-
готности. Однако мы использовали данный локус 
при анализе соответствия генотипов родителей 
и птенцов.

Многолокусные генотипы каждой пары роди-
телей и их потомков анализировали на соответ-
ствие, исходя из предположения, что самка, пой-
манная на гнезде, приходится матерью птенцам 
в выводке. Отцовство исключали, если генотипы 
показывали множественные (более чем по одно-
му локусу) несовпадения между потенциальным 
отцом и потомством. Чтобы определить геноти-
пы потенциальных отцов или матерей в  случае 
неполных семей при наличии генотипа соци-
ального партнера, мы использовали программу 
GERUD2.0 (Jones, 2005). Степень генетического 
сходства между социальными партнерами (QGM) 
для 39 пар оценивали, используя алгоритм изме-
рения родства (Queller, Goodnight, 1989), с  по-
мощью компьютерной программы GenAlEx 6.5 
(Peakall, Smouse, 2006, 2012).

Статистический анализ. Мы анализировали дан-
ные с  помощью линейных смешанных моделей 
(LMM) с функцией lme() в пакете nlme (Pinheiro 
et al., 2018) в R4.1.2 (R Core Team, 2021), анализ на-
чинали с полной модели.

Поскольку исследуемые выводки были разного 
возраста, для сравнения всех гнезд мы нормализи-
ровали значение массы тела в каждом выводке, ис-
пользуя процедуру нормализации в Excel.

Для выявления связи между индивидуальной 
гетерозиготностью и отцовством мы использовали 
два типа анализа. В первом варианте предиктором 
(фиксированным фактором) было отцовство  – 
свои дети WPY против чужих EPY. Во втором вари-
анте анализа мы разделили птенцов на три группы: 
1 – WPY из гнезд без EPY, 2 – WPY из гнезд с EPY, 
3 – EPY, в данном случае предиктором была при-
надлежность к группе. Зависимыми переменны-
ми были нормализованная масса тела, индивиду-
альная гетерозиготность и пол птенца. Все модели 
включали год наблюдения, гнездо и номер птицы 
как случайную переменную. Переменные были ис-
ключены из дизайна модели в соответствии с про-
токолом обратного упрощения модели (Zuur et al., 
2009), на каждом этапе проверялась нормальность 
распределения остатков. Для определения связи 
генетического сходства между партнерами с появ-
лением в выводках EPY, мы применяли коэффици-
ент родства (QGM) в паре как зависимую перемен-
ную, отцовство как фиксированный фактор и год 
наблюдения как случайную переменную в моделях 
LMM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Генетическая изменчивость. На основании инди-
видуальных генотипов 66 взрослых птиц были рас-
считаны частоты аллелей микросателлитных локу-
сов и получены параметры генетической изменчи-
вости исследуемой популяции (табл. 1).

Среднее число аллелей на локус составило 12.2 
(от  7 до 21). Средняя наблюдаемая гетерозигот-
ность выбранных локусов составила 0.768 (от 0.667 
до 0.879). Полученные данные свидетельствуют 
о достаточно высоком генетическом разнообразии 
выбранных нами локусов и  их пригодности для 
семейного анализа. В локусах Ase5, Fhu2 и POCC8 
обнаружен незначительный дефицит гетерози-
гот. Проверка этих локусов на наличие в них не-
амплифицируемых аллелей показала, что в локу-
се Ase5 вероятная частота нуль-аллеля от 0.045 до 
0.057, в локусе Fhu2 – от 0.054 до 0.067, а в локусе 
POCC8 – от 0.046 до 0.053. Тем не менее при со-
вместном анализе взрослых птиц и выводков мы 
выявили наличие нуль-аллелей в локусе Ase5 в трех 
семьях, в локусе Fhu2 в двух семьях и не обнаружи-
ли нуль-аллелей в локусе POCC8.

Таблица 1. Параметры генетической изменчивости 
популяции пеночки-трещотки

Локус Na HO HE F

Ase5 12 0.742 0.825 0.100
Ase18 21 0.879 0.922 0.047
Fhu2 11 0.667 0.762 0.125
Fhy221 7 0.712 0.718 0.008
Pca3 9 0.833 0.818 –0.018
POCC8 13 0.773 0.859 0.100
В среднем 12.167 0.768 0.817 0.060
(+SE) (±1.973) (±0.032) (±0.029) (±0.023)

Примечание. Na – число аллелей в локусе; HO – средняя 
наблюдаемая гетерозиготность; HE – средняя ожидаемая ге-
терозиготность; F – индекс фиксации.
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Встречаемость EPY. Согласно данным семейно-
го анализа все птенцы принадлежали выкармли-
вающим их матерям. EPY были обнаружены в 41% 
гнезд, 16 из 39. Встречаемость EPY составила 25%, 
т. е. 52 из 212 птенцов не принадлежали их социаль-
ным отцам. Распределение EPY различалось между 
выводками.

В  четырех выводках были только EPY, так-
же было обнаружено 12  смешанных выводков 
и в 23 выводках птенцы принадлежали социальным 
родителям. Среди всего пула самцов возможный 
отец EPY был определен только в одном случае. 
Это был самец, поющий на территории, прилега-
ющей к территории социального отца. В остальных 
случаях потенциальных внебрачных отцов выявить 
не удалось.

При анализе результатов с применением линей-
ных смешанных моделей (LMM) нами не было об-
наружено значимой связи между коэффициентом 
родства (QGM) партнеров в паре и наличием EPY 
(t = –1.51, p = 0.14, N = 39), хотя коэффициент род-
ства в парах с EPY оказался несколько ниже, чем 
в парах без EPY.

Различия между EPY и WPY. Нами не выявлено 
различий в значениях индивидуальной гетерози-
готности у WPY и EPY (t = –0.6, p = 0.44, N = 212). 
Принадлежность к гнездовой группе также не вли-
яла на гетерозиготность птенцов (t = 0.14, p = 0.88).

Мы не выявили различий в массе тела у WPY 
и EPY (t = 0.56, p = 0.6, N = 212). Принадлежность 
к гнездовой группе также не влияла на массу тела 
птенцов (t = 0.28, p = 0.8).

Соотношение полов во всем потомстве не 
отклонялось от распределения 1: 1 (119 самок 
и  93  самца). Пол не влиял на гетерозиготность 
и массу тела WPY и EPY. Соотношение полов сре-
ди EPY было равным, среди WPY 58% составляли 
самки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами было впервые описано наличие внебрач-
ного отцовства у пеночки-трещотки, обитающей 
в средней полосе России. Процент EPY был доста-
точно велик и составил 25%, причем внебрачные 
потомки были найдены в 41% гнезд. Эти результа-
ты отличаются от исследования, проведенного на 
шведской популяции пеночки-трещотки, где EPY 
не были обнаружены (Gyllensten et al., 1990). По-
скольку самцы данного вида ведут себя сходным 
образом в разных популяциях (Temrin, 1984; Temrin 
et  al., 1997; Горецкая, Гаврилов, 2017), различия 
в результатах можно объяснить применением раз-
ных классов генетических маркеров. Так, шведски-
ми авторами был использован метод фингерприн-
тинга минисателлитной ДНК, который является 
менее эффективным, чем анализ микросателлитов. 

В пользу этого предположения говорит и тот факт, 
что в исследовании тех же авторов на пеночке-вес-
ничке (Ph. trochilus) также не были обнаружены 
внебрачные потомки, хотя в другой популяции это-
го вида была выявлена большая доля (23.5%) EPY 
(Gil et  al., 2007). Другое возможное объяснение 
расхождения данных – это размер выборки. Мы 
проанализировали 39 семей, 212 птенцов, а в ра-
боте Гилленстен с  соавторами (Gyllensten et  al., 
1990) всего проанализировано 13 семей и 56 птен-
цов. Доля EPY и гнезд с ними у пеночки-трещотки 
соответствует показателям, полученным для других 
видов пеночек. Так, у бурой пеночки было выяв-
лено 45% EPY в 59% гнезд (Forstmeier et al., 2002), 
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Рис. 1. Встречаемость EPY в гнездах.

Рис. 2. Коэффициент родства (QGM) между самцом 
и самкой в паре у семей, в которых нет внебрачных 
потомков (0), и у семей с внебрачными потомка-
ми (1). Показаны медиана, максимум и минимум. 
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а у пеночки-веснички 23,5% EPY в 47% гнезд (Gil 
et al., 2007).

Поскольку многие факторы, такие как каче-
ство мест обитания (Ewen et al., 2004; Cassey et al., 
2006), привлекательность самцов (Ellegren et al., 
1996; Griffith et al., 2003) и социальный статус са-
мок (Westerdahl et al., 2000), могут по-разному вли-
ять на выживаемость потомства разного пола, мы 
предполагали получить различия в соотношении 
полов у  птенцов. Однако значимых отклонений 
в соотношении полов в выводках мы не обнаружи-
ли, хотя оно было несколько смещено в сторону са-
мок. Птенцы разного пола не различались по мас-
се тела и индивидуальной гетерозиготности. Такой 
результат можно объяснить стабильными условия-
ми среды, благоприятными для популяции пеноч-
ки-трещотки.

При анализе отцовства из всего пула взрослых 
особей был выявлен только один потенциальный 
отец для EPY. Этот результат противоречит данным 
по большинству видов, у которых были идентифи-
цированы потенциальные отцы (Strohbach et al., 
1998; Canal et al., 2011). Практически все поющие 
самцы пеночки-трещотки были пойманы на иссле-
дуемой территории. Однако в нашем пуле данных 
отсутствовали генотипы, соответствующие отцам 
EPY. Таким образом, можно предположить, что 
самцы, производившие внебрачное потомство, не 
были территориальными. На исследуемом участке 
нами были выявлены нетерриториальные особи 
пеночки-трещотки (Горецкая, Гаврилов, 2017), ко-
торые, возможно, прилетали из неохваченных на-
блюдением участков леса.

Наши данные не подтвердили теорию “хоро-
ших генов” на том уровне, на котором мы могли 
ее проверить. Вес птенцов, который в том числе 
связан с их выживаемостью (Dreiss et al., 2008), не 
отличался у WPY и EPY. Этот вывод не согласу-
ется с результатами, полученными для лазоревки 
Parus caeruleus, EPY которой имели большую массу 
тела, чем WPY (Kempenaers et al., 1997; Charmantier 
et al., 2004, Dreiss et al., 2008). Недавно было вы-
сказано предположение, что EPY лазоревок вылу-
пляются раньше, чем WPY, что можно объяснить 
принудительными копуляциями, происходящими 
до образования пары (Magrath et al., 2009). К сожа-
лению, у нас не было возможности наблюдать за 
порядком откладки яиц. Исходя из сходства в весе 
EPY и WPY можно предположить, что в нашей по-
пуляции внебрачные копуляции могли иметь ме-
сто на протяжении всего периода спаривания. Те-
ория “хороших генов” подтверждена для многих 
видов, например, у лазоревки, варакушки Luscinia 
svecica и  дроздовидной камышевки Acrocephalus 
arundinaceus внебрачные птенцы (EPY) демонстри-
ровали более сильный иммунный ответ, чем птен-
цы, принадлежащие социальному партнеру (WPY) 
(Kempenaers et al., 1997; Sheldon et al., 1997; Johnsen 

et al., 2000; Foerster et al., 2003). Однако прямых 
доказательств того, что птенцы, рожденные от бо-
лее здоровых отцов, наследуют их характеристики, 
не получено (Edly-Wright et al., 2007). Кроме того, 
выживаемость птенцов также зависит от внешних 
факторов, которые могут нивелировать воздей-
ствие генотипа (Arct et al., 2013).

Наши данные также не подтверждают гипотезу 
“совместимых генов”, так как индивидуальная ге-
терозиготность EPY в нашей популяции не выше, 
чем WPY. Генетическое сходство между птицами 
в паре также существенно не отличалось в семьях 
с EPY и без них. Положительная связь между уров-
нем гетерозиготности и выживаемостью птенцов 
была продемонстрирована у  некоторых видов. 
Так, у лазоревки EPY не только имели большую 
массу тела (Dreiss et al., 2008), но лучше и раньше 
оперялись, чем их сибсы (Kempenaers et al., 1997; 
Charmantier et al., 2004). Сходные данные получены 
и для тростниковой овсянки Emberiza shouniculus 
(Suter et al., 2007). Однако в других исследованиях 
не удалось найти связи между внебрачным отцов-
ством и гетерозиготностью потомков. Например, 
по данным Кливен с соавторами WPY и EPY трост-
никовой овсянки имели одинаковый уровень гете-
розиготности (Kleven et al., 2005), а WPY варакуш-
ки имели даже более высокий уровень гетерози-
готности, чем EPY (Fossoy et al., 2007). В одном из 
метаанализов (Akçay, Roughgarden, 2007) не было 
обнаружено значительной связи между степенью 
родства социальных партнеров и  вероятностью 
появления EPY. Напротив, в недавнем метаанализе 
(Arct et al., 2015) была обнаружена положительная 
связь между появлением EPY и степенью родства 
между социальными партнерами. Поскольку наши 
результаты основаны только на данных по шести 
микросателлитным локусам, их может быть недо-
статочно для проведения подобного сравнения. 
С другой стороны, метаанализ Аркт с соавторами 
(Arct et al., 2015) показал, что количество исполь-
зованных микросателлитных локусов не оказывает 
влияния на оценку уровня гетерозиготности.

Наши результаты согласуются с  альтернатив-
ной гипотезой о том, что EPC являются результа-
том отбора на демонстрационное поведение сам-
цов (Forstmeier et al., 2014, Hsu et al., 2015, Nakagawa 
et al., 2015, Brouwer et al., 2017). Известно, что самцы 
пеночки-трещотки продолжают активно петь после 
образования пары и даже демонстрируют политер-
риториальное поведение. Они поют на второсте-
пенных территориях (от 150 до 1400 м от первой) 
для привлечения дополнительных самок, пока их 
самка насиживает яйца (Temrin, 1984; Temrin et al., 
1997). Кроме того, по нашим неопубликованным 
данным, полученным с помощью радиотрекинга, 
самцы посещают гнезда соседей по поселению на 
разных стадиях гнездового цикла. Мы полагаем, что 
такое поведение самцов на стадии формирования 
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пар может способствовать EPC. Например, самцы 
лазоревки, совершавшие набеги по чужим гнездам, 
с большей вероятностью производили внебрачных 
потомков, чем самцы, которые держались вблизи 
социального партнера (Schlicht et al., 2015). Таким 
образом, участие в EPC может быть побочным про-
дуктом отбора на рекламное поведения самцов, ко-
торое приводит к снижению охраны самки. Этим 
в свою очередь могут пользоваться нетерриториаль-
ные самцы, присутствующие в избытке.

БЛАГОДАРНОСТИ

Авторы выражают благодарность В. Н. Москален-
ко и всем студентам, принимавшим участие в отловах 
и наблюдениях за птицами в рамках студенческих са-
мостоятельных работ на ЗБС с 2010 по 2015 г.

Работа выполнена в рамках Государственного за-
дания, части 2 п. 01 10 (тема № 121032300103-6).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Горецкая М.Я., Гаврилов В.В. Численность и  терри-
ториальная структура популяции пеночки-тре-
щотки (Phylloscopus sibilatrix) на Звенигородской 
биостанции МГУ за 2000–2016 гг.  // Динамика 
численности птиц в наземных ландшафтах. 2017. 
С. 204–206.

Akçay E., Roughgarden J. Extra-pair paternity in birds: Re-
view of the genetic benefits // Evol. Ecol. Res. 2007. 
V. 9. P. 855–868. �  
https://repository.upenn.edu/biology_papers/12

Albrecht T., Kreisinger.J, Piálek J. The strength of direct 
selection against female promiscuity is associated with 
rates of extrapair fertilizations in socially monoga-
mous songbirds // Am. Nat. 2006. V. 167. P. 739–744. 
https://doi.org/10.1086/502633

Arct A., Drobniak S.M., Podmokła E., Gustafson L., 
Cichoń M. Benefits of extra-pair mating may depend 
on environmental conditions – an experimental study 
in the Blue Tit (Cyanistes caeruleus) // Behav. Ecol. 
Sociobiol. 2013. V. 67. P. 1809–1815. �  
https://doi.org/10.1007/s00265-013-1588-4

Arct A., Drobniak S.M., Cichoń M. Genetic similarity between 
mates predicts extrapair paternity – a meta-analysis of 
bird studies // Behav. Ecol. 2015. V. 26. P. 959–968. �  
https://doi.org/10.1093/beheco/arv004

Bensch S., Price T., Kohn J. Isolation and characterization 
of microsatellite loci in a Phylloscopus warbler // Mol. 
Ecol. 1997. V. 6. P. 91–92. �  
https://doi.org/10.1046/j.1365-294X.1997.00150.x

Brouwer L., van de Pol M., Aranzamendi N.H., Bain G., 
Baldassarre D.T., Brooker L.C., Brooker M.G., Co-
lombelli-Négrel D., Enbody E., Gielow K., Hall M.L., 
Johnson A.E., Karubian J., Kingma S.A., Kleindorf-
er S., Louter M., Mulder R.A., Peters A., Pruett-Jones 
S., Tarvin K.A., Thrasher D.J., Varian-Ramos C.W., 

Webster M.S., Cockburn A. Multiple hypotheses explain 
variation in extra-pair paternity at different levels in a 
single bird family // Mol. Ecol. 2017 (published online).  
https://doi.org/https://doi.org/10.1111/mec.14385

Cassey P., Ewen J.G., Møller A.P. Revised evidence for fac-
ultative sex ratio adjustment in birds: a correction // 
Proc. Biol. Sci. 2006. V. 273. P. 3129–3130. �  
https://doi.org/10.1098/rspb.2006.3628

Canal D., Potti J.A., Davilla J. Male phenotype predicts 
extra-pair paternity in Pied Flycatchers // Behav. 2011. 
V. 148. P. 691–712. �  
https://doi.org/10.1163/000579511X573917

Charmantier A., Blondel J., Perret P., Lambrechts M.M. 
Do extra-pair paternities provide genetic benefits for 
female Blue Tits Parus caeruleus? // J. Avian. Biol. 
2004. V. 35. P. 524–532. �  
https://doi.org/10.2307/3677557

Dawson D.A., Hanotte O., Greig C., Stewart I.R., Burke T. 
Polymorphic microsatellites in the Blue Tit Parus 
caeruleus and their cross-species utility in 20 song-
bird families // Mol. Ecol. 2000. V. 9. P. 1941–1944. 
https://doi.org/10.1046/j.1365-294x.2000.01094-14.x

Dreiss A.N., Navarro C., De Lope F., Møller A.P. Effects of an 
immune challenge on multiple components of song dis-
play in Barn Swallows Hirundo rustica: implications for 
sexual selection // Ethology 2008. V. 114. P. 955–964. �  
https://doi.org/10.1111/J.1439-0310.2008.01546.X

Edly-Wright C., Schwagmeyer P.L., Parker P.G., Mock D.W. 
Genetic similarity of mates, offspring health and ex-
trapair fertilization in House Sparrows // Anim. Be-
hav. 2007. V. 73. P. 367–378. �  
https://doi.org/10.1016/j.anbehav.2006.08.008

Ellegren H., Gustafsson L., Sheldon B.C. Sex ratio adjust-
ment in relation to paternal attractiveness in a wild 
bird population // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1996. 
V. 93. P. 11723–11728. �  
https://doi.org/10.1073/pnas.93.21.11723

Ewen J.G., Cassey P., Møller A.P. Facultative primary sex ra-
tio variation: a lack of evidence in birds // Proc. R. Soc. 
Lond. B. Biol. Sci. 2004. V. 271. P. 1277–1282. �  
https://doi.org/10.1098/rspb.2004.2735

Foerster K., Delhey K., Johnsen A., Lifjeld J.T., Kempen-
aers B. Females increase offspring heterozygosity and 
fitness through extra-pair matings // Nature. 2003. 
V. 425. P. 714–717. �  
https://doi.org/10.1038/nature01969

Forstmeier W., Kempenaers B., Meyer A., Leisler B. A nov-
el song parameter correlates with extra-pair paternity 
and reflects male longevity // Proc. R. Soc. B. Biol. 
Sci. 2002. V. 269. P. 1479–1485. �  
https://doi.org/10.1098/rspb.2002.2039

Forstmeier W., Nakagawa S., Griffith S.C., Kempenaers B. 
Female extra-pair mating: adaptation or genetic con-
straint? // Trends Ecol. Evol. 2014. V. 29. P. 456–464. 
https://doi.org/10.1016/j.tree.2014.05.005

Fossøy F., Johnsen A., Lifjeld J.T. Multiple genetic bene-
fits of female promiscuity in a socially monogamous 



96	 ГОРЕЦКАЯ  и др.

ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ № 1 2024

passerine // Evolution (N. Y.). 2007. V. 62. P. 145–
156. https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.2007.00284.x

Gelter H.P., Tegelström H. High frequency of extra-pair 
paternity in Swedish Pied Flycatchers revealed by al-
lozyme electrophoresis and DNA fingerprinting // Be-
hav. Ecol. Sociobiol. 1992. V. 31. P. 1–7. �  
https://doi.org/10.1007/BF00167810

Gil D., Slater P.J.B., Graves J.А. Extra-pair paternity and 
song characteristics in the Willow Warbler Phylloscop-
us trochilus // J. Avian Biol. 2007. V. 38. P. 291–297. 
https://doi.org/10.1111/j.2007.0908-8857.03868.x

Griffiths R., Double M.C., Orr K., Dawson R.J.G. A DNA 
test to sex most birds // Molecular Ecology. 1998. V. 7. 
P. 1071–1075.

Griffith S.C., Immler S. Female infidelity and genetic com-
patibility in birds: the role of the genetically loaded 
raffle in understanding the function of extra-pair pa-
ternity // J. Avian Biol. 2009. V. 40. P. 97–101. �  
https://doi.org/10.1111/j.1600-048X.2009.04562.x

Griffith S.C., Ornborg J., Russell A.F., Andersson S., Shel-
don B.C. Correlations between ultraviolet coloration, 
overwinter survival and offspring sex ratio in the blue 
tit // J. Evol. Biol. 2003. V. 16. P. 1045–1054. �  
https://doi.org/10.1046/j.1420-9101.2003.00550.x.

Griffith S.C., Owens I.P.F., Thuman K.A. Extra pair paterni-
ty in birds: a review of interspecific variation and adap-
tive function // Mol. Ecol. 2002. V. 11. P. 2195–2212. 
https://doi.org/10.1046/j.1365-294X.2002.01613.x

Gyllensten U.B., Jakobsson S., Temrin H. No evidence for 
illegitimate young in monogamous and polygynous 
warblers // Lett. To Nat. 1990. V. 346. P. 183–187. 
https://doi.org/10.1038/343168a0

Hasselquist D., Bensch S., von Schantz T. Correlation be-
tween male song repertoire, extra-pair paternity and 
offspring survival in the great reed warbler // Nature 
1996. V. 381. P. 229–232. �  
https://doi.org/10.1038/381229a0

Hsu Y-H., Schroeder J., Winney I., Burke T., Nakagawa S. 
Are extra-pair males different from cuckolded males? 
A case study and a meta-analytic examination // Mol. 
Ecol. 2015. V. 24. P. 1558–1571. �  
https://doi.org/10.1111/mec.13124

Jones A.G. GERUD2.0: a computer program foe the re-
construction of parental genotypes from half-sib prog-
eny arrays with known or unknown parents // Mol. 
Ecol. Notes. 2005. V. 5. P. 708–711. �  
https://doi.org/10.1111/j.1471-8286.2005.01029.x

Jennions M.D., Petrie M. Why do females mate multiply? 
A review of the genetic benefits // Biol Rev. 2000. V. 
75. P. 21–64. �  
https://doi.org/10.1017/S0006323199005423

Johnsen A., Andersen V., Sunding C., Lifjeld J.T. Female 
Bluethroats enhance offspring immunocompetence 
through extra-pair copulations  // Nature. 2000. 
V. 406. P. 296–299. �  
https://doi.org/.1038/35018556

Kempenaers B., Verheyen G.R., Dhondi A.A. Extrapa-
ir paternity in the Blue Tit (Parus caeruleus): female 
choice, male charateristics, and offspring quality // 
Behav. Ecol. 1997. V. 8. P. 481–492. �  
https://doi.org/10.1093/beheco/8.5.481

Keller L.F., Waller D.M. Inbreeding effects in wild popu-
lations // Trends Ecol. Evol. 2002. V. 17. P. 230–241. 
https://doi.org/10.1016/S0169-5347(02)02489-8

Kleven O., Lifjeld J.T. No evidence for increased offspring 
heterozygosity from extrapair mating in the Reed 
Bunting (Emberiza schoeniclus) // Behav. Ecol. 2005. 
V. 16. P. 561–565. �  
https://doi.org/10.1093/beheco/ari027

Leder E.H., Karaiskou N., Primmer C.R. Seventy new mi-
crosatellites for the Pied Flycatcher, Ficedula hypoleu-
ca and amplification in other passerine birds // Mol. 
Ecol. Resour. 2008. V. 8. P. 874–880. �  
https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2008.02096.x

Magrath M.J.L., Vedder O., van der Velde M., Komdeur J. 
Maternal effects contribute to the superior perfor-
mance of extra-pair offspring  // Curr. Biol. 2009. 
V. 19. P. 792–797. �  
https://doi.org/10.1016/j.cub.2009.03.068

Møller A.P., Erritzøe J. Climate, body condition and spleen 
size in bird // Oecologia. 2003. V. 137. P. 621–626. �  
https://doi.org/10.1007/s00442-003-1378-1

Nakagawa S., Schroeder J., Burke T. Sugar-free extrapair 
mating: a comment on Arct et al. // Behav. Ecol. 2015. 
V. 26. P. 971–972. �  
https://doi.org/10.1093/BEHECO/ARV041

Neff B.D., Pitcher T.E. Genetic quality and sexual selec-
tion: an integrated framework for good genes and 
compatible genes // Mol Ecol. 2005. V. 14. P. 19–38. 
https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2004.02395.x

Peakall R., Smouse P.E. GENALEX 6: genetic analy-
sis in Excel. Population genetic software for teach-
ing and research // Mol. Ecol. Notes. 2006. V. 6. 
P. 288–295. �  
https://doi.org/10.1111/j.1471-8286.2005.01155.x

Peakall R., Smouse P.E. GenAlEx 6.5: genetic analysis in 
Excel. Population genetic software for teaching and 
research-an update  // Bioinformatics 2012. V. 28. 
P. 2537–2539. �  
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bts460

Petrie M., Kempenaers B. Extra-pair paternity in birds: ex-
plaining variation between species and populations // 
Trends Ecol. Evol. 1998. V. 13. P. 52–58. �  
https://doi.org/10.1016/S0169-5347(97)01232-9

Pinheiro J., Bates D., DebRoy S., Sarkar D. R Core Team. 
Nlme: linear and nonlinear mixed effects models. R 
package version 3.1–137, 2018. �  
https://CRAN.R-project.org/package=nlme

Pipoly I., Bókony V., Kirkpatrick M., Donald P.F., Széke-
ly T., Liker A. The genetic sex-determination system 
predicts adult sex ratios in tetrapods // Nature. 2015. 
V. 527. P. 91–94.



	 Внебрачные потомки у пеночки-трещотки (Phylloscopus sibilatrix)� 97

ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ № 1 2024

Primmer C., Møller A., Ellegren H. New microsatellites 
from the Pied Flycatcher Ficedula hypoleuca and the 
Swallow Hirundo rustica genomes // Hereditas 1996. 
V. 124. P. 281–284. �  
https://doi.org/10.1038/nature15380

Richardson D.S., Jury F.L., Blaakmeer K., Komdeur J., Burke 
T. Parentage assignment and extra-group paternity in a 
cooperative breeder: The Seychelles Warbler (Acrocepha-
lus sechellensis) // Mol. Ecol. 2001. V. 10. P. 2263–2273. 
https://doi.org/10.1046/j.0962-1083.2001.01355.x

R Core Team. R: A language and environment for statisti-
cal computing. R Foundation for Statistical Comput-
ing // Vienna, Austria. 2021. �  
URL https://www.R-project.org/

Queller D.C., Goodnight K.F. Estimating relatedness using 
molecular markers // Evolution. 1989. V. 43. P. 258–275.  
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.1989.tb04226.x

Santos E.S.A., Santos L.L.S., Lagisz M., Nakagawa S. Con-
flict and cooperation over sex: the consequences of so-
cial and genetic polyandry for reproductive success in 
Dunnocks // J Anim. Ecol. 2015. V. 84. P. 1509–1519.  
https://doi.org/10.1111/1365–2656.12432

Sheldon B.C., Merilo J., Qvarnstrom A., Gustafsson L., El-
legren H. Paternal genetic contribution to offspring 
condition predicted by size of male secondary sexual 
character // Proc. R. Soc. B. Biol. Sci. 1997. V. 264. 
P. 297–302. �  
https://doi.org/10.1098/rspb.1997.0042

Schlicht L., M. Valcu, B. Kempenaers B. Male extraterri-
torial behaviour predicts extrapair paternity pattern 
in blue tits, Cyanistes caeruleus // Behav. Ecol. 2015. 
V. 26. P. 1404–1413.

Suter S.M., Keiser M., Feignoux R., Meyer D.R. Reed 
Bunting females increase fitness through extra-pair 

mating with genetically dissimilar males  // Proc. 
R. Soc. B. Biol. Sci. 2007. V. 274. P.  2865–2871. 
https://doi.org/10.1098/rspb.2007.0799

Strohbach S., Curio E., Bathen A., Epplen J.T., Lubjuhn T. 
Extra-pair paternity in the great tit (Parus major): 
a test of the “good genes” hypothesis // Behav. Ecol. 
1998. V. 9. P. 388–396.

Temrin H., Brodin A., Åkerström O., Stenius S. Parental 
investment in monogamous pairs of Wood Warblers 
(Phylloscopus sibilatrix) // J. Ornithol. 1997. V. 138. 
P. 93–101. �  
https://doi.org/10.1007/BF01651655

Temrin H. Why are some Wood Warbler (Phylloscopus sib-
ilatrix) males polyterritorial // Ann. Zool. Fennici. 
1984. V. 21. P. 243–247.

Tregenza T., Wedell N. Genetic compatibility, mate choice 
and patterns of parentage: invited review // Mol. Ecol. 
2000. V. 9. P. 1013–1027. �  
https://doi.org/10.1046/j.1365-294x.2000.00964.x

Van Oosterhout C., Hutchinson W.F., Wills D.P.M., Shipley 
P. Micro-checker: software for identifying and correct-
ing genotyping errors in microsatellite data // Mol. 
Ecol. Notes 2004. V. 4. P. 535–538. �  
https://doi.org/10.1111/j.1471–8286.2004.00684.x

Zuur A.F., Ieno E.N., Walker N.J., Saveliev A.A., 
Smith G.M. Mixed effects models and extensions in 
ecology with R. Springer, 2009. 574 p. �  
https://doi.org/10.18637/jss.v032.b01

Westerdahl H., Bensch S., Hansson B., Hasselquist D., von 
Schantz T. Brood sex ratios, female harem status and 
resources for nestling provisioning in the great reed 
warbler (Acrocephalus arundinaceus) // Behav. Ecol. 
Sociobiol. 2000. V. 47. P. 312–318. �  
https://doi.org/10.1007/s002650050671

Extra-pair paternity in the Wood Warbler (Phylloscopus sibilatrix) in Central Russia
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Extra-pair paternity is widespread in passerine birds. The number of extra-pair young (EPY) varies 
among different species and populations of the same species. We tested if it is a case for a small passerine 
bird with poly-territorial behaviour, the Wood Warbler (Phylloscopus sibilatrix). The results are based on 
the microsatellite analysis of seven loci and revealed a high level of EPY in Central Russia population of 
Wood Warbler (EPY in 41% of all nests, 16 of 39 nests; 25% of all young were EPY, 52 of 212 young). We 
did not find relationship between relatedness among mates in the pair and the presence of EPY. There 
was no difference in heterozygosity and body mass between EPY and within pair young (WPY). Possible 
causes of extra-pair paternity are discussed.

Keywords: Extra-pair paternity, body mass, mate relatedness, heterozygosity, microsatellites, Wood 
Warbler
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Исследовали численность, биомассу и влияние на зоопланктон гребневика Mnemiopsis leidyi 
в глубоководных районах Черного моря в октябре 2019 г. При численности гребневика, ва-
рьирующей от 16 до 38 экз. м–2, его биомасса в открытом море изменялась от 100 до 200 г м–2 
и была сравнительно выше на северо-западной периферии восточного циклонического круго-
ворота. Несмотря на доминирование в популяции крупных особей (≥ 30 мм), активность их 
размножения была крайне слабой. Удельный суточный рацион достигал 4–13% углерода тела 
взрослых и ювенильных особей соответственно, и превышал минимальные потребности греб-
невика в пище. Ежесуточное потребление им трех видов копепод (Acartia spp., Calanus euxinus, 
Oithona davisae) приближалось к 4.5–11% их биомассы, но было менее 1.6% для аппендикулярии 
Oikopleura (Vexillaria) dioica. Потери всего зоопланктона за счет хищничества гребневика M. leidyi 
находились в пределах 2–4% от биомассы потенциальных жертв.

Ключевые слова: Черное море, Mnemiopsis leidyi, копеподы, пищевой спектр, суточный рацион, пище-
вые потребности
DOI: 10.31857/S1026347024010104, EDN: lnlgnn

Будучи обязательным компонентом морских пе-
лагических экосистем, хищный желетелый макро-
зоопланктон является важным элементом струк-
турно-функциональной организации сообществ, 
основным трофическим конкурентом рыб-план-
ктофагов, а  также потребителем их икры и  ли-
чинок. Из-за конкуренции и  внешних условий 
популяции желетелых ежегодно развиваются не-
одинаково, чаще образуя максимумы обилия с при-
близительной периодичностью в 20 лет (Condon 
et al., 2013). В немалой степени экспансии желете-
лых способствует эвтрофикация, сокращение по-
пуляций рыб, активное судоходство и изменение 
климата (Purcell et al., 2007). При этом “каскадные 
эффекты”ˮ могут качественно и  количественно 
изменять нативные экосистемы (Vinogradov et al., 
1999; Dinasquet et al., 2012).

Гребневик Mnemiopsis leidyi A. Agassiz, 1865, все-
лившийся в Черное море в 1980-х гг., к настоящему 
времени прочно вошел как компонент экосисте-
мы во все южные (Черное, Азовское, Каспийское, 
Мраморное, Средиземное), а также некоторые за-
падные (Северное и Балтийское) моря (Vinogradov 

et al., 1989; Studenikina et al., 1991; Ivanov et al., 2000; 
Shiganova et al., 2001, 2019; Javidpour et al., 2006; 
Boersma et al., 2007; Ghabooli et al., 2011). Быстрое 
освоение новых мест обитания свидетельствует, 
с одной стороны, о резко возросших рисках эко-
логической интервенции, с другой – об экологи-
ческом оппортунизме данного вида, способного 
адаптироваться к  крайне широким колебаниям 
биотических и абиотических условий.

С  проникновением в  Черное море в  1997–
1998 гг. гребневика Beroe ovata Bruguière, 1789 
(Konsulov, Kamburska, 1998), питающегося исклю-
чительно гребневиками-планктофагами, биомас-
са M. leidyi сократилась в глубоководных районах 
в  среднем с  300–500 до ~50  г м–2 (Kideys, 2002, 
Mutlu, 2009). На внешнем шельфе Севастополь-
ской бухты она составляла в июне – августе 2002–
2019 гг. 55–470 г м–2 и зависела в основном от тем-
пературы поверхностного слоя моря (ТПМ) в ян-
варе – феврале (r = –0.55; p < 0.05) (Anninsky et al., 
2022). Это означает, что в отличие от массовых ви-
дов тепловодного мезозоопланктона (Paracalanus 
parvus, Oithona davisae и др.) популяция гребневика 

ЭКОЛОГИЯ
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развивалась сильнее в годы с холодной зимой, ког-
да происходило активное конвективное перемеши-
вание водных масс. Однако такое явление могло 
быть вызвано и тем, что в эти годы B. ovata появ-
лялся в планктоне позже обычного (Anninsky et al., 
2023) и M. leidyi имел больше времени для сезонной 
экспансии. Очевидно, что межгодовые флуктуации 
обилия и распределения M. leidyi – это результат 
комплексного влияния на его популяцию многих 
внешних факторов, в ряду которых первостепен-
ное значение имеет обеспеченность пищей, тем-
пература морской воды и хищнический пресс со 
стороны B. ovata (Delpy et al., 2016; Vereschaka et al., 
2019).

В отличие от районов шельфа, для которых ра-
нее получены наиболее длинные временные ряды, 
характеризующие состояние сообществ желетелых 
организмов и их влияние на нижние трофические 
звенья (Финенко и др., 2021, Finenko et al., 2013, 
2018a), глубоководная часть Черного моря оста-
валась в  этом отношении недостаточно изучен-
ной (Vinogradov et al., 1999; Arashkevich et al., 2014). 
Здесь при абсолютном доминировании в биомас-
се мезозоопланктона копеподы Calanus euxinus 
(Arashkevich et al., 2014) и ином режиме циркуля-
ции водных масс (Иванов, Белокопытов, 2011) 
для желетелых хищников формируются трофиче-
ские условия, которые существенно отличаются 
от таковых в прибрежных районах. Имеет значе-
ние и то, что из-за продолжающегося потепления 
в Черноморском регионе (Новикова, Полонский, 
2018; Востоков и др., 2019) в море в последние годы 
развились негативные процессы: повысилась тем-
пература холодного промежуточного слоя (ХПС), 

снизилась концентрация кислорода и насыщение 
им глубинных горизонтов, изменился биогенный 
режим верхней эпипелагиали (Видничук, Конова-
лов, 2021). Все эти явления могут иметь значение 
и для формирования популяций макрозоопланкто-
на.

Цель настоящей работы: 1) оценка количествен-
ного потребления гребневиком M. leidyi мезозоо-
планктонных организмов в глубоководных районах 
Черного моря; 2) определение степени трофиче-
ского влияния M. leidyi на состав и количественные 
показатели мезозоопланктонных сообществ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В  работе использован материал, собранный 
в ходе 110-го рейса НИС “Профессор Водяницкий” 
в период с 7 по 21 октября 2019 г. в западном (З) 
и восточном (В) глубоководных районах Черного 
моря (координаты 43°02–44°56 с. ш. и 32°10–38°40 
в. д. (рис. 1).

Пробы макрозоопланктона отбирались сетью 
Богорова  – Расса (диаметр входного отверстия 
80 см, размер ячеи 500 мкм). Исследование струк-
туры и численности популяции M. leidyi проводили 
на 56 станциях (26 ст. на западе и 30 ст. на востоке), 
питания – на 26 станциях (12 ст. на западе, 14 ст. на 
востоке). Видовой и количественный состав пищи 
изучен у 167 особей M. leidyi с орально-аборальной 
длиной от 8 до 76 мм. На каждой станции с помо-
щью зонда Sea-Bird’s 911 plus CTD (США) измеря-
ли температуру, соленость и относительную плот-
ность морской воды (σt). В районах с глубинами от 
430 до 2160 м облавливали слой от нижней границы 
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Рис. 1. Станции планктонных работ в 110-м рейсе НИС “Профессор Водяницкий” в октябре 2019 г. Цифрами обо-
значены номера глубоководных станций, пунктиром – условное разделение района исследований на западный (З) 
и восточный (В) сектора.
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кислородной зоны (σt  = 16.2), находившейся на 
глубине 93–157 м, до поверхности моря. Особей 
подсчитывали и измеряли непосредственно после 
вылова для последующего расчета биомассы. Для 
определения количественного и качественного со-
става пищи их фиксировали 2% раствором ней-
трализованного боратами формалина. Таксономи-
ческий состав жертв и их количество определяли 
в камере Богорова под микроскопом МБС‑10 (Рос-
сия) при увеличении 8× (2-4). Для перехода от дли-
ны к массе тела организмов использовали извест-
ные размерно-весовые соотношения (Aleksandrov 
et al., 2014).

Пробы мезозоопланктона отбирались с помо-
щью малой сети Джеди (диаметр входного отвер-
стия 38 см, размер ячеи 140 мкм) тотальным ловом 
от поверхности до нижней границы кислородного 
слоя (σt = 16.2) на пяти станциях в западном и пяти 
станциях в восточном секторах. Пробы фиксиро-
вали 4% раствором нейтрализованного боратами 
формалина сразу после вылова и  в  дальнейшем 
изучали с использованием стандартной методики 
обработки проб (Aleksandrov et al., 2014).

На основе численности, состава и индивиду-
альной массы жертв рассчитывали их время пе-
реваривания гребневиком, его суточный рацион 

и освобожденный от организмов объем морской 
воды, обеспечивающий такое количество пищи. 
Облавливаемый объем (CR л экз.–1 ч–1) находили 
для всех доминирующих видов жертв и зооплан-
ктона в целом по формуле

	 CR = N1/N,

где N1 – количество потребленных жертв данно-
го вида (экз. ч–1), N – их численность в планктоне 
(экз. л–1).

Выедание мезозоопланктона гребневиком 
M. leidyi оценивали на основании рациона особей 
и размерной структуры популяции хищника, а так-
же биомассы и состава мезозоопланктона в море. 
Так как зоопланктонных станций было меньше, 
чем станций, где изучали питание, расчет интен-
сивности выедания организмов проводили с уче-
том биомассы мезозоопланктона на ближайших 
станциях.

При переходе в расчетах от сырой массы к орга-
ническому углероду тела принимали, что у M. leidyi 
сухая масса тела составляет 2.2% от сырой, у зоо-
планктона – 20%, содержание углерода – 4% и 40% 
сухой массы соответственно (Финенко, Романова, 
2000, Arashkevich et al., 2014).
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Обеспеченность пищей M. leidyi оценивали, 
сопоставляя ассимилируемую пищу с минималь-
ными пищевыми потребностями гребневика, рас-
считанными по скорости потребления кислорода 
(СПК) (Аболмасова, 2001):

	 Q = 0.012e(0.098T) DW0.78 0.536,

где Q – СПК, мг С экз.–1 час–1,T – температура, °C, 
DW – сухая масса тела, мг, 0.536 – коэффициент 
перехода от миллилитров кислорода к миллиграм-
мам углерода. Усвояемость пищи этим видом при-
нимали равной 80%.

Обработка результатов исследований прово-
дилась с использованием статистических пакетов 
Microsoft Exсel 98, Grafer и Surfer для Windows. Во 
всех случаях приведены средние и значения стан-
дартной ошибки (SE).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гидрологические условия в районе исследований. 
Температура поверхностного слоя в исследуемый 
период изменялась в западном секторе от 15.6 до 
20.4°C (средняя 18.03 ± 0.28°C), в восточном – от 
17.3 до 19°C (средняя 18.64 ± 0.13°C) (рис. 2).

Поле понижения температуры южнее п-о-
ва Крым указывает на значительное поступле-
ние глубинных холодных вод к поверхности, что 
в этом районе в основном было связано с актив-
ностью Восточного циклонического круговорота. 
Об этом же свидетельствует топографически близ-
кий к изменению температуры рост солености по-
верхностных вод. На станциях западного сектора 
соленость варьировала в пределах 18.28–18.62 PSU 
(средняя 18.4 ± 0.02 PSU), на востоке интервал ее 
изменений был шире – от 17.37 до 19.36 PSU (сред-
няя 18.6 ± 0.1 PSU) при минимальных значениях 
(17.37–18.27 PSU) на ст. 72–73. Снижение солено-
сти на этих станциях было вызвано выносом в Кер-
ченское предпроливье распресненных вод Азов-
ского моря.

Нижняя граница верхнего квазиоднородно-
го слоя (ВКС), соответствующая верхней границе 
термоклина, на западе и востоке глубоководной 
части моря находилась приблизительно в одном 
глубинном слое: соответственно 11–36 м (в сред-
нем 21.0 ± 1.0 м) и 14–34 м (в среднем 20.0 ± 1.4 м). 
В  обоих случаях глубина залегания термоклина 
в основном регулировалась мезомасштабной цир-
куляцией водных масс: поднималась в  районах 
циклонической циркуляции и опускалась в ядрах 
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Рис. 3. Численность (экз. м–2) и биомасса (г м–2) гребневика Mnemiopsis leidyi в северной глубоководной части Чер-
ного моря в октябре 2019 г.
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антициклонических вихрей, среди которых осо-
бенно заметны Севастопольский и Крымский ан-
тициклоны.

Численность, биомасса и  структура популяции 
гребневика M. leidyi. Численность M. leidyi в  ис-
следованной глубоководной части моря в октябре 
2019 г. составляла в среднем 26 ± 3 экз. м–2, био-
масса – 144 ± 21 г м–2. Пространственное распре-
деление особей было крайне неоднородным: био-
масса варьировала от < 10 г м–2 (ст. 45, 107, 110, 113, 
118, 120) до > 1000 г м–2 (ст. 23). В целом числен-
ность и биомасса M. leidyi в западном секторе была 
в 2 раза больше, чем в восточном (рис. 3). Возмож-
но, это могло быть вызвано вытеснением поверх-
ностных водных масс  – предпочитаемой среды 

обитания гребневика, к периферии циклонической 
циркуляции или нередко наблюдающейся аккуму-
ляцией зоопланктона в  зоне конвергенции Ос-
новного черноморского течения (ОЧТ) у Южного 
берега Крыма. Примечательно, что таких желете-
лых хищников, как Aurelia aurita (Linnaeus, 1758) 
и Pleurobrachia pileus (O. F. Muller, 1776), здесь в ок-
тябре 2019 г. было также больше, чем в других рай-
онах.

Структура популяции гребневика M. leidyi на за-
паде была идентична таковой на востоке: в обоих 
случаях на долю личиночных стадий приходилось 
1–4% всех особей, ювенильных – до 30% и взрос-
лых особей до 70% (рис. 4).

Низкая численность личинок и отсутствие яиц 
(особенно в восточном секторе) означает, что, не-
смотря на численное преобладание (~70%) в попу-
ляции крупных особей, интенсивность их размно-
жения в октябре 2019 г., а также летом этого года 
оставалась аномально низкой. Причины этого яв-
ления неясны и могут быть связаны как с прежни-
ми, так и нынешними условиями сезонного раз-
вития M. leidyi. При сходной размерной структуре 
популяции в восточном секторе гребневики были 
немного крупнее, что привело к  большей сухой 
массе и содержанию углерода в теле этих особей 
(табл. 1).

Состав, численность и  биомасса мезозооплан-
ктона. Таксономическая структура сообществ ме-
зозоопланктона была характерна для середины 
осени (Загородняя и др., 2023). Во всех глубоково-
дных районах численно доминировали копеподы 
(табл. 2). Ветвистоусые рачки были представлены 
встречавшейся единично Penilia avirostris.

Средняя численность мезозоопланктона была 
выше в восточном секторе, где чаще встречались 
науплиусы копепод и старшие возрастные стадии 
копеподы Pseudocalanus elongatus, а также аппен-
дикулярия Oikopleura (Vexillaria) dioica. Науплиусы 
копепод доминировали повсеместно и составляли 
20% численности мезоопланктона на западе и до 
32% – на востоке (табл. 2). Кроме того, в обоих 
секторах наблюдалась высокая численность цикло-
поидной копеподы Oithona similis, близкая к 20% 
всей численности организмов. Другой циклопо-
идный вид  – O. davisae встречался в  море реже 
и имел относительную численность в исследуемых 
районах около 10% (табл. 2). Копеподы Acartia spp. 
занимали субдоминирующую позицию по числен-
ности и были представлены двумя морфологиче-
ски сходными видами: Acartia clausi и Acartia tonsa. 
Суммарная численность других таксономических 
групп и видов мезозоопланктона не превышала 8% 
от всех организмов.

Доля отдельных таксономических групп и видов 
в биомассе мезозоопланктона изменялась главным 
образом в  зависимости от присутствия крупной 

Таблица 1. Количественные характеристики особей 
в популяции M. leidyi из западного и восточного сек-
торов глубоководной части Черного моря в октябре 
2019 г.

Показатель Западный 
сектор

Восточный 
сектор

Численность,  
экз. м–2

38.3 ± 5.5 16.0 ± 2.3

Биомасса, г м–2 201.6 ± 39.6 96.4 ± 14.7
Сырая масса 
тела, г экз. –1

5.2 ± 0.4 6.2 ± 0.8

Сухая масса  
тела, г экз. –1

(1.1 ± 0.1) ‧ 10–1 (1.4 ± 0.1) ‧ 10–1

Содержание угле-
рода, мг С экз. –1

4.5 ± 0.4 5.5 ± 0.4
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Рис. 4. Относительная численность (%) личинок, 
постличиночных возрастных стадий и взрослых осо-
бей в популяции M. leidyi из западного и восточного 
секторов глубоководной части Черного моря в октя-
бре 2019 г.
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копеподы C. euxinus и была выше в западном секто-
ре, чем в восточном (табл. 2). Биомасса копеподы 
O. similis и науплиусов в исследуемом районе моря 
не превышала 5%. Вместе с тем обнаружилось, что 
виды, казалось бы, имеющие минорное предста-
вительство среди других организмов мезозооплан-
ктона (O. dioica и Parasagitta setosa), вносили весьма 
существенный вклад в биомассу, особенно в вос-
точном секторе моря.

Из данных табл.  2 следует, что и  биомасса, 
и  доля отдельных таксонов в  мезозоопланктоне 
западного и восточного глубоководных секторов 
моря существенно не различались (p > 005). Это 
означает, что по крайней мере по трофической 
компоненте условия существования популяции 
M.  leidyi в  обоих этих секторах в  октябре 2019 г. 
были практически идентичны.

Хищнический пресс гребневика M. leidyi на попу-
ляции мезозоопланктона. По составу жертв и их от-
носительному количеству в гастральной полости 
исследованные особи гребневика M. leidyi на запа-
де и востоке различались несущественно. Однако 
на западе в пище гребневика была выше доля ко-
пеподы C. euxinus, а на востоке O. similis не встре-
чалась среди жертв (рис. 5).

Основными компонентами пищи гребневи-
ка M. leidyi были копеподы Acartia spp. и O davisae 

и их науплиусы. На долю C. euxinus приходилось до 
13% численности всех жертв в восточном секторе, 
и только 5% в западном. Численность аппендику-
лярий в пище гребневика M. leidyi повсеместно со-
ставляла не более 9%, других групп мезозооплан-
ктона – не более 5%.

При очевидной неспособности ювенильных 
особей M. leidyi поедать крупных представителей 
мезозоопланктона, гребневики с  орально-або-
ральной длиной 20–47 мм, составлявшие основ-
ную часть популяции в октябре 2019 г., не разли-
чались по своей элективности питания. Уже при 
длине < 20 мм в пище гребневика нередко наблю-
дались поздние возрастные стадии щетинкоче-
люстных P. setosa и копеподы C. euxinus. Причем 
последний вид в 40% случаев присутствовал среди 
жертв M. leidyi и в светлое время суток. Различные 
виды мелкоразмерного мезозоопланктона также 
им активно потреблялись, а отсутствие науплиу-
сов копепод в его гастральной полости (ГП), воз-
можно, обусловлено их быстрым перевариванием. 
В то же время в популяции M. leidyi присутство-
вали особи (чаще на личиночной или постличи-
ночной стадии развития), не имеющие пищи в ГП. 
Их доля в западном и восточном глубоководных 
секторах моря достигала 14 и 22% соответственно 
(табл. 3).

Таблица 2. Численность (экз. м–3), биомасса (мг м–3) организмов, структура мезозоопланктонного сообщества 
(% общей численности) в глубоководных районах Черного моря в октябре 2019 г.

Таксон
Западный сектор Восточный сектор

экз. м–3 % мг м–3 % экз. м–3 % мг м–3 %

Acartia sp. 219.2 ± 70.5 17.0 22.1 ± 1.5 5.83 151.1 ± 30.4 10.8 1.3 ± 0.4 1
Calanus euxinus 34.1 ± 12.8 2.7 27.3 ± 11.8 69 24.8 ± 5.2 1.8 18.5 ± 3.4 56.3
Pseudocalanus 
elongatus

61.1 ± 25.6 4.7 2 ± 1.7 5.3 164 ± 48.0 8.9 3.1 ± 1.3 8.8

Paracalanus parvus 134.3 ± 13.7 12.1 0.9 ± 1.2 3 137± 5.2 9.4 1 ± 0.3 3.4
Centropages ponticus 33.3 ± 8.9 3.0 0.4 ± 1.2 1.2 69 ± 22.8 3.8 0.8 ± 0.3 2.1
Oithona davisae 116.3 ± 17.5 10.2 0.5 ± 1.1 1.5 176 ± 43.6 10.1 0.8 ± 0.2 2.6
Oithona similis 273 ± 146.3 20.9 1.1 ± 1.5 2.7 309.4 ± 63.1 19.6 1.2 ± 0.3 4
Науплиусы 
Copepoda

252.2 ± 90.6 20.0 0.2 ± 1.1 0.5 503.4 ± 83.3 31.7 0.3 ± 0.1 1

Сумма Copepoda 1123.5 ± 321.2 91.4 36 ± 12.6 93.1 1483.7 ± 226.1 90.6 26.9 ± 4.2 82.2
Penilia avirostris 1.1 ± 0.7 0.1 <0.1 0.1 1.3 ±0.9 0.1 <0.1 0.1
Parasagitta setosa 3.8 ± 1.4. 0.3 0.7 ±1.4 1.6 6.1 ± 1.4 0.4 1.6 ± 0.5 5.9
Oikopleura 
(Vexillaria) dioica

68.5 ± 38.1 5.8 1.6 ± 1.8 4.7 129.4 ± 31.3 7.7 3.3 ± 0.8 11.4

Bivalvia 0 0 0 0 3.4 ±2.3 0.2 <0.1 0
Меропланктон 4.1 ± 2.9 0.5 0.1 ± 1.02 0.2 12.2 ± 4.0 0.7 0.1 ± 0.0 0.3
Общий 
мезопланктон

1216.5 ± 312.3 — 38.5 ± 12.9 — 1642.8 ± 252.7 — 32 ± 4.2 —
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Из полученных данных следует, что гребневик 
M. leidyi потреблял больше пищи в восточном сек-
торе (p < 0,05), где его рацион составлял в среднем 
0.40 ± 0.06 мг С экз.–1 сут.–1, тогда как в западном 
секторе – 0.26 ± 0.06 мг С экз.–1 сут‑1.

По отношению к  Сорг тела скорость питания 
особей в  обоих секторах (9.33 ± 0.19 и  12.17 ± 
1.76% сут.–1 на западе и востоке соответственно) 
достоверно не различалась (p > 0.05), что было вы-
звано относительно большей длиной и массой тела 
питающихся особей на востоке. Размеры удель-
ного суточного рациона гребневика существенно 
зависели от состава пищи: рацион обычно был 
ниже (0.16–4.3%) в случае мелкоразмерных жертв 
(O. davisae, P. avirostris, O. dioica, P. parvus, яйца 
Copepoda), и выше (до 60% С тела) при потребле-
нии M. leidyi копеподы C. euxinus.

Объем воды, освобожденной гребневиком от 
организмов, строго зависел от массы и, соответ-
ственно, содержания Сорг в его теле (табл. 4). При 
потреблении одноразмерными особями M. leidyi 
копепод Acartia spp., C. euxinus и O. davisae он из-
менялся слабо, что указывает на близкую эффек-
тивность их улавливания этим видом. Для особей 
с массой тела 5 г (~25 мм) облавливаемый объем 
воды достигал ~20 л экз.–1 сут.–1, для 10 г особей 
(~40 мм) – около 40 л экз.–1 сут.–1.Со значительно 

меньшей скоростью потреблялась O. dioica, что 
могло быть связано с узкой глубинной зоной (об-
ласть термоклина) распределения этого вида, а так-
же маскирующим влиянием более плотных и гете-
рогенных скоплений рачкового мезозоопланктона.

Сравнение количества усвоенной пищи (A, мг 
С  экз.–1 сут.–1) с  минимальными пищевыми по-
требностями гребневика, рассчитанными по ско-
рости дыхания (Q, мг С экз.–1 сут.–1), показало, что 
ассимилированная часть рациона M. leidyi во всех 
случаях компенсировала эти траты. Причем юве-
нильные возрастные стадии питались значительно 
эффективнее (A/Q = 2.2 и 3.2 на западе и востоке 
соответственно), чем взрослые особи (A/Q = 1.3 
в обоих глубоководных секторах). Это означает, что 
соматический рост молоди M. leidyi осенью 2019 г. 
был достаточно хорошо обеспечен, тогда как гене-
ративная активность взрослых особей в это время 
могла быть отчасти ресурсно ограниченной. Одна-
ко из-за сдерживающего влияния низкой темпе-
ратуры на генеративные процессы данное обстоя-
тельство могло уже и не иметь большого значения 
для выживания популяции гребневика в  осен-
не-зимний период.

Зависимое от многих факторов (состав, биомас-
са, распределение организмов и пр.) ежесуточное 
выедание гребневиком M. leidyi массовых видов 
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Рис. 5. Численный состав массового мезопланктона (%) в западном и восточном глубоководных секторах Черного 
моря и доля этих организмов (%) в пище M. leidyi из тех же районов в октябре 2019 г.
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мезозоопланктона в  западном и  восточном глу-
боководных секторах моря колебалось в пределах 
1.5–11.0% биомассы потенциальных жертв (рис. 6).

Хищнический пресс M. leidyi был несколько 
слабее на западе (1.6–5.2% биомассы) и сильнее 
на востоке (1.5–11.0% биомассы), причем три вида 
копепод выедались гребневиком почти одинаково 
эффективно (4.5–11% биомассы), в то время как 
O.  dioica была подвержена этому в  значительно 
меньшей степени (1.5–1.6%). В целом в глубоко-
водных районах Черного моря вследствие хищни-
чества гребневика ежесуточные потери кормового 
мезозоопланктона были близки к 2–4% его био-
массы. При удельной суточной продукции план-
ктонных ракообразных, равной 10% биомассы, 
хищнический пресс M. leidyi в изученных районах 
мог составлять около 20–40% суточной продук-
ции мезозоопланктона и не должен был привести 
к снижению биомассы потребляемых организмов. 
Вместе с тем для отдельных тепловодных или уме-
ренноводных видов, а также районов их обитания 
хищничество гребневика могло представлять более 
серьезную угрозу. Так, не исключено, что выедание 
этим хищником копеподы Acartia spp. в восточном 
глубоководном секторе моря в октябре 2019 г. уже 
превышало потенциал суточного восполнения 
(10% биомассы) популяции рачка.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При многолетней тенденции постепенного по-
вышения температуры на поверхности Черного 
моря (в среднем на 2°C в теплый период года за 
последние 20  лет (Новикова, Полонский, 2018) 
этот процесс имеет значительную межгодовую ва-
риабельность, в частности приведшую к тому, что 
температура поверхности моря (ТПМ) в  янва-
ре – феврале 2019 г оказалась приблизительно на 
1°C выше, чем в среднем за аналогичный период 
2003–2018 гг. Кроме того, согласно открытым ба-
зам данных (http://disc.sci.gsfc.nasa.gov/giovanni) 
ТПМ в январе 2019 г. была на 1–1.5°C выше, чем 
в январе 2017–2018 гг. Поскольку рост ТПМ в зим-
ние месяцы сопровождается ослаблением конвек-
тивного перемешивания ХПС (Иванов, Белокопы-
тов, 2011), его температура также сохраняется более 
высокой, а содержание в нем кислорода снижается. 
В 2019 г. температура в ядре ХПС составляла 8.3–
8.4°C, насыщенность этих вод кислородом – 60–
65% (Видничук, Коновалов, 2021). Такие внешние 
условия могли не только замедлить развитие по-
пуляций холодноводных видов мезозоопланктона 
(особенно C. euxinus), а также, возможно, выжи-
ваемость гребневика B. ovata в зимний период, но 
и косвенно повлиять на состояние пелагической 
биоты. Очевидный механизм этого влияния  – 
конвективное перемешивание ХПС, при ослабле-
нии которого блокируется вертикальный перенос 
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Рис. 6. Суточные потери биомассы (%) некоторых 
массовых видов и мезозоопланктона в целом в ре-
зультате хищничества популяции M. leidyi в запад-
ном и восточном глубоководных секторах Черного 
моря в октябре 2019 г.

Таблица 3. Трофоэкологические характеристики греб-
невика M. leidyi в западном и восточном глубоково-
дных секторах Черного моря в октябре 2019 г.

Параметр Западный 
сектор

Восточный 
сектор

Исследовано  
особей, экз.

48 49

Длина тела особей, мм 33.0 ± 1.9 30.9 ± 1.9
Количество жертв 
в ГП, инд. экз.–1

9.9 ± 1.2 8.6 ± 1.9

Доля особей, не име-
ющих пищи в ГП, %

14.0 22.2

Суточный рацион,  
мг С экз. –1

0.26 ± 0.06 0.40 ± 0.06

Удельный суточный 
рацион, %

12.17 ± 1.76 9.33 ± 0.19

Таблица 4. Параметры степенной зависимости 
Fsp  =  a·Cb облавливаемого объема морской воды 
(Fsp, л мг С–1 сут.–1) от содержания углерода в теле 
M. leidyi (С, мг–1) при потреблении гребневиком че-
тырех видов зоопланктона в  Черном море осенью 
2019 г. n – число измерений, r2 – коэффициент де-
терминации

Вид n a b r2

Acartia sp. 79 17.18 –0.94 0.41
Calanus euxinus 31 16.37 –0.83 0.57
Oithona davisae 39 22.70 –1.04 0.52
Oikopleura 
(Vexillaria) dioica

30 6.57 –1.10 0.71
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биогенных элементов из слоя основного пикно-
клина в зону активного фотосинтеза, в результате 
чего с весенним потеплением фитопланктон раз-
вивается слабее, чем обычно (Востоков и др., 2019). 
Соответственно, сообщества мезозоопланктона, 
а затем и хищных планктофагов в этом случае так-
же не всегда могут иметь достаточные ресурсы для 
своего развития.

Биомасса копеподы C. euxinus, достигавшая 
в  глубоководных районах Черного моря в  октя-
бре 2005 г. 6.2 ± 1.1  г м–2, октябре 2016 г. – 7.1 ± 
0.7 г м–2 и ноябре 2017 г. – 7.3 ± 0.5 г м–2 (Губаре-
ва, Аннинский, 2022), в октябре 2019 г. сократи-
лась до 2.7 ± 0.7 г м–2 (Дацык и др., 2020). Почти 
в пять раз за это время снизилась биомасса субдо-
минирующих копепод P. elongatus и A. clausi. В то же 
время при общем двукратном снижении биомассы 
мезозоопланктона его суммарная численность не 
только не уменьшилась, но даже в 1.5 раза возрос-
ла, преимущественно за счет мелких циклопоид-
ных рачков, таких как O. davisae и O. similis (Дацык 
и др., 2020). Следовательно, наряду с наблюдае-
мыми количественными изменениями в мезозоо-
планктонных сообществах, возможно вызванными 
потеплением, качественно изменилась в последние 
годы и структура этих сообществ.

Для сообщества желетелых хищников в 2000–
2017 гг. было характерно постепенное нараста-
ние в глубоководной части моря биомассы меду-
зы A. aurita с 44 до 634 г м–2 и гребневика B. ovata 
с 4 до 28 г м–2 (Anninsky et al., 2022). В то же время 
биомасса гребневика M. leidyi в этот период скорее 
снижалась с 76 до 23 г м–2 (Anninsky et al., 2022). 
В 2018–2019 гг. развивающиеся в этом направле-
нии желетелые комплексы достигли определенного 
предела, и изменения в них приняли турбулентный 
характер: биомасса A. аurita сократилась с 634 до 
98 г м–2, B. ovata – с 28 до < 1.0 г м–2, а биомас-
са M. leidyi возросла приблизительно пятикратно. 
Нет достаточных оснований считать, что её увели-
чение до 144 г м–2 у последнего вида может быть 
предвестником возобновившейся в Черном море 
экспансии этого хищника. Во-первых, увеличение 
биомассы у M. leidyi (при практическом отсутствии 
контроля за ней со стороны гребневика B. ovata) 
выглядит ничтожным на фоне того, как она может 
возрастать сезонно (Finenko et al., 2013), а также 
аномально высоких значений (> 1000 г м–2), кото-
рых она достигала в Черном море в конце 80-х – 
начале 90-х гг. прошлого столетия (Vinogradov 
et al., 1999). Во-вторых, прирост биомассы M. leidyi 
в 4–5 раз по сырому веществу и в 5–6 раз по ор-
ганическому уступал ее синхронной потере у сво-
его главного трофического конкурента – медузы 
A. аurita. В-третьих, интенсивность размножения 
M. leidyi при, казалось бы, позитивных изменени-
ях в его популяции, по-видимому, весь прошедший 
год оставалась крайне низкой.

Это дает основание заключить, что обеспечен-
ность пищей гребневика в основном сохранялась 
в 2019 г. на уровне немногим превышающем пи-
щевые потребности, необходимые для компенса-
ции метаболических трат. То, что полевые оцен-
ки рациона гребневика M. leidyi не подтвердили 
явную скудость его питания в октябре 2019 г., не 
означает, что в той же мере пищи ему хватало ле-
том или в начале осени. Само состояние популя-
ции гребневика однозначно свидетельствовало об 
обратном. Так как в глубоководных районах осе-
нью 2019 г. среди жертв этого хищника домини-
ровали копеподы C. euxinus, составлявшие около 
80% общей биомассы потребленных организмов, 
можно предположить, что ранее при температу-
ре верхнего перемешанного слоя, превышающей 
20°C, доля этого вида в рационе M. leidyi была зна-
чительно ниже. Такой вывод следует из очевидно-
го разграничения предпочитаемых биотопов обоих 
видов: копепода C. euxinus – холодноводный вид, 
мигрирующая часть популяции которого летом 
практически не поднимается выше зоны термо-
клина (Svetlichny, Hubareva, 2009), тогда как греб-
невик M. leidyi – вид тепловодный, основная часть 
популяции которого постоянно находится в зоне 
ВКС (Vinogradov et al., 1999). Не исключено также, 
что высокие концентрации мелкой циклопоидной 
копеподы O. davisae, населяющей верхнюю эпипе-
лагиаль, могли летом дезориентировать гребневи-
ка, однако не обеспечили его пищевые потребно-
сти в должной мере.

С  понижением температуры ниже 20°C осе-
нью 2019 г. мезозоопланктона в ВКС стало больше 
и вероятность его потребления M. leidyi возросла, 
о чем говорит относительно небольшое количество 
особей, не имевших пищи в гастральной полости. 
Заметим, что летом 2017 г., на пике развития греб-
невика в глубоководных районах Черного моря, 
на долю таких особей приходилось 25–50% всей 
численности M. leidyi, а на шельфе Севастополя до 
40% (Finenko et al., 2013). О благоприятных пище-
вых условиях для гребневика M. leidyi в глубоково-
дной зоне Черного моря в октябре 2019 г. говорит 
и значительное количество жертв в ГП (8.6 ± 0.8 
экз. инд.–1), тогда как летом 2017 г. их было вдвое 
меньше (Finenko et al., 2022). Следует учитывать, 
что различия в количестве жертв могли быть свя-
заны также и с разной размерной структурой по-
пуляции гребневика в  эти годы. Летом 2017 г. 
в  популяции M. leidyi численно доминировали 
(80%) ранневозрастные особи длиной < 5–15 мм, 
а осенью 2019 г. – ​крупноразмерные взрослые эк-
земпляры (70%). В экспериментах, когда M. leidyi 
были предложены науплиусы Artemia salina, 20–
30-мм особи потребляли 1–17 экз. а 40–50-мм за 
то же время уже 7–70 экз. (Финенко и др., 2005). 
Кроме того, наличие жертв в ГП может зависеть 
от их таксономической принадлежности, размеров 
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и морфологии. Быстрее всего (до 2 мин) M. leidyi 
переваривает инфузорий, науплиусов копепод (2–6 
мин), медленнее (2–3 часа)  – взрослых особей 
и старших копеподитов C. euxinus (Цихон-Лукани-
на и др., 1995; Sullivan, 2010).

При изменении концентрации мезозооплан-
ктона в пределах ее естественной изменчивости 
объем воды, освобожденный гребневиком от кор-
мовых организмов, может колебаться от единиц до 
десятков литров в час в зависимости от распреде-
ления и поведенческих реакций потенциальных 
жертв и самого хищника. Наиболее эффективно 
M. leidyi потребляет медленно движущийся меро-
планктон (велигеры моллюсков и науплиусы усо-
ногих раков), тогда как копеподы, способные из-
бегать гребневика, улавливаются им с  меньшей 
эффективностью (Finenko et al., 2018b). Приблизи-
тельно равный освобождаемый объем, полученный 
при потреблении гребневиком копепод Acartia sp., 
C. euxinus, O. Davisae, и меньший – при выедании 
аппендикулярии O. dioica, может означать, что эти 
копеподы оказались для гребневика одинаково до-
ступны, тогда как аппендикулярии, населяющие 
исключительно область термоклина, – ​доступны 
менее.

Степень выедания гребневиком в  октябре 
2019 г. копеподы Acartia sp. в восточном секторе 
моря (~11% биомассы в сутки) несколько превы-
шала обычный потенциал восстановления попу-
ляции этого рачка (10% биомассы в сутки). Для 
копепод C. euxinus, O. davisae и аппендикулярии 
O. dioica, которые ежесуточно выедались M. leidyi 
на 1.5–8.0%, хищничество гребневика уже, по-ви-
димому, не имело существенного влияния на ход 
популяционной динамики. Этот вывод справедлив 
и в отношении всего мезозоопланктона, биомас-
са которого ежесуточно выедалась гребневиком 
лишь на 2–4%. Необходимо отметить, что в пери-
од исследований популяция гребневика M. leidyi 
находилась на пике своего сезонного развития, 
когда влияла на мезозоопланктон особенно силь-
но. В конце 80-х – начале 90-х гг. прошлого сто-
летия хищничество гребневика M. leidyi привело 
к резкому сокращению биомассы всего кормово-
го мезозоопланктона и даже исчезновению таких 
копепод, как Oithona nana и, вероятно, Labidocera 
brunescens. Летом 2008 г. на шельфе Черного моря 
M. leidyi ежесуточно выедал 17% биомассы копе-
под и 40% велигеров моллюсков; в 2009 и 2013–
2014 гг. – ​до 5% копепод и 3% всей численности 
велигеров соответственно (Finenko et al., 2018b). 
Очевидно, что степень влияния гребневика M. 
leidyi на мезозоопланктон имеет тенденцию к сни-
жению в последние годы, и после натурализации 
в Черном море гребневика B. ovata развитие ме-
зозоопланктонного комплекса здесь в  большей 
мере регулируется температурным режимом вод, 
обогащением фотического слоя биогенными 

элементами и концентрацией хлорофилла в верх-
ней эпипелагиали (Vereshchaka et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Довольно длительный период экспансии ме-
дузы A. aurita (2003–2017) в  экосистеме Черно-
го моря сменился в 2018–2019 гг. турбулентными 
изменениями в планктоне: в глубоководных рай-
онах биомасса кормового мезозоопланктона со-
кратилась вдвое, A. aurita – в 4–5 раз, гребневика 
B. ovata – не менее чем в 25 раз, а M. leidyi, наобо-
рот, возросла от 23–48 г м–2 осенью 2016–2017 гг. 
до 144 ± 21  г м–2  – в  октябре 2019 г. Однако на 
фоне биомассы, которой M. leidyi достигал в конце 
80-х – начале 90-х гг. прошлого столетия, ее при-
рост в 2019 г. нельзя признать значительным. Не-
смотря на преобладание в популяции гребневика 
крупных половозрелых особей (≥ 30 мм) (до 25% 
общей численности), интенсивность их размно-
жения была крайне низкой, на что указывает не-
большая численность личинок и отсутствие яиц. 
Удельный суточный рацион изменялся от 4 до 13% 
углерода тела у взрослых и ювенильных особей со-
ответственно и превышал минимальные потребно-
сти гребневика в пище. Ежесуточное потребление 
M. leidyi кормового мезозоопланктона варьировало 
в пределах 1.5–11% его биомассы. Три вида копепод 
(Acartia spp., C. euxinus, O. davisae), доминировав-
шие в мезозоопланктоне моря и пище гребневика, 
выедались им с  близкой эффективностью (4.5–
11% биомассы), в  то время как аппендикулярия 
O. dioica – в значительно меньшей степени (1.5–
1.6% биомассы). Скорость выедания M. leidyi все-
го кормового мезозоопланктона в глубоководной 
части Черного моря в октябре 2019 г. была близка 
к 2–4% биомассы организмов в сутки и не могла 
существенно повлиять на структуру и обилие мезо-
зоопланктонных сообществ. Тем не менее M. leidyi 
по-прежнему остается значимым элементом в со-
обществе хищных планктофагов, способным при 
благоприятных условиях сезонно или локально ре-
гулировать развитие отдельных популяций копепод 
и мезозоопланктонного комплекса в целом.
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the Ctenophore Mnemiopsis Leidyi A. Agassiz, 1865?

© 2024 г. B. E. Anninsky1, #, G. A. Finenko1, N. A. Datsyk1

Federal Research Centre Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of the RAS, Sevastopol, 299011 Russia
#e-mail: anninsky_b@mail.ru

The abundance, biomass, distribution and feeding patterns of the ctenophore Mnemiopsis leidyi 
A. Agassiz 1865 were studied in the deep-water Black Sea in October 2019. The biomass of the 
ctenophore in the open areas of the sea was 100–200 g m–2, the abundance was 16–38 ind. m–2. With 
the dominance of large individuals (≥30 mm) in the population, the activity of their reproduction 
remained extremely weak. The specific daily ration varied from ~4% to 13% of body carbon in adults 
and juveniles, respectively, and exceeded the minimum food requirements of the ctenophore. The 
daily consumption of three species of copepods (Acartia spp., Calanus euxinus, Oithona davisae) by 
M. leidyi reached 4.5–11% of their biomass, while that of appendicularians Oikopleura (Vexillaria) 
dioica – < 1.6%. The predatory pressure of M. leidyi on the entire prey zooplankton attained 2–4% of 
the biomass of organisms per day.

Keywords: Black Sea, Mnemiopsis leidyi, copepods, food spectrum, daily ration, food requirements
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Представлены видовое разнообразие и пространственное распределение ихтиопланктона в при-
брежных и открытых водах северной части Черного моря и юго-западной части Азовского моря 
в июне 2020 г. Видовое разнообразие и численность ихтиопланктона изменялись в соответствии 
с региональными условиями прогрева верхнего слоя моря в процессе формирования вертикаль-
ной термической структуры летнего типа. Наиболее благоприятные условия для выживания их-
тиопланктона отмечены в открытых и прибрежных водах западного сектора исследований в на-
чальной фазе летнего гидрологического сезона.

Ключевые слова: ихтиопланктон, видовое разнообразие, пространственное распределение, питание 
личинок рыб, Черное море, гидрологический режим.
DOI: 10.31857/S1026347024010118, EDN: lmsgde

Сезонность океанологических процессов и яв-
лений, влияя на изменение условий обитания 
и  воспроизводство морских организмов, лежит 
в основе многих биологических циклов и опреде-
ляет время наступления и длительность биологиче-
ских сезонов, видовое разнообразие, численность, 
распределение, поведение и миграции различных 
гидробионтов, а также их взаимодействия в сооб-
ществах (Гершанович, Муромцев, 1982). Особенно 
ярко связь между биологическими и гидрологиче-
скими сезонами прослеживается в морях умерен-
ных широт с выраженной изменчивостью гидроло-
гического режима, к каковым относится и Черное 
море (Дехник, Павловская, 1979). Климатические 
изменения, наблюдаемые в последние десятиле-
тия, оказали существенное влияние как на экоси-
стему Черного моря в целом, так и его отдельных, 
прежде всего прибрежно-шельфовых, акваторий 
(Kubryakov et al., 2016; Turan, Gürlek, 2016; Oguz, 
2017). С начала 1990-х гг. в Черном море отмеча-
ются устойчивые изменения в  гидрологическом 
режиме и динамике вод, в параметрах гидрологи-
ческих сезонов, в особенностях проявления реги-
ональных квазистационарных и нестационарных 
термодинамических образований (Белокопытов, 
2017; Трощенко, Субботин, 2018; Трощенко и др., 
2019; Морозов, Маньковская, 2020; Маркова и др., 

2021; Подымов и др., 2021). По данным экспеди-
ционных исследований, с начала 2000-х гг. в север-
ной части Черного моря отмечается постепенное 
увеличение видового разнообразия и численности 
летнего ихтиопланктона после деградации экоси-
стемы конца 1980–90-х гг. Увеличилась доля икры 
и  личинок прибрежных видов рыб в  открытых 
водах шельфа. Наблюдается расширение устояв-
шихся сроков нереста тепловодных и умеренново-
дных видов рыб (Дехник, 1973; Белокопытов, 2017; 
Klimova, Podrezova, 2018; Климова и др., 2019, 2021; 
Klimova et al., 2021).

Климатические изменения прежде всего от-
разились на состоянии ихтиопланктона в летний 
нерестовый сезон. При этом региональные усло-
вия прогрева верхнего слоя моря и формирования 
вертикальной термической стратификации летне-
го типа становятся основными лимитирующими 
факторами результативности нереста тепловодных 
видов рыб. Однако если выживание икры рыб в ос-
новном зависит от температуры воды в период раз-
вития, то выживание личинок – от обеспеченно-
сти их пищей и определяется совпадением сроков 
результативного нереста с максимумом развития 
кормового зоопланктона, а следовательно, состо-
янием первичной продукции в море в предшеству-
ющий гидрологический сезон (Павловская, 1963; 

ЭКОЛОГИЯ
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Cushing, 1969; Дехник, Павловская, 1979). Таким 
образом, сдвиги сроков начала нерестовых сезо-
нов, в зависимости от региональных гидрологи-
ческих условий в  предшествующий период, мо-
гут иметь серьезные последствия для выживания 
рыб на ранних стадиях онтогенеза и повлиять на 
конечный успех пополнения будущих поколений 
природных популяций рыб (Houde, 1987; Leggett, 
Deblois, 1994; Ohlberger et al., 2014; Auth et al., 2017).

Целью настоящего исследования является срав-
нительный анализ состояния летнего ихтиоплан-
ктона в  открытых и  прибрежных районах Азо-
во-Черноморского бассейна в условиях смены ве-
сеннего гидрологического сезона на летний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материал собран в 113-м рейсе НИС “Профес-
сор Водяницкий” с 4 по 30 июня 2020 г. в север-
ной части Черного моря (на шельфе с глубинами 
< 200 м и на глубоководных участках с глубинами 
> 200 м), в юго-западной части Азовского моря, 
а также в прибрежной акватории г. Севастополя 
(с глубинами < 50 м) в экспедициях на судах мало-
го флота ФИЦ ИнБЮМ. Сбор проб осуществляли 
в режиме вертикальных ловов обратно-конической 
сетью БР‑80/113 и конической сетью ИКС‑80, ячея 
сита 400 мкм, площадь входного отверстия 0.5 м2. 
Вертикальные ловы на глубоководных станциях 
выполнялись от нижней границы кислородно-
го слоя (δt = 16.2) до поверхности, на шельфовых 
мелководных станциях – от дна до поверхности, 
а в прибрежной акватории Севастополя – в слое 
0–10 м. Всего было отобрано 85 ихтиопланктонных 
проб (78 – в Черном море, из них 14 в прибреж-
ной акватории Севастополя, и 7 проб в Азовском 
море). Ихтиопланктон фиксировался 4%-м раство-
ром формалина и обрабатывался в стационарных 
условиях. Идентификацию ихтиопланктона прово-
дили по (Дехник, 1973; Russell, 1976). Видовые на-
звания даны по (WoRMS…, 2021).

Для выявления региональных отличий в видо-
вом составе и пространственном распределении 
ихтиопланктона на обширной акватории северной 
половины Черного и Азовского моря были выде-
лены отдельные сектора, соответствующие пери-
одам исследований, отличающихся по гидроло-
гическому режиму: центральный (4–15 июня) от 
м.  Херсонес до Керченского пролива; Азовское 
море (17–18 июня); кавказский (19–22 июня) вдоль 
Кавказского побережья; западный (24–27 июня) от 
Каркинитского залива до г. Севастополя; прибреж-
ная акватория Севастополя (9, 23 и 30 июня).

Большая часть исследований летнего ихтио-
планктона северной части Черного моря выполня-
лась в период установившегося летнего гидроло-
гического сезона. Ихтиопланктонная съемка июня 
2020 г. выполнена на шельфе и в глубоководных 

районах на обширной акватории северной части 
Черного моря на начальном этапе формирования 
летнего типа вертикальной термической стратифи-
кации, определяющей региональные особенности 
результативности нереста большинства теплово-
дных рыб.

Для сравнения состояния ихтиопланктонных 
комплексов в открытых водах западного сектора 
и прибрежных водах акватории Севастополя ис-
пользовали показатели индексов разнообразия 
и  видового сходства, предложенные (Sörensen, 
1948; Константинов, 1969; Одум, 1986). Питание 
личинок рыб изучали по методике (Дука, Синюко-
ва, 1976). Пищевые объекты идентифицированы 
по (Определитель фауны…, 1969).

Для анализа гидрологического режима исполь-
зовали экспедиционные данные вертикальных 
зондирований гидролого-гидрохимическим ком-
плексом Indronaut Os 320 Plus. В качестве допол-
нительной информации о пространственно-вре-
менной изменчивости температуры и циркуляции 
поверхностных вод использовались космические 
снимки температуры поверхности моря (ТПМ) 
и  расчетные карты геострофических течений за 
период с декабря 2019 по июль 2020 г. (Морской 
портал…, 2021).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гидрологический режим. Анализ доступной ин-
формации за время выполнения исследований 
и предшествующий период показал, что временные 
параметры съемки соответствовали переходной 
фазе от весеннего гидрологического сезона к лет-
нему. Сезонный прогрев верхнего слоя моря начал-
ся с 11–12°С в конце апреля, и к началу исследова-
ний ТПМ в прибрежных и открытых водах Крыма 
увеличилась до 16.0–16.5°С и до 17.5–18.0°С – у бе-
регов Кавказа (рис. 1а).

Термическая структура вод, благоприятная для 
начала нереста тепловодных видов рыб (Дехник, 
Павловская, 1979), сформировалась только в тре-
тьей декаде июня. К концу съемки большая часть 
исследуемой акватории прогрелась до 23–24°С 
и лишь в юго-восточной части – до 24.5–25.0°С 
(рис. 1б). На фоне запаздывания летнего гидроло-
гического сезона и активизации ветро-волновой 
деятельности толщина верхнего квазиоднородного 
слоя (ВКС) варьировала от 1 до 10 м в зависимо-
сти от времени выполнения станций на фоне не-
равномерного прогрева верхнего слоя моря и реги-
ональных особенностей проявления атмосферных 
процессов.

Соленость поверхностных вод в различных ча-
стях исследуемой акватории изменялась от 16.9 
до 18.7‰. При этом максимальные значения со-
лености (18.2–18.7‰) соответствовали открытым 
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глубоководным районам моря, а минимальные – 
районам непосредственного влияния основных 
очагов распреснения (прибрежной акватории 
юго-восточного Крыма (17.4–17.8‰) вследствие 
поступления азовоморских вод, разгрузки горных 
рек южнее Новороссийска (17.4–17.8‰)) и наибо-
лее прогретым водам дунайского происхождения 
(16.9–17.4‰) над северным склоном Большой то-
пографической ложбины к западу от Крымского 
полуострова.

К  началу съемки общая система поверхност-
ной циркуляции вод Черного моря определялась 
неустойчивостью Основного черноморского тече-
ния (ОЧТ), образующего в восточной и западной 
частях моря два ядра основного циклонического 
круговорота с характерной для июня – июля по-
вышенной интенсивностью последнего (Иванов, 
Белокопытов, 2011). В прибрежно-шельфовой зоне 
наблюдались четыре квазистационарных антици-
клонических круговорота на начальной стадии раз-
вития: Кавказский – в юго-восточной части аква-
тории, Керченский – юго-восточнее Таманского 
полуострова, Крымский – к юго-западу от м. Ме-
ганом и Севастопольский – над северным склоном 
Большой топографической ложбины (рис. 2а).

К  концу исследований из выделенных ква-
зистационарных круговоротов дальнейшее разви-
тие получили Севастопольский антициклон, сме-
стившийся к юго-востоку и активизировавший-
ся над южной частью Большой топографической 
ложбины, и Крымский антициклон – на шельфе 
от Феодосийского залива до Ялты. Кавказский ан-
тициклон вследствие ослабления ОЧТ трансфор-
мировался, расширившись на север и в сторону 
открытого моря, а Керченский сохранил свое по-
ложение и интенсивность (рис. 2б).

Прибрежная акватория Севастополя геогра-
фически является структурной частью Западного 
сектора и переходной зоной между акваториями 
с  типичными сезонными гидрологическими ре-
жимами – прибрежных вод Южного берега Крыма 
и западного Крыма (Белокопытов, 2019). В период 
съемки гидрологический режим в прибрежной ак-
ватории Севастополя определялся особенностями 
прогрева и циркуляции вод северо-западной части 
моря (рис. 1б, 2б).

Ихтиопланктон. В период исследований были 
идентифицированы 35 видов икры и личинок рыб 
(4  вида умеренноводных и  31 вид тепловодных 

а б

Рис. 1. Спутниковые карты распределения ТПМ на начало и окончание ихтиопланктонных исследований в июне 
2020 г.: а – 04.06.2020; б – 27.06.2020 (Морской портал…, 2021).

а б

Рис. 2. Расчетные схемы геострофических течений на начало и окончание ихтиопланктонных исследований в июне 
2020 г.: а – 05.06.2020; б – 26.06.2020 (Морской портал…, 2021).
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рыб) из 21 семейства. В открытых водах отмече-
ны 26 видов икры и личинок рыб из 18 семейств, 
в прибрежной акватории Севастополя – 25 видов 
из 17 семейств, в Азовском море – 3 вида из 3 се-
мейств (табл. 1).

Средняя численность икры в открытых водах 
Черного моря колебалась от 7.8 экз/м2 в  начале 
июня до 79.5 экз/м2 в конце июня, а личинок – от 
0.7 до 7.5 экз/м2. В прибрежных водах юго-запад-
ного Крыма средняя численность икры в июне со-
ставляла 161.5, личинок – 25.1 экз/м2. В Азовском 
море средняя численность составляла 462.6 экз/м2, 
а  личинок не превышала 7.4 экз/м2. Простран-
ственное распределение ихтиопланктона представ-
лено на рис. 3.

В Центральном секторе исследований нересто-
вый сезон тепловодных рыб только начинался, и на 
7 станциях ихтиопланктон отсутствовал. В пробах 
идентифицированы 9 видов икры и личинок рыб. 
Средняя численность икры составляла 7.8 экз/м2. 
Икра была представлена в основном тепловодны-
ми Engraulis encrasicolus, Trachurus mediterraneus, 
Diplodus annularis, Mullus barbatus и весенне-нере-
стующей Scophthalmus maeoticus. Доминировала 
икра E. encrasicolus, составляя 78.1%. Продолжался 
нерест умеренноводных Sprattus sprattus и Merlangi-
us merlangus, доля их икры была достаточно высока, 
в сумме составляя 19.1%. Личинки были представ-
лены только единичными экземплярами теплово-
дных E. encrasicolus, Syngnathus schmidti и Gobius ni-
ger, их средняя численность не превышала 0.7 экз/
м2 (рис. 3, табл. 1).

В Азовском море в ихтиопланктоне были иден-
тифицированы только 3 вида рыб. Доминирова-
ли икра и  личинки E. encrasicolus, средняя чис-
ленность ее икры составляла 462.6, личинок  – 
7.4 экз/м2, а максимальная численность достигала 
1242 и 30 экз/м2 соответственно (рис. 3). Личин-
ки S.  schmidti и  икра Callionymus sp. отмечались 
единично. Икра из семейства Callionymidae ра-
нее в  Азовском море не встречалась. В  Черном 
море Callionymidae нерестится при значительном 
колебании солености (9.5–18.5‰) от Одесско-
го залива до Керченской предпроливной зоны 
(Дехник, 1973). Вероятно, в Азовское море икра 
Callionymidae была занесена с черноморскими во-
дами через Керченский пролив при усилении ве-
тров южных румбов. Нельзя исключать и увеличе-
ние в последние годы солености в Азовском море 
(Бердников и др., 2019), что могло послужить бла-
гоприятным фактором для расширения районов 
обитания этого вида.

В Кавказском секторе на 7 станциях икра и ли-
чинки рыб отсутствовали. В пробах были отмечены 
7 видов только тепловодных рыб (5 видов икры и 2 
вида личинок). Средняя численность икры состав-
ляла 11.5, а личинок – 0.7 экз/м2. Доминировала 

икра E. encrasicolus (68.7%), единичными экзем-
плярами была отмечена икра M. barbatus, Pomatomus 
saltatrix, T. mediterraneus и Callionymus sp., однако их 
нерест был безрезультативен. Высокая численность 
икры (116 экз/м2) наблюдалась только на мелково-
дной станции в районе Анапы (рис. 3). Ихтиоплан-
ктон здесь собирали 19 июня после исследований 
в Азовском море. Около 65% общей численности 
икры в  пробе составляла E.  encrasicolus, интен-
сивный нерест которой в это время наблюдался 
в  Азовском море. Известно, что большая часть 
азовской популяции E. encrasicolus зимует южнее 
Новороссийска и при благоприятных температур-
ных условиях нерестится и в Черном море в зоне 
влияния азовоморских вод вблизи Керченского 
пролива (Васильева, 2007). Личинки были пред-
ставлены двумя видами: S. schmidti и  Symphodus 
ocellatus (табл. 1).

В Западном секторе на заключительном этапе 
исследований в третьей декаде июня икра и ли-
чинки отсутствовали только на одной станции. 
В пробах были идентифицированы 26 видов рыб 
(13 видов икры и 18 видов личинок) из 18 семейств. 
Средняя численность ихтиопланктона по сравне-
нию с началом ихтиопланктонной съемки (цен-
тральный сектор) возросла на порядок. Числен-
ность икры составляла 79.6, а личинок – 7.5 экз/м2 

(табл. 1). Доминировала икра E. encrasicolus, со-
ставляя 72.9%, субдоминантным видом была 
T.  mediterraneus  – 16.5%. Икра остальных видов 
тепловодных рыб встречалась единично. Среди 
личинок доминирование было слабо выражено. 
В пробах преобладали личинки рыб, обычные для 
прибрежных вод, с длительным периодом постэм-
брионального развития. На личинок рыб с демер-
сальной икрой приходилось 45.3%, а на личинок 
пелагофильных рыб – 13.3%. Личинки, типичные 
для открытых вод шельфа, были представлены 
только E. encrasicolus (25.4%) и S. schmidti (12%). Под 
слоем термоклина продолжался нерест умеренно-
водных рыб. Доля икры S. sprattus и M. merlangus 
в сумме не превышала 2.5%, а личинок трех видов 
рыб из сем. Gadidae – 3.9% (табл. 1).

В  прибрежной акватории Севастополя ихти-
опланктон присутствовал во всех пробах. Всего 
были идентифицированы 25 видов икры и личинок 
рыб из 17 семейств (табл. 1). Средняя численность 
икры составила 161.5, а личинок – 25.1 экз/м2. Если 
в начале июня при температуре менее 20°С было 
отмечено 9 видов икры и личинок рыб, а средняя 
численность икры составляла 73.6 и 5.6 экз/м2 со-
ответственно, то в третьей декаде июня при темпе-
ратуре, превышающей 24°С, средняя численность 
икры достигала 210, а личинок – 36 экз/м2. В про-
бах преобладала икра D. annularis (49.7%), а доля 
икры E. encrasicolus составляла около 16%. (табл. 1). 
В отличие от других районов исследований здесь 
были широко представлены личинки из сем. 
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Таблица 1. Видовой состав ихтиопланктона в июне 2020 г. в различных районах исследований

Семейство Виды

Сектора в Черном море
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Умеренноводные виды

Clupeidae Sprattus sprattus (Linnaeus, 178) + +
Gadidae Merlangius merlangus Linnaeus, 1758 + + +

Trisopterus luscus Linnaeus, 1758 +
Gadidae spp. +

Тепловодные виды

Engraulidae Engraulis encrasicolus Linnaeus, 1758 + + + + +
Syngnathidae Syngnathus schmidti Popov, 1927 + + + +
Scorpaenidae Scorpaena porcus Linnaeus, 1758 + +
Serranidae Serranus scriba (Linnaeus, 1758) + +
Trachinidae Trachinus draco Linnaeus, 1758 +
Gobiesocidae Lepadogaster candolii Risso, 1810 +

Diplecogaster bimaculata (Bonnaterre, 1788) + +
Blenniidae Parablennius tentacularis (Brünnich, 1768) +

Parablennius sanguinolentus (Pallas, 1814) +
Coryphoblennius galerita (Linnaeus, 1758) +
Blenniidae spp. +

Callionymidae Callionymus sp. + + + +
Gobiidae Gobius niger Linnaeus, 1758 + + +

Pomatoschistus marmoratus (Risso, 1810) + +
Pomatoschistus minutus (Pallas, 1770) + +
Pomatoschistus pictus Malm, 1865 + +
Knipowitschia longecaudata (Kessler, 1877) +

Carangidae Trachurus mediterraneus (Staindachner,1868) + + + +
Mullidae Mullus barbatus Linnaeus, 1758 + + + +
Sciaenidae Sciaena umbra (Linnaeus, 1758) + +
Sparidae Diplodus annularis (Linnaeus, 1758) + + +

Sparidae spp. +
Labridae Ctenolabrus rupestris (Linnaeus, 1758) +

Symphodus ocellatus (Linnaeus, 1758) + + +
Symphodus roissali (Risso, 1810) +
Symphodus cinereus (Bonnaterre, 1788) +

Scombridae Sarda sarda (Bloch, 1793) +
Pomatomidae Pomatomus saltatrix (Linnaeus, 1766) + + +
Scophthalmidae Scophthalmus maeoticus (Pallas, 1814) + +
Bothidae Arnoglossus kessler (Schmidt, 1915) +
Soleidae Pegusa nasuta (Pallas, 1814) +
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Labridae, из редких видов можно отметить личин-
ку Coryphoblennius galerita (Linnaeus, 1758). Нерест 
массовой промысловой T. mediterraneus здесь был 
результативным, личинки присутствовали практи-
чески во всех пробах. Суммарная численность ли-
чинок T. mediterraneus и E. encrasicolus составляла 
более половины общей численности личинок всех 
видов, обнаруженных в этом районе. Умеренново-
дные виды были представлены только единичной 
икрой M. merlangus.

Питание личинок рыб. Выживание личинок рыб 
в значительной степени зависит от трофических 
взаимоотношений в  планктонном сообществе, 
а именно – кормовой базы личинок рыб. Изуче-
но питание и размерно-массовые характеристики 
60 экз. личинок рыб, относящихся к 7 семействам 
из Черного моря и 25 экз. личинок E. encrasicolus 
из Азовского моря, в прибрежной акватории Се-
вастополя исследовано 61 экз. личинок рыб из 
5 семейств. В Азовском море и в прибрежной ак-
ватории Севастополя все личинки E. encrasicolus 
находились на желточном типе питания. Наибо-
лее благоприятные условия для выживания личи-
нок наблюдались в западном секторе исследова-
ний, где пробы отбирались в третьей декаде июня. 
Здесь был отмечен наиболее широкий размерный 
ряд личинок E. encrasicolus (TL от 2.3 до 6.6 мм), 
которые находились на желточном, смешанном 
и внешнем типах питания. В кишечниках личинок 
E. encrasicolus на внешнем типе питания (длина бо-
лее 6 мм) пищевые организмы были переварены 
до аморфной массы. В пищевом комке личинок 
остальных видов идентифицированы ювенильные 
стадии копепод. Кладоцеры отмечены у S. schmidti, 

K. longecaudata и  Lepadogaster candolii, единично 
встречались яйца гидробионтов. Большое коли-
чество пищевых объектов в кишечниках личинок, 
пойманных в западном секторе, свидетельствует 
о благоприятных кормовых условиях в исследуе-
мый период. Так, если в западном секторе иссле-
дований в кишечниках S. schmidti обнаружено от 5 
до 28 пищевых объектов, то в центральном секторе 
исследований их количество колебалось от 1 до 6, 
в районе Кавказа – от 1 до 4 экз., а у экземпляра, 
пойманного в  Азовском море, отмечено только 
2 объекта (Copepoda (Calanoida)) длиной 0.25 мм. 
У личинок сем. Gobiidae пищевые организмы (от 1 
до 3 экз. на один кишечник) встречались только 
в западном секторе исследований.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данные о видовом составе и численности их-
тиопланктона в разных районах, соответствующих 
конкретным этапам формирования летнего типа 
термической стратификации вод, свидетельству-
ют о существенных региональных отличиях ихти-
опланктонных комплексов. В течение июня 2020 г. 
в открытых водах Черного моря наблюдалось по-
следовательное развитие летнего нерестового сезо-
на тепловодных видов рыб.

В центральном секторе исследования выполня-
ли на заключительной фазе весеннего гидрологи-
ческого сезона при интенсивном прогреве верхнего 
слоя моря, однако ВКС летнего типа еще не сфор-
мировался. В начале съемки на большей части ак-
ватории температура поверхности моря составляла 
16–17°С. Пониженные значения температуры воды 

Рис. 3. Карта-схема пространственного распределения ихтиопланктона (экз/м2).
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(до 14°С) наблюдались в узкой прибрежной зоне 
от Ялты до Феодосийского залива как остаточное 
проявление прибрежного апвеллинга, а наиболее 
высокие (до 17.5–18.0°С) – в водах ОЧТ в южной 
части сектора (рис. 1а). Активный прогрев верхне-
го слоя моря продолжался до начала второй декады 
месяца, когда ТПМ увеличилась до 21–22°С. В пе-
риод с 4 по 15 июня в центральном секторе иссле-
дований в ихтиопланктоне было отмечено 9 видов 
(7 тепловодных), а средняя численность икры и ли-
чинок составляла всего 7.8 и 0.7 экз/м2. Сложивша-
яся термическая структура верхнего слоя моря не 
способствовала нересту тепловодных видов рыб, 
что подтверждается высокой долей (19%) икры 
умеренноводных S. sprattus и M. merlangus в пробах.

Начиная с середины второй декады июня ак-
тивизация атмосферных процессов над бассейном 
Черного и Азовского морей привела к усилению 
ветро-волнового перемешивания и  замедлению 
прогрева верхнего слоя моря. Волнение моря до 
3 баллов по всей акватории кавказского сектора 
отмечалось с 19 по 21 июня. Вследствие вовлече-
ния в  верхний слой моря холодных вод из слоя 
максимальных вертикальных градиентов темпе-
ратуры значения ТПМ по сравнению с предше-
ствующими понизились на 1–2°С, что замедлило 
процесс формирования летнего типа вертикальной 
термической стратификации (Филлипс, 1980). Та-
ким образом, съемка в кавказском секторе выпол-
нялась в начальной фазе летнего гидрологическо-
го сезона со слабо выраженным ВКС толщиной до 
5–7 м и перепадом температур от 22–24°С на по-
верхности до 18–20°С на глубине 20 м. Усиление 
ветро-волнового перемешивания и  замедление 
прогрева верхнего слоя моря не способствовали 
нерестовой активности теплолюбивых видов рыб. 
В ихтиопланктонных пробах были отмечены все-
го 7 видов, средняя численность икры составля-
ла 11.5, а личинок – 0.7 экз/м2. Активный нерест 
E. encrasicolus наблюдался только в пределах Кер-
ченского антициклона в северо-восточной части 
акватории в сложившихся благоприятных термоди-
намических условиях при минимальной ветро-вол-
новой активности. Здесь численность ее икры со-
ставляла 116 экз/м2, однако личинки в пробах от-
сутствовали.

В Западном секторе исследований съемка вы-
полнялась уже в  летний гидрологический сезон 
при значениях температуры поверхности моря 
23–26°С (рис. 1б). Сформировавшаяся термиче-
ская структура летнего типа с ВКС толщиной более 
10 м способствовала началу массового нереста те-
пловодных видов рыб. Здесь были отмечены 26 ви-
дов икры и  личинок рыб. Средняя численность 
как икры, так и личинок возросла по сравнению 
с центральном сектором исследований на поря-
док и составляла 79.5 и 7.5 экз/м2 соответствен-
но. В прибрежной акватории средняя численность 

ихтиопланктона превышала значения открытых 
вод в 2 раза по икре и в 3.5 раза по личинкам, а их 
максимальная численность достигала 368 и 85 экз/
м2 соответственно. Одновременно было отмечено 
массовое развитие кормового зоопланктона как 
в прибрежной акватории, так и в открытых водах 
северо-западной части Черного моря, что под-
тверждается высокой численностью личинок, на-
ходящихся на разных типах питания, и большим 
количеством кормовых организмов в их кишечни-
ках.

В  последние годы в  летний гидрологический 
сезон было отмечено увеличение количества уз-
коприбрежных видов ихтиопланктона в открытых 
водах шельфа в связи с усилением роли прибреж-
но-шельфовых квазистационарных антицикло-
нических вихрей вдоль берегов Крыма и Кавказа 
при снижении интенсивности ОЧТ (Белокопы-
тов, 2017; Климова и др., 2021). В третьей декаде 
июня большая часть акватории западного сектора 
находилась под влиянием квазистационарного ан-
тициклонического круговорота (Севастопольский 
антициклон). Циркуляция вод в системе Севасто-
польского антициклона способствовала выносу 
по своей восточной периферии зоо- и ихтиоплан-
ктона с прибрежной акватории западного Крыма 
в открытые воды (рис. 2б). Одновременно по се-
веро-западной периферии антициклона отмече-
но поступление хорошо прогретых дунайских вод 
с пониженной соленостью, которые также способ-
ствовали выносу планктона из прибрежных аква-
торий северо-западного шельфа в открытые воды 
(рис. 1б). Увеличение количества видов в открытых 
водах западного сектора наблюдалось в основном 
за счет личинок узкоприбрежных рыб с демерсаль-
ной икрой из семейств Gobiesocidae, Blenniidae, 
Gobiidae, Labridae.

Поскольку количество видов в ихтиопланктоне 
прибрежной акватории Севастополя и открытых 
вод западного сектора оказалось одного порядка, 
мы проанализировали состояние ихтиопланктон-
ных комплексов этих районов с помощью наиболее 
часто употребляемых индексов видового разноо-
бразия (индексов видового разнообразия, видово-
го богатства, доминирования и выровненности), 
предложенных (Одум, 1986), а также индексов ви-
дового (Sörensen, 1948) и  структурного сходства 
(Константинов, 1969).

Высокое видовое разнообразие обычно характе-
ризуется максимальной выровненностью и отсут-
ствием доминирования отдельных видов (Одум, 
1986). В прибрежной акватории Севастополя была 
отмечена высокая выровненность (0.53) и низкое 
доминирование (0.27) отдельных видов, что при-
вело к повышению индекса видового разнообра-
зия ихтиопланктона до 2.44 (табл. 2). Показатели 
индексов видового богатства зависят от количе-
ства видов в изучаемом сообществе и суммарной 
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численности всех особей. Поэтому, несмотря на 
сопоставимое число видов, индекс видового богат-
ства в открытых водах оказался выше, чем в при-
брежной акватории Севастополя, где численность 
была намного выше (табл. 2).

Сопоставимое количество видов в ихтиоплан-
ктоне обоих районов исследований способствовало 
повышению показателя индекса видового сходства 
(Sörensen, 1948) ихтиопланктона, который составил 
(0.63). Индекс структурного сходства (Константи-
нов, 1969) в  данных районах для икры составил 
всего 36.6, а для личинок – 46.7, что вполне зако-
номерно в связи с различиями в структуре видово-
го состава икры и личинок в открытых и прибреж-
ных водах. Структура видового состава икры была 
типичной (Дехник, Павловская, 1979) как в откры-
тых водах Западного сектора с доминированием E. 
encrasicolus, так и в прибрежной акватории моря, 
где доминирование не было выражено, а в про-
бах преобладала икра D. annularis, E. encrasicolus, T. 
mediterraneus и M. barbatus. Однако среди личинок 
отсутствие доминирования наблюдалось в обоих 
районах исследований, а высокая доля личинок уз-
коприбрежных видов способствовала увеличению 
показателя индекса структурного сходства.

В первой половине июня наблюдался период 
активного прогрева верхнего слоя моря. Значения 
ТПМ колебались от 19 до 22°С и были благоприят-
ны для нереста и эмбрионального развития икры 
наиболее массового тепловодного вида черномор-
ской ихтиофауны – E. encrasicolus. В Центральном 
секторе исследований средняя численность икры 
еще не превышала 6.0 экз/м2, однако нерест был 
результативным, доля личинок от количества икры 
в ловах составляла 2.1%.

В конце второй декады июня в Азовском море 
несмотря на то, что средняя численность икры 
E. encrasicolus превышала 460 экз/м2, процент ли-
чинок от количества икры в пробах был низким 
(1.6%), причем все личинки находились на желточ-
ном типе питания. Низкая эффективность нереста 
E. encrasicolus в Азовском море, вероятно, связана 
с климатическим осолонением азовских вод (Берд-
ников и др., 2019). Уже с 2017 г. соленость достигла 
14–15‰, что приводило к смене солоноватоводных 

видов зоопланктона на морские. Для выживания 
личинок рыб в период перехода на внешний тип 
питания необходимо достаточное количество мел-
коразмерных фракций кормового зоопланктона. 
Однако массовое развитие морского зоопланкто-
на, в отличие от солоноватоводного, наблюдает-
ся при более высокой температуре воды в  море 
(Надолинский, Надолинский, 2018). Температура 
воды в период исследований не превышала 22°С. 
Вероятно, именно низкая численность мелкораз-
мерных фракций в кормовом зоопланктоне Азов-
ского моря отрицательно повлияла на выживание 
личинок E. encrasicolus. Данное предположение 
подтверждается нашими данными по размерному 
составу и питанию личинок рыб Азовского моря.

В западном секторе съемка выполнялась уже 
в начальной фазе летнего гидрологического се-
зона при значениях ТПМ свыше 23°С и сформи-
ровавшемся ВКС летнего типа толщиной более 
10 м, что было благоприятным как для нереста те-
плолюбивых рыб, так и массового развития кор-
мового зоопланктона. Эффективность нереста E. 
encrasicolus в открытых водах западного сектора 
была сопоставима с таковой в прибрежной аква-
тории Севастополя в конце 1958–1959 гг., когда 
в июне на траверзе Камышовой бухты при темпе-
ратуре поверхности моря 18–19°С она составляла 
3.2% (Дехник, 1973). В прибрежной акватории Се-
вастополя в том же районе исследований в конце 
третьей декады июня 2020 г. температура поверх-
ности в  море уже достигала 26°С, а  эффектив-
ность нереста составила 34%, что соответствова-
ло эффективности в разгар нереста E. encrasicolus 
в июле – августе 1950-х гг.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Последовательность выполнения ихтиоплан-
ктонных исследований в процессе формирования 
термической структуры вод, благоприятной для 
начала массового нереста теплолюбивых рыб, по-
казала резкое увеличение количества видов и чис-
ленности ихтиопланктона от заключительной фазы 
весеннего гидрологического сезона до начальной 
фазы летнего. Если в  начале исследований при 

Таблица 2. Показатели индексов видового разнообразия ихтиопланктона

Индексы разнообразия Западный сектор Прибрежная акватория 
Севастополя

Индекс видового разнообразия (Shennon, 1949) 1.77 2.45
Индекс видового богатства (Simpson, 1949) 13.04 10.63
Индекс доминирования (Margalef, 1958) 0.52 0.27
Индекс выровненности (Pielou, 1966) 0.38 0.53
Количество видов 26 25
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активном прогреве поверхности моря и  отсут-
ствии ВКС в центральном секторе исследований 
в ихтиопланктоне были отмечены 9 видов, сред-
няя численность икры составляла 7.8, а личинок 
0.7 экз/м2, то к концу ихтиопланктонной съемки 
в западном секторе в условиях сформировавшей-
ся термической структуры летнего типа с толщи-
ной ВКС более 10 м количество видов возросло до 
26, их численность возросла на порядок. Здесь же 
наблюдались наиболее благоприятные условия для 
выживания личинок рыб, что подтверждено широ-
ким размерным рядом личинок и большим количе-
ством пищевых объектов в их кишечниках.

Наиболее благоприятные условия для выжи-
вания ихтиопланктона наблюдались в прибреж-
ной акватории Севастополя, где отмечены макси-
мальная численность икры и личинок рыб и высо-
кие показатели индексов видового разнообразия. 
К концу третьей декады июня эффективность не-
реста массового промыслового вида E. encrasicolus 
была сопоставима с июлем – августом середины 
ХХ века и составляла свыше 34%.

В конце второй декады июня, несмотря на бла-
гоприятную температуру поверхности моря (22–
24°С), активизация циклонической деятельности 
в  восточной части моря привела к  замедлению 
процесса образования термической стратифика-
ции летнего типа в Кавказском секторе исследова-
ний. Количество видов и численность ихтиоплан-
ктона были сопоставимы с таковым в Центральном 
секторе в период заключительной фазы весеннего 
гидрологического сезона.

Низкая эффективность нереста E. encrasicolus 
в  Азовском море, вероятно, связана с  климати-
ческим осолонением азовских вод, что привело 
к смене солоноватоводных видов зоопланктона на 
морские, чье массовое развитие наблюдается в бо-
лее поздние сроки, не совпавшие с интенсивным 
нерестом азовоморской популяции E. encrasicolus, 
который наблюдался в период наших исследова-
ний.

Сравнительный анализ структуры видового 
состава икры прибрежных и открытых вод запад-
ного сектора показал их соответствие с периодом 
устойчивого состояния ихтиопланктона в середине 
прошлого века (выраженное доминирование одно-
го вида в открытых водах и отсутствие доминиро-
вания в прибрежных водах), что подтверждается 
низким показателем индекса структурного сход-
ства (36.6).

Развитие квазистационарного Севастопольско-
го антициклона, наряду с особенностями цирку-
ляции вод северо-западной части Черного моря, 
определяли динамику вод в западном секторе ис-
следований, способствующую выносу личинок 
прибрежных видов с  длительным периодом по-
стэмбрионального развития в сторону открытого 

моря. В результате количество видов в ихтиоплан-
ктоне и структура видового состава личинок рыб 
(отсутствие выраженного доминирования) в  от-
крытых водах западного шельфа оказалась близкой 
к таковой в прибрежной акватории моря, а индекс 
структурного сходства личинок составил 46.7.
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№ 121030100028-0 “Закономерности формиро-
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и  № 121030300149-0 “Исследование механизмов 
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Regional variability of the Black Sea ichthyoplankton state during 
the change of the spring hydrological season to the summer
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The species diversity and spatial distribution of ichthyoplankton in the coastal and open waters of the 
northern part of the Black Sea and the southwestern part of the Sea of Azov in June 2020 are presented. 
The species diversity and abundance of ichthyoplankton changed in accordance with the regional 
conditions of warming of the sea upper layer during the formation of a vertical thermal structure of the 
summer type. The most favorable conditions for the survival of ichthyoplankton were observed in the 
open and coastal waters of the Western Sector of research in the initial phase of the summer hydrological 
season.
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Обсуждаются денитрификационные потери азотсодержащих газов в биоме бореальных лесов. 
В почвах хвойных и лиственных лесов Западной Европы при денитрификации теряется 0.57 ± 0.2 
и 1.0 ± 0.2 кг N-N2O/га/год. В Северной Америкe этот показатель был равен 0.35 ± 0.29 кг 
N-N2O/га/год для всех насаждений. Эмиссия N2O из лесных почв была связана с поступлением 
азота с атмосферными осадками с r = 0.47 в хвойных лесах и с r = 0.68 в лиственных насажде-
ниях. Из почв в атмосферу возвращалось до 30% азота атмосферных выпадений. При большой 
атмосферной нагрузке эмиссия N2O составляла 20 кг N/га/год. На долю NO, N2O и N2 прихо-
дилось 21, 15 и 64%. Измерения эмиссии NO и особенно N2 остаются весьма редкими, что при-
водит к неполным оценкам денитрификационных потерь. Денитрификация является одним из 
самых трудных для исследования процессов азотного цикла в связи с отсутствием оптимального 
метода измерения.

Ключевые слова: нитрификация, денитрификация, азот атмосферных осадков, эмиссия азотсодержа-
щих газов, лесные почвы
DOI: 10.31857/S1026347024010127, EDN: lmmzyi

Леса занимают около 40 млн км2 (27% площа-
ди суши) и являются самыми распространенными 
экосистемами нашей планеты, в значительной сте-
пени обеспечивающими функционирование биос-
феры. На биом бореальных лесов приходится око-
ло половины этой площади (Реймерс, 1990).

Реализация основных биогеохимических ци-
клов (С и N) в лесу происходит в сложноустро-
енных экосистемах с  почвенным профилем, 
пронизанным корневыми окончаниями с ризос-
ферными зонами, микоризными комплексами, 
сапротрофными грибами, бактериями и почвен-
ной фауной. Трансформация органического веще-
ства почвы происходит с участием циклического 
поступления корневых экссудатов, составляю-
щих до 40% углерода нетто-фотосинтеза деревьев 
(Lladо et al., 2017).

В  цикле азота в  лесу значительный интерес 
представляют процессы денитрификации, вет-
ви азотного цикла, продуцирующей оксиды азота 
и молекулярный азот в лесных почвах. Это важная 
часть расходного баланса азота в лесу, до настоя-
щего времени определяемая весьма приближенно. 
Часть продуктов денитрификации поступает в ат-
мосферу, увеличивая парниковый эффект.

В отечественной литературе есть обобщающие 
публикации по потерям закиси азота в пахотных 
почвах (Кудеяров, 2020), но аналогичные работы 
для лесных почв отсутствуют. Настоящая публика-
ция содержит обзор и анализ зарубежной инфор-
мации по измерению продуктивности процесса де-
нитрификации в почвах бореальных лесов. Отече-
ственные публикации на эту тему остаются крайне 
редкими (Гришакина, 2007; Комарова и др., 2015; 
Климова и др., 2019).

Микробиологические процессы образования газо-
образного азота и оксидов азота в лесных почвах. 
К  ним относится нитрификация, денитрифика-
ция, хемоденитрификация, диссимиляторная ни-
тратредукция. В биосфере основная роль в проду-
цировании оксидов азота принадлежит гетеротро-
фной денитрификации, где закись азота выделяют 
бактерии и грибы с NO редуктазами, а потребля-
ют преимущественно бактерии с N2O редуктазой, 
которой нет у грибов. NH4

+ окисляется до NO3
– 

и затем восстанавливается до NO2
–, NO, N2O и N2 

(Умаров и др., 2007). Не исключают и участие авто-
трофной “нитрификационной денитрификации”, 
осуществляемой автотрофными нитрификаторами 
(van Groenigen et al., 2015). Выделение вклада ука-
занных процессов в общий эмиссионный поток 

ЭКОЛОГИЯ
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азотсодержащих газов сталкивается с  серьезны-
ми методическими затруднениями (Умаров, и др., 
2007; Ананьева и др., 2015). Вопрос о соотношении 
вклада грибов и бактерий в процесс денитрифика-
ции изучен недостаточно (Xu et al., 2021). Для осу-
ществления процессов денитрификации в почве 
необходимы носители процесса, нитраты, дефи-
цит кислорода, лабильное органическое вещество 
и соответствующие температура и увлажнение. По-
лагают, что денитрифицирующие бактерии состав-
ляют 10–15% бактериальной популяции в почве, 
воде и отложениях (Ambus, Zechmeister-Boltenstern, 
2007). Кроме того, в лесу оксиды азота способны 
выделяться из крон хвойных деревьев при фотоли-
зе HNO3, обеспечивая потери азота, равные 52 г/га 
за вегетационный период (Raivonen et al., 2006).

Методы измерения денитрификации и особенно-
сти реализации процесса в почве. Процесс денитри-
фикации всегда был сложным для исследования 
из-за проблем измерения крайне низких концен-
траций оксидов азота и малых изменений содер-
жания N2 на фоне его высокого присутствия в ат-
мосфере. Существует несколько методологических 
подходов для измерения процесса: определение 
в атмосфере ацетилена, использование изотопов 
14N и 15N, прямое количественное определение N2, 
определение отношения N2:Ar, подходы с балансом 
массы, стехиометрический подход, использование 
градиента экологических трассеров денитрифика-
ции, молекулярный подход (Groffman et al., 2006а; 
Butterbach-Bahl et al., 2013). При исследовании почв 
наиболее часто используют ацетиленовый и изо-
топный методы. Ацетилен останавливает восста-
новление NO3

– на стадии N2O (Федорова и  др., 
1973). При этом ацетилен ингибирует одни процес-
сы азотно-углеродного цикла и стимулирует дру-
гие (Oremland, Capone, 1988), что искажает резуль-
таты измерения N2O. Поскольку при микробной 
трансформации азотсодержащих соединений про-
исходит дискриминация содержания 15N в каждом 
последующем продукте, то используют отношение 
изотопов 15N:14N для количественных оценок про-
цесса. Все подходы при своей реализации сталки-
ваются с серьезными методическими затруднения-
ми и имеют свои достоинства и недостатки. Опти-
мального метода для измерения денитрификации 
нет (Groffman et al., 2006а). Это обстоятельство, 
а также высокий пространственный разброс ак-
тивности процесса при его реализации в почве (van 
Groenigen et al., 2015) и наличие суточной динами-
ки (Wu et al., 2021) делают денитрификацию очень 
сложной для изучения ветвью азотного цикла.

Продуцирование и распределение азотсодержа-
щих газов в почвенном профиле. Эмиссия закиси 
азота лесными почвами в течение года зависит от 
продуцирования и ассимиляции N2O микроорга-
низмами в почвенном профиле. При доминирова-
нии образования газа закись азота выделяется из 

почвы, если преобладает потребление, то почва 
адсорбирует этот газ (Kellman, Kavanaugh, 2008; 
Matson et al., 2009; Saari et al., 2009).

Повышенные концентрации закиси азота в поч-
венном профиле отмечены на глубине ниже 30 см 
с увеличением концентраций N2O вниз по профи-
лю почвы. Этот градиент формируется с середины 
января и достигает максимума (более 10 раз) в на-
чале марта. В верхней части профиля газ ассимили-
руется, а в нижней образуется, в связи с понижен-
ной активностью N2O редуктаз из-за возможного 
дефицита воды в период морозов. Через гранули-
рованный проницаемый барьер мерзлой почвы 
закись азота диффундирует в  атмосферу. Снеж-
ный покров может сдерживать диффузию. В мае 
активизируются корни растений, поглощающих 
минеральный азот. Градиент концентраций N2O 
в почвенном профиле исчезает к середине июля 
(Klemedson et al.,1997; Kitzler et al., 2006; Goldberg 
et al., 2010).

В  кислых, грубогумусных почвах бореальной 
зоны с преобладанием аммонификации над нитри-
фикацией образуется мало нитратов, что сдержива-
ет развитие денитрификации.

Выделение продуктов денитрификации из почв 
бореальных лесов. В  Западной Европе выделе-
ние закиси азота из почв в хвойных лесах изме-
няется от 0.025  кг N/га/год в  Швеции до 1.5  кг 
N/га/год в Германии при средней оценке равной 
0.57 ± 0.16 кг N/га/год (табл. 1). В лиственных мас-
сивах среднее значение этого показателя равно 
1.1 ± 0.34 кг N/га/год, при отклонениях от 0.17 до 
4.1 кг N/га/год. В расчеты не включен максимум 
процесса, равный 20 кг N/га/год в дубово-буковом 
лесу в Нидерландах (табл. 2).

Эмиссия закиси азота на осушенных органиче-
ских почвах елового леса в Швеции была в 6 раз 
выше, чем из минеральной почвы, и составляла 
2.4 ± 0.2 и 0.4 ± 0.15 кг N/га/год (Aurangojeb et al., 
2017).

В Северной Америке с меньшим поступлени-
ем азота из атмосферы выделение N2O в  хвой-
ных и  лиственных лесах составляет в  среднем 
0.35 ± 0.29 кг N/га/год, изменяясь от 0.02 кг N/га/
год в канадской тайге до 2.1 кг N/га/год в хвойном 
лесу штата Висконсин, США (табл. 1). От средних 
значений минерализации азота в подстилках и гу-
мусовых горизонтах средневозрастных хвойных 
(50 кг N/га/год) и лиственных (100 N/га/год) лесов 
(Разгулин, 2022) средние газообразные потери эле-
мента не превышают 1%.

Максимальное выделение закиси азота (72 кг N/
газа 11 месяцев) отмечено при осушении ольхово-
го болота в Германии. После мелиорации эмиссия 
газа снизилась до 1–5 кг N/га/год (табл. 2).

Межгодовые различия продукции закиси азота 
в лесных почвах изменялись от 1,5 раз в канадской 
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тайге (Matson et al., 2009), до 4 раз в широколи-
ственных лесах США (Bowden et  al., 1991; 2000; 
Groffman et al., 2006б) и достигали 3.5–7 раз в ле-
сах Западной Европы (Вutterbach-Bahl et al., 1997, 
2002б). В депрессиях рельефа этот показатель воз-
растал до 6 раз (Groffman et al., 2011).

Сведения о  поступлении NO и  N2 из лесных 
почв в  атмосферу очень ограничены. В  Запад-
ной Европе выделение оксида азота изменялось 
от 0.0005 кг N/га/год в сосновом лесу в Финлян-
дии до 9 кг N/га/год в насаждении ели в Герма-
нии (табл. 1) при среднем значении равном 2.7–
3 ± 1.3 кг N/га/год.

Лиственные насаждения характеризуются изме-
нением данного показателя от 0.21 до 3.5 кг N/га/
год и составляют в среднем 1.33 ± 0.67 кг N/га/год 
(табл. 2).

Одновременные измерения эмиссии NO, N2O 
и N2 остаются единичными. В Германии общее вы-
деление этих газов из почвы хвойного и букового 
леса составило 16.6 и 19.4 кг N/га/год. Оксид азота 
составлял 46 и 15% общего потока, на закись азота 
приходилось 10 и 21%. Вклад молекулярного азота 
был равен 43 и 64% (табл. 1, 2). Малое количество 
измерений эмиссии NO и N2 из лесных почв зани-
жает оценку денитрификационных потерь.

В  Западной Европе в  среднем из почв хвой-
ных и  лиственных лесов выделяется 2.7 ± 1.3 
и 0.35 ± 0.16 кг N/га/год оксида азота и 0.57 ± 0.2 
и 1 ± 0.2 кг N га/год закиси азота. Во всех лесах 
продукция закиси азота не была связана с азотом 
атмосферы (Pilegaard et al., 2006). Однако макси-
мум выделения N2O из лесной почвы был отме-
чен в Нидерландах (20 кг N/га/год) при рекордной 

Таблица 1. Эмиссия оксидов азота и молекулярного азота из почв хвойных лесов

Лесной фитоценоз Географическое 
положение

кг N га–1 год–1

Источник
Nатм N2O NO

Сосновый лес
Сосновый лес
Сосновый лес
Сосновый лес, 
май – ноябрь
Сосновый лес. 
Возраст, годы
4
17
32
67, апрель – декабрь
Сосновый лес
Еловый лес
Еловый лес
Еловый лес

Финляндия
Германия
То же
Провинция 
Саскачеван, Канада
Провинция 
Онтарио, Канада

Северо-восток США
Швеция
Германия
То же

3
24
35
3.8

4

10
4–5

24–40
24

0.026
0.52–4.5
0.4–1.3

0.05;0.08

–0.13
0.05

–0.082
–0.28
0.016
0.025
0.31

0.4; 1.3

0.0005
0.22–2.7

Pilegaard et al., 2006
Вutterbach-Bahl et al., 1997
Borken, Beese, 2005
Matson et al., 2009

Peichl et al., 2010

Bowden et al., 1991
Klemedson et al.,1997
Borken et al., 2002
Borken, Beese, 2005

Лесной фитоценоз Географическое 
положение

кг N га‑1 год‑1

Источник
*Nатм N2O NО N2

Еловый лес
Еловый лес
Хвойный лес
То же
Лес из дугласии
Еловый лес

Хвойный лес
Лес из ели и пихты, 
март – ноябрь
Хвойный лес

Германия
То же
То же
Западная Европа
Нидерланды
Провинция 
Саскачеван, Канада
То же
Полуостров Новая 
Шотландия, Канада
Штат Висконсин, 
США

24
25
20
15
35
4

4
10

8

1.5
0.4–3.1

0.17
0.52

0.08–0.12

0.02
0.10

2.1

6.4–9

2.7
0.12

7.2
Goldberg et al., 2010
Вutterbach-Bahl et al., 2002a
Schulte-Bisping et al., 2003
Pilegaard et al., 2006
van Dijk, Duyzeret, 1999
Matson et al., 2009

Corre et al., 1999
Kellman, Kavanaugh, 2008

Goodroad, Keeney, 1984

Примечание. *Nатм – поступление азота с атмосферными осадками.
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атмосферной нагрузке 50  кг N /га/год (Tietema 
et al., 1991).

В хвойных лесах продукция NO хорошо соотно-
силась с приходом азота из атмосферы (r2 = 0.82) 
и не была связана с этим показателем в листвен-
ных массивах. Денитрификация обеспечивала воз-
вращение в атмосферу до 30% азота атмосферных 
осадков (Tietema et al., 1991; Pilegaard et al., 2006; 
Jungkunst et al., 2012).

На территориях со значительным поступлени-
ем азота из атмосферы отмечается и более высо-
кая эмиссия закиси азота (табл. 1, 2). Эти параме-
тры коррелировали между собой с коэффициентом 
корреляции, равным 0.47 при р = 0.05 в хвойных 
лесах и 0.68 при р = 0.01 в лиственных. Значения r 
были рассчитаны по табл. 1, 2. При малом приходе 
азота из атмосферы происходит преимущественно 
сток закиси азота в почву, что и наблюдалось в ка-
надской тайге (Matson et al., 2009; Peichl et al., 2010).

В Финляндии доминировали болота с низкой 
продукцией N2O, от 0.19 до 0.4–2.7 кг N/га/год. На 
осушенных болотных массивах потери N2O возрас-
тали до 5–25 кг N/га/год. Различное отношение 
С:N торфа обеспечивало 5% изменений продукции 
N2O, и 13% было связано с типом болот и харак-
тером болотной растительности (Alm et al., 1999; 
Maljnen et al., 2010; Ojanen et al., 2010).

Измерение денитрификации ацетиленовым мето-
дом. В массивах хвойных лесов продуктивность де-
нитрификации изменялась от 0.01 кг N/га/годв ка-
надской тайге до 1.8–4.6 кг N/га/год в почвах ка-
тены под еловым лесом в  России (табл.  3). Для 
кленово-буковых лесов с дерново-подзолистыми 
почвами денитрификационные потери варьиро-
вали от 0.016 до 40 кг N/га/год (Groffman, Tiedje, 
1989). Процесс измеряли в лабораторных услови-
ях в почвенных кернах. Средние из таких оценок 
являются весьма приближенными и, скорее всего, 
завышенными. Значительные расхождения в про-
дуктивности денитрификации отмечены и в на-
саждении ольхи, составляющие 0.66–7.0 кг N/га/
год (табл. 3). В лесах умеренного пояса Западной 
Европы и Северной Америки денитрификацион-
ные потери азота в хвойных массивах варьирова-
ли от 0.10 до 2.4 кг N/га/год, составляя в среднем 
0.30 кг N/га/год. В лиственных насаждениях зна-
чения этого параметра были равны 0.30–28 и 3 кг 
N/га/год.

В масштабах планеты выделение закиси азота из 
почв лесов умеренного пояса (n = 15) и тропиче-
ских лесов (n = 22) оценивают в 1 ± 0.4 и 3 ± 5 кг 
N/га/год (Oertel et al., 2016).

В среднем потери азота при денитрификации 
в почвах лесов умеренной зоны, измеренные в ат-
мосфере ацетилена (Barton et al., 1999), соизмери-
мы с эмиссией оксидов азота (Regina et al., 1998), 
но их соотношение изучено недостаточно.

Глобальное потепление и рост общей азотизации 
биосферы (Dai et al., 2020; Li et al., 2022), увеличе-
ние содержания СО2 в атмосфере (Gineyts, Niboyet, 
2023) изменяют микробную активность азотного 
цикла. Катаболические процессы начинают преоб-
ладать над анаболическими. Цикл азота смещает-
ся от микробной иммобилизации к усилению ми-
нерализации, нитрификации и  денитрификации 
в наземных экосистемах (Dai et al., 2020). По этим 
причинам поступление закиси азота из почв плане-
ты в атмосферу возросло с 6.3 ± 1.1 Тг N/год в 1861 г. 
до 10 ± 2 Тг N/год в 2007–2016 гг. (Tian et al., 2019).

Сезонная динамика денитрификации в  лесных 
почвах и факторы ее определяющие. В широколи-
ственном лесу Наббард-Брук (штат Нью-Гэмпшир, 
США) поток N2O зимой (XII, I–III) составляет 12% 
годовой величины, весной (IV–V)  – 14%, летом 
(VI–VIII) – 44% и осенью (IX–XI) – 30% (Groffman 
et al., 2006б).

В горизонте почвы (А0–А1) нетто-минерализация 
азота, нитрификация и денитрификация (измерение 
с ацетиленом) в смежные годы исследования были 
равны 11.9 и 21.9, 7.2 и 12.4, 0.14 и 0.65 г N/м2/год со-
ответственно. Денитрификационные потери азота 
составляли в среднем 2% от нетто-минерализации 
и 3.6% от нитрификации (Groffman et al., 2001).

В некоторых работах до 86% сезонных вариаций 
эмиссии N2O и NO определялись гидротермиче-
ским режимом почвы, однако чаще сезонная ди-
намика выделения этих газов в хвойных и листвен-
ных лесах не была связана с этими параметрами. 
Во всех массивах отмечена отрицательная корре-
ляция эмиссии N2O с отношением С: N в лесных 
почвах с r2 = 0.87 (Klemedson et al., 1997; Schmidt 
et al., 1988; Groffman et al., 2006; Kitzler et al., 2006; 
Pilegaard et al., 2006). Содержание нитратов в ми-
неральной почве смешанного леса коррелировало 
с сезонными изменениями эмиссии NO с r2 = 0.65 
(Teepе et al., 2000). В Нидерландах концентрации 
N2O в почвенном воздухе уменьшались с опуска-
нием уровня грунтовых вод (Tietema et al., 1991). 
Регрессионные уравнения, учитывающие измене-
ния температуры и влажности почвы, поступления 
азота из атмосферы, сезонного прироста фитоце-
ноза объясняли 67 и 50% сезонной эмиссии NO 
и N2O в еловом лесу в Германии (Luo et al., 2012).

В течение года максимальная эмиссия закиси 
азота лесными почвами (до 84% годовой величины) 
обычно отмечается весной и осенью, при чередова-
нии замерзания и оттаивания (Goodroad, Kenney, 
1984; Brumme et al., 1999; Курганова и др., 2004; 
Hentschel et al., 2008; Schmitt et al., 2008; Goldberg 
et al., 2010). Выделение N2O из илистых почв про-
исходит в 9 раз активнее, чем в супесях (Teepе et al., 
2004). Лабораторные исследования не выявили ка-
кого-либо общего объяснения высокой эмиссии 
закиси азота из лесных почв в эти периоды.
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При замерзании в почве могут быть незамерз-
шие пленки влаги, обволакивающие частицы с за-
пасом питательных веществ. В этих микроагрегатах 
возможно образование и накопление N2O. Замерз-
шая влага экранирует выход образовавшегося газа, 
который освобождается при оттаивании. Увеличе-
ние выхода закиси азота стимулируется повышени-
ем температуры и ростом доступного органическо-
го вещества (Курганова и др., 2004).

Изменения содержания кислорода в почве вли-
яют на соотношение NO, N2O и N2 в общем потоке 
газов. Это позволяет объяснить кратковременное 
увеличение эмиссии N2O из почвы после интен-
сивных дождей (Благодатский, 2011).

При измерении с ацетиленом только 50% вариа-
ций процесса денитрификации были связаны с се-
зонными изменениями гидротермических пара-
метров почвы, содержания нитратов и лабильного 

Таблица 2. Эмиссия оксидов азота и молекулярного азота из почв лиственных лесов

Лесной фитоценоз Географическое 
положение

кг N га–1 год–1

Источник
Nатм N2O NO N2

Дубово-буковый лес Нидерланды 50 20 Tietema et al., 1991
Буковый лес То же 35 0.05 van Dijk, Duyzeret, 

1999
Широколиственный лес Германия 40 1.4 Schulte-Bisping, 

Beese, 2003
Буковый лес То же 24–40 0.4–1.3 Вorken, Beese, 2005
То же То же 20 0.17 0.71` Wolf, Brumme, 2003
То же То же 20 3.0 0.51
То же То же 24 0.49 Jungkunst et al., 2012
То же То же 25 1.6–6.6 2.3–3.5 12.4 Вutterbach-Bahl et al., 

2002.a
То же Австрия 12 0.64 0.021 Kitzler et al., 2006
Широколиственный лес Германия 20 0.79 0.31
Смешанный лес 20 2.0 Schulte-Bisping et al., 

2003,2016
То же То же 13 0.7
Лиственный лес Западная Европа 20 1.1 0.35 Pilegaard et al., 2006
При осушении массива 
ольхи за 322 дня 

Германия 72 Brumme et al., 1999

После осушения 1–5

Лесной фитоценоз Географическое 
положение

кг N га–1 год–1

Источник
Nатм N2O NO

Осиновый лес Провинция Саскаче-
ван, Канада

4 0.14 Matson et al., 2009

Широколиственный лес Штат Висконсин, 
США

8 0.89 Goodroad, Keeney, 
1984

То же Северо-восток США 10 0.1 Bowden et al., 1990
То же Штат Западная 

Вирджиния, США
11.5 0.18 Peterjohn et al., 1998

То же Штат Пенсильвания, 
США,

10 0.23 Bowden et al., 2000

То же Штат Нью-Гэмпшир, 
США

11 0.82 Groffman et al., 2006

Контроль То же 11 0.24 Groffman et al., 2011
Вариант с удалением 
снежного покрова

То же 0.63

Смешанный лес Штат Западная 
Вирджиния, США

10 0.012–0.018 Venterea et al., 2004

То же Штат Мэн, США 25–30 0.05–0.59
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Сорг (Groffman et al., 1989; Mogge et al., 1998), однако 
в отдельных исследованиях нитраты были главным 
параметром, контролирующим денитрификацию 
(Merril, Zak, 1992). Рост содержания влаги в поч-
ве мог как увеличить активность денитрификации 
(Klemedson et al., 1997), так и оставить ее значения 
без изменения (Peterjohn et al., 1998).

Регрессионное уравнение, включающее се-
зонные изменения влажности почвы, концентра-
ции нитратов, денитрификационный потенциал 
и эмиссию СО2, описывало до 79% вариаций де-
нитрификации (Vermes, Myrold, 1992). Добавление 
в  регрессионную модель потенциальной актив-
ности денитрификационных ферментов (АДФ), 
отношения АДФ: С микробной биомассы объяс-
няли до 96% изменений денитрификации. Интен-
сивность процесса возрастала с изменением меха-
нического состава от песчаных почв к глинистым 
и илисто-глинистым (Groffman, Tiedje, 1989).

В насаждении ольхи температура почвы коррели-
ровала с процессами денитрификации (измерение 
с ацетиленом, r2 = 0.44) и эмиссией N2O (r2 = 0.64). 
Несмотря на различие в продуктивности процесса 
у ольхи и бука, сезонная динамика денитрификации 
на обоих участках была близка (Moggе, 1998).

Потери N2O и NO из осушенного лесного бо-
лота Финляндии (горизонт торфа 0–15 см) с мая 
по сентябрь составили 3.1 и 0.3 кг N/га. Выделение 
обоих газов было максимально при заполнении 
влагой 60–70% объема пор торфяного субстрата. 
Сезонная динамика выделения обоих газов была 
связана с содержанием нитратов, активностью ни-
трификации, эмиссией СО2 и температурой почвы 
(r = 0.28–0.4). Добавки минерального азота и моче-
вины незначительно увеличивали эмиссию N2O, но 
потери NO возрастали в 1.5–2 раза. Газообразные 
потери составляли 4% от минерализованного азота 
(Regina et al., 1998).

Глобальный анализ проявления процесса пока-
зал, что микробная биомасса, рН, текстура, влаж-
ность и средняя годовая температура объясняли 
около 60% изменений активности денитрифика-
ции. Полагают, что содержание азота в почве и ми-
кробная биомасса являются наиболее сильными 
предикторами процесса (Li et al., 2022).

Известны математические модели денитрифика-
ции в почве. Соответствие между экспериментальны-
ми и расчетными скоростями процесса изменялось 
от 75 до 150% (Barton, 1999). Отмечается, что сложные 
имитационные модели более точны, чем простые 
уравнения, основанные на коэффициентах выбро-
сов оксидов азота. Так как эмиссию N2 из почвы из-
мерять сложно и дорого, предлагается использовать 
расчетное значение этого параметра, полученное 
в математических моделях (Del Grosso et al., 2020).

Изменение экологических условий лесных эко-
систем и их влияние на денитрификацию. В почве 

вырубки при удалении древостоев происходит на-
копление аммония, что стимулирует нитрификацию 
даже при росте анаэробиоза почвы. Это обуславли-
вает возрастание денитрификационных потерь на 
свежих вырубках как в хвойных, так и лиственных 
лесах умеренной зоны. У хвойных с денитрификаци-
ей терялось в среднем 0.3 кг N/га/год в лесу и 2.4 кг 
N/га/год на вырубке. У лиственных пород значения 
этих параметров составляли 3 и 5.4 кг N/га/год соот-
ветственно (Barton et al., 1999). По данным обзорной 
работы (Zhang et al., 2022), рубка до 2 раз увеличива-
ет эмиссию N2O из почв широколиственных лесов 
и незначительно изменяет этот параметр в хвойных 
и смешанных насаждениях. Процесс возвращает-
ся к исходному уровню через 4–6 лет после рубки 
(Barton et al., 1999; Zhang et al., 2022).

В хвойном лесу в Финляндии отмечено погло-
щение закиси азота почвой вырубки в первый год 
после рубки и ее эмиссия во второй год, что связы-
вают с увеличением в почве вырубки лабильного 
Сорг (Saari et al., 2009). На полуострове Новая Шот-
ландия (Канада) вырубка смешанного леса не из-
менила поток закиси азота из почвы, составлявше-
го на вырубке и в лесу 0.027 ± 0.05 кг N/га с марта 
по ноябрь (Kellman, Kavanaugh, 2008).

Внесение минерального азота весьма часто сти-
мулирует выделение закиси и оксида азота лесны-
ми почвами (Bowden et al., 1991; Klemedson et al., 
1997; Peterjohn et  al., 1998; Venterea et  al., 2004; 
Kitzler et al., 2006) при единичных исключениях 
(Bowden et al., 2000). Oтмечается, что при высокой 
атмосферной нагрузке на водосборе со смешанным 
лесом может иметь место абиогенное образование 
оксида азота. Увеличение эмиссии NO может уве-
личить фитотоксичность озона в атмосфере и сдер-
живать накопление углерода фитоценозом как ре-
акцию леса на увеличение поступления атмосфер-
ного азота и содержания СО2 (Venterea et al., 2004).

Добавление нитратов в почву широколиствен-
ного леса (штат Нью-Джерси, США) приводило 
к  двойному увеличению эмиссии N2O по срав-
нению с контрольными площадями. Добавление 
фосфатов в 1.6 раза уменьшало активность процес-
са на одних участках, но не изменило его значения 
на других (Ullah, Zinati, 2006).

Ухудшение дренажа часто увеличивает дени-
трификационные потери азота в  лесу в  1.1–2.4 
раза. В общих газообразных потерях азота проис-
ходит снижение доли N2O на 25% в заболоченных 
лесах и на 70–90% в почвах с хорошим дренажем 
(Groffman, Tiedje, 1989; Merril, Zak, 1992).

Удаление снежного покрова увеличивало эмис-
сию закиси азота из почвы до 6 раз в еловом лесу 
в Германии (Goldberg et al., 2010) и в 2.6 раза в ши-
роколиственном лесу в США (табл. 2), но было не-
достоверно в кленово-буковом насаждении (штат 
Нью-Гэмпшир, США), где на участках без снега 
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и контрольных площадях выделялось 0.12 ± 0.08 
и 0.08 ± 0.06 г N/м2/год. Породный состав древо-
стоев не влиял на продукцию закиси азота, состав-
лявшую на участках с сахарным кленом и желтой 
березой 0.074 ± 0.06 и  0.083 ± 0.041  г N /м2/год 
(Groffman et al., 2006б).

В сосновом лесу возраст древостоев не коррели-
ровал с продукцией N2O (табл. 1). Выделение заки-
си азота возрастало с увеличением Сорг в подстилке 
(Schulte-Bisping et al., 2003).

В эксперименте увеличение видового разноо-
бразия почвенной фауны незначительно увеличи-
вало эмиссию СО2 из почвы, но заметно снижало 
выделение N2O, что может свидетельствовать о бо-
лее полной денитрификации (Lubbers et al., 2020).

Ранее в экспериментальных исследованиях почв 
природных зон европейской части России было 
показано, что скорость восстановления закиси 
азота была выше ее эмиссии. Это указывает, что 
основным продуктом денитрификации является 
молекулярный азот (Кромка и др., 1991). В нашей 
стране экспериментальных оценок эмиссии N2 
из лесных почв нет. Немногочисленные исследо-
вания эмиссии закиси азота в лесных и болотных 
экосистемах страны (Тверская область, Карелия) 
показали преимущественное поглощение заки-
си азота верхними горизонтами почв, что позво-
ляет рассматривать эти экосистемы как природ-
ный сток для N2O (Гришакина, 2007; Мамай и др., 
2013; Комарова и др., 2015). Учитывая данные этих 

исследований, а также низкое выделение и адсо-
рбцию закиси азота в почвах таежных экосистем 
Скандинавии, Канады и США (Bowden et al., 1990, 
1991; Klemedson et al., 1997; Pilegaard et al., 2006; 
Kellman, Kavanaugh, 2008; Matson et al., 2009; Peichl 
et al., 2010), логично предположить, что колоссаль-
ные по площади таежные леса России с низким 
приходом азота с осадками (особенно в Сибири 
и на Дальнем Востоке) (Меняйло и др., 2018) дают 
малый вклад в поступление азотсодержащих газов 
в атмосферу. К сожалению, для более точных оце-
нок нет экспериментальных данных.

Выводы
1. Таким образом, поступление денитрификаци-

онных газов из лесных почв положительно корре-
лирует с Nатм, поддерживая высокий уровень про-
цесса в лесах Западной Европы и меньший в лес-
ных массивах Северной Америки, возвращая до 
30% “атмосферного азота”. Отмечается и погло-
щение N2O и NO в почвенном профиле.

2. На вырубках возможно увеличение газообраз-
ных потерь азота из почв по сравнению с лесом.

3. Денитрификационные потери азота состав-
ляют менее 5% от нетто-минерализованного азота 
в почвенном профиле в течение года.

4. Температура и увлажнение почвы, концен-
трации нитратов и  органического вещества, от-
ношение C:N в почве объясняют не более 50% се-
зонных изменений процесса денитрификации. Не 

Таблица 3. Продуктивность денитрификации в лесных почвах

Лесной фитоценоз, почва Географическое положение N2O,
кг N га–1 год–1 Источник

Еловый лес. Почва:
торфяно-глеевая
палево-подзолистая
буроземная
дерново-глеевая
Хвойный лес

Вырубка дугласии
Насаждение ольхи
Зрелый буковый лес
Насаждение ольхи
Кленово-буковый лес
Хороший дренаж, участки 1, 2, 3
Почва: глинистая 1
илисто-глинистая 2
песчаная 3
Средний дренаж 1, 2, 3
Низкий дренаж 1, 2, 3
Кленово-дубовый лес
Кленово-липовый лес
Заболоченный кленовый лес

Тверская область, Россия

Провинция Британская 
Колумбия, Канада
Штат Орегон, США

Германия

Штат Мичиган, США

4 (V–IX)
2.4
1.8
4.6
0.01

0.66 (V–X)
0.66
0.4
7.0

10
18
0.6

11, 17, 0.8
24, 40, 0.5

0.014 (V–IX)
0.029
0.047

Гришакина, 2007

Gushon, Feller, 1989

Vermes, Myrold, 1992

Mogge et al., 1999

Groffman, Tiedje, 1989

Merril., Zak, 1992
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установлены параметры, эффективно контролиру-
ющие сезонную динамику процесса.

5. Поступление денитрификационных газов из 
лесных почв в атмосферу в основном представлено 
закисью азота и является неполным и заниженным 
из-за ограниченного количества выполненных из-
мерений эмиссии NO, NO2 и N2, что снижает до-
стоверность оценок суммарного газового потока.

6. Денитрификация остается одним из самых 
сложных для изучения процессов азотного цикла, 
с отсутствием оптимального метода ее измерения.
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Denitrification losses of nitrogen-containing gases in the biome of boreal forests are discussed. In the 
soils of coniferous and deciduous forests of Western Europe, 0.57 ± 0.2 and 1.0 ± 0.2 kg N-N2O/ha/ 
year are lost during denitrification. In North America this figure was 0.35 ± 0.29 kg N-N2O/ha/yr 
for all stands. The emission of N2O from forest soils correlated with the input of nitrogen from the 
atmosphere with r = 0.47 in coniferous forests and with r = 0.68 in deciduous plantations, returning to 
the atmosphere up to 30% of the nitrogen supplied with atmospheric precipitation. With a high input 
of nitrogen from the atmosphere, the emission of nitrogen-containing gases reached 20 kg N /ha /yr. 
Of these, NO, N2O, and N2 accounted for 21, 15, and 64%. Measurements of NO and especially N2 
emissions remain very rare, leading to incomplete estimates of denitrification losses. Denitrification 
remains the most complex process in the nitrogen cycle, with no definitive methods for measuring it.

Keywords: nitrification, denitrification, precipitation nitrogen, emission of nitrogen-containing gases, for-
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Проведена количественная и качественная оценка динамики образования разрывов в пологе 
малонарушенного старовозрастного полидоминантного широколиственного леса на постоянной 
пробной площади в заповеднике “Калужские засеки”. По данным аэрофотосъемки леса в 2018 
и 2021 гг. были получены цифровые модели высот, по которым построены схемы окон несколь-
ких высотных классов. Полученные схемы были экспертно проанализированы с использовани-
ем ортофотопланов данных съемок и оценены площади окон. Проведено выборочное наземное 
обследование окон и регрессионный анализ связи относительной площади окон с видовым со-
ставом древостоя по данным первичного перечета. Показано, что фенофаза во время съемки мо-
жет существенно изменять оценку площадей окон, а высота древостоя в окне не может служить 
надежным показателем его возраста. Также было обнаружено, что аэрофотосъемка позволяет 
выявить более сложную оконную структуру, чем наземные исследования.

Ключевые слова: ветровальные окна, оконная динамика, заповедник “Калужские засеки”, ортофото-
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Современная популяционная экология рассма-
тривает разрывы в пологе древостоев (окна) как 
важный структурный элемент лесных экосистем. 
Это нашло выражение в концепциях гэп-мозаики 
(Watt, 1947; Коротков, 1991; McCarthy, 2001) и мо-
заично-циклической концепции экосистем (The 
mosaic-cycle concept…, 1991; Смирнова, 1998), ко-
торые предполагают, что окна являются необходи-
мой частью цикла естественного лесовозобновле-
ния (Smirnova et al., 2017; Feldman et al., 2018; Ross 
et al., 2022). Окна обеспечивают некоторым свето-
любивым видам, неспособным длительное время 
расти под пологом, возможность возобновления, 
а теневыносливым – возможность выйти в пер-
вый ярус. Понимание особенностей оконной ди-
намики необходимо для анализа пространствен-
ной неоднородности лесного покрова, являющей-
ся ключевым фактором поддержания устойчивого 
функционирования лесных экосистем, сохранения 
их биологического разнообразия и, как следствие, 
способности к реализации основных экосистем-
ных функций (Lukina et al., 2021).

Использование исключительно традиционных 
методов наземного обследования древостоев свя-
зано с большими трудовыми и временными затра-
тами (Condit, 1998; Gardner et al., 2008), поэтому 
в современных исследованиях активно применяют-
ся дистанционные методы. Для этого используют-
ся данные спутниковой съемки (Bastin et al., 2017; 
Sturm et al., 2022) и аэрофотосъемки с использова-
нием пилотируемых летательных аппаратов (Vierling 
et al., 2008), но подобные способы имеют опреде-
ленные ограничения как по стоимости, так и по 
характеристикам изображения (Wulder et al., 2004; 
Loarie et al., 2007; Koh, Wich, 2012; Paneque-Gálvez 
et al., 2014). Более привлекательной альтернативой 
в локальных исследованиях, проводимых на отно-
сительно небольших площадях, являются БПЛА 
(беспилотные летательные аппараты) (Rango et al., 
2009; Whitehead, Hugenholtz, 2014; Whitehead et al., 
2014; Pajares, 2015). Они используются для того, что-
бы отслеживать изменения лесного покрова (Hansen 
et al., 2013; Nijland et al., 2015), получать данные о его 
густоте (Crowther et al., 2015), высоте полога (Simard 
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et al., 2011; Nijland et al., 2015; Zhang et al., 2016), за-
пасах углерода (Saatchi et al., 2011; Zhang et al., 2014) 
и  структуре растительности (Getzin et  al., 2012; 
Dandois, Ellis, 2013; Puliti et al., 2015).

В качестве результата дистанционного зондиро-
вания могут рассматриваться как плотные облака 
точек и цифровые модели высот (Mohan et al., 2017; 
Otero et al., 2018; Chen et al., 2022), так и растро-
вые композитные изображения (ортофотопланы) 
(Li et al., 2017; Branson et al, 2018), для интерпрета-
ции которых зачастую привлекаются искусствен-
ные нейронные сети (Sylvain et al., 2019).

В исследованиях оконной динамики применя-
ются такие наземные методы, как трансекты (Ши-
роков, 2005), дендроэкологический анализ (Hobi 
et al., 2015), полусферическая съемка (Jonckheere 
et  al., 2005). Из дистанционных методов приме-
няются сканирование лидаром (Vepakomma et al., 
2012), анализ спутниковых снимков (Barton et al., 
2017) и аэрофотосъемка с помощью БПЛА (Wang 
et al., 2015; Getzin et al., 2012). Было показано, что 
при аэрофотосъемке происходит существенно 
меньше пропусков окон (ложноотрицательных ре-
зультатов), чем при использовании наземных ме-
тодов, хотя несколько увеличивается количество 
ошибочно распознанных окон (ложноположитель-
ных результатов) (Fox et al., 2000).

Цель данного исследования – сравнить оценку 
оконной динамики участка малонарушенного ши-
роколиственного леса, полученную с помощью аэ-
рофотосъемки, с оценкой, полученной наземными 
методами. Для достижения данной цели были по-
ставлены следующие задачи: (1) построение на ос-
нове материалов аэрофотосъемки цифровых моде-
лей высот древесного полога на постоянной проб-
ной площади для выделения окон; (2) выявление 
оконной динамики древостоя на основе анализа 
материалов аэрофотосъемки, полученных в раз-
ное время; (3) сравнение размеров окон, выявлен-
ных наземными и дистанционными методами; (4) 
выявление связи между видовым составом первого 
яруса древостоя 30-летней давности и суммарной 
площадью окон в настоящее время.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Краткая характеристика района исследований. 
Заповедник “Калужские засеки” находится на 
юго-востоке Калужской области в пределах Рус-
ской платформы, в северо-западной части Сред-
нерусской возвышенности на водоразделе рек Ока 
и Вытебеть (приток р. Жиздра). Преобладающие 
высоты 150–250 м н. у. м., наивысшая точка – 275 м. 
Рельеф образован в основном пологохолмистым 
покровом ледниковой морены, эрозионный, густо 
расчлененный овражно-балочной и речной сетью, 
состоящей из левых притоков реки Вытебеть. На 
территории заповедника представлены в основном 

светло-серые лесные почвы, в  долине р. Выте-
беть – дерново-среднеподзолистые и дерново-сла-
боподзолистые почвы (Бобровский, Ханина, 2000).

Климат умеренно-континентальный с  четко 
выраженными сезонами года. Среднегодовая тем-
пература +4.4°C, наиболее теплый месяц – июль 
(средняя температура +18°C), наиболее холод-
ный – январь (средняя температура –10°C), сред-
няя относительная влажность воздуха – 66–74%. 
Среднегодовое количество осадков  – 662  мм 
(от 450 до 700 мм; максимальное количество осад-
ков выпадает в  июле, минимальное  – в  декабре 
и  феврале). Снеготаяние начинается в  среднем 
29 марта. Преобладают западные и юго-западные 
ветры. Среднегодовое барометрическое давление – 
746.5 мм рт. ст. (Veselov et al., 2021).

Заповедник состоит из двух участков. На терри-
тории южного участка, где проводились исследова-
ния, сохранились уникальные массивы старовоз-
растных полидоминантных широколиственных ле-
сов. Эти леса являются частью Заокской засечной 
черты, линии обороны Московского государства 
в XVI–XVIII вв. (Бобровский, Ханина, 2000; Бо-
бровский, 2002). Заповедник “Калужские засеки” 
является одним из наименее нарушенных широ-
колиственных восточноевропейских лесных мас-
сивов.

Постоянная пробная площадь в  заповеднике 
“Калужские засеки” заложена на южном участке 
заповедника, в старовозрастном полидоминантном 
широколиственном лесу в 1986–1988 гг. под руко-
водством проф. О. В. Смирновой и д. б. н. Р. В. По-
падюка. Размер пробной площади составляет 
10.8 га (200 × 540 м). Она имеет прямоугольную 
форму и  разделена на 11 полос равной ширины 
(200 × 40 м) и полосу № 12 размером 200 × 100 м. 
Площадь ориентирована длинной стороной по 
оси север – юг с отклонением от направления на 
истинный север в 6 градусов к западу. Древостой 
имеет многоярусную структуру и  сформирован 
Quercus robur L., Tilia cordata Mill., Acer platanoides 
L., Acer campestre L., Ulmus glabra Huds., Fraxinus ex-
celsior L., Betula L. (идентификация до вида не про-
водилась) и Populus tremula L.

В настоящее время старейшие деревья Q. robur 
имеют возраст более 300 лет, а максимальный воз-
раст деревьев других видов более 150 лет. Сомкну-
тость первого яруса древостоя составляет 60%, 
а среднее покрытие кустарникового яруса – 40% 
(Smirnova et al., 2017). Corylus avellana (L.) H. Karst 
часто доминирует в  кустарниковом ярусе: по 
оценкам, возраст кустарников превышает 200 лет, 
а возраст отдельных стволов – более 50 лет. Euony-
mus europaeus L., Euonymus verrucosus Scop., Lonic-
era xylosteum L. и Prunus padus L. распространены 
в подлеске наряду с подростом T. cordata, U. glabra, 
A. campestre и A. platanoides.



	 КОМПЛЕКСНЫЙ АНАЛИЗ ФОРМИРОВАНИЯ ОКОН В ПОЛОГЕ� 135

ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ № 1 2024

Рис 1. Площади проекций крон деревьев первого яруса разных видов по архивным данным (перечет 1986–1988 гг.). 
Нижняя граница бокса – 1-й квартиль, верхняя – 3-й; толстой горизонтальной линией обозначен 2-й квартиль 
(медианное значение); “усы” показывают размах значений.

Cреднее проективное покрытие травянисто-
го яруса составляет 65%. Наиболее распростра-
нены Aegopodium podagraria L., Asarum europae-
um L., Lamium galeobdolon (L.) L. subsp. galeobdolon 
Huds., Pulmonaria obscura Dumort., Rabelera holostea 
(L.) M. T. Sharples & E. A. Tripp, Mercurialis peren-
nis L., Milium effusum L., Dryopteris carthusiana (Vill.) 
H. P. Fuchs и другие типичные неморальные виды. 
Также часто встречаются нитрофильные виды On-
oclea struthiopteris (L.) Roth, Filipendula ulmaria (L.) 
Maxim., Urtica dioica L. и Lunaria rediviva L. Обиль-
но представлены эфемероиды: Anemonoides ranun-
culoides L. (Holub), Ranunculus ficaria L., Gagea lutea 
(L.) Ker Gawl., Gagea minima (L.) Ker Gawl., Cory-
dalis solida (L.) Clairv., Corydalis cava (L.) Schweigg. 
& Körte, Corydalis marschalliana (Willd.) Pers., Allium 
ursinum L. (Shashkov et al., 2022).

При первичном учете в 1986–1988 гг. на проб-
ной площади были учтены и картографированы все 
деревья с диаметром ствола > 5 см на высоте 1.3 м, 
а также отдельные кусты C. avellana. Учет произво-
дился независимо от жизненного статуса: мертвые 
деревья, как стоящие, так и упавшие, также учиты-
вались. Для каждого дерева определяли вид, жиз-
ненный статус (высокая, нормальная, пониженная, 
низкая жизненность, погибшее сухостойное, пень, 
упавшее), онтогенетическое состояние. Измеряли 
диаметр ствола, выборочно измеряли некоторые 
другие характеристики (Smirnova et al., 2017). Для 
каждого дерева были определены локальные декар-
товы координаты с помощью двух измерительных 
лент. Одна лента натягивалась параллельно грани-
це полосы, а вторая – перпендикулярно первой по 
направлению к дереву. Таким образом, после учета 
радиуса ствола были получены относительные ко-
ординаты каждого дерева в системе, точкой отсчета 
которой служит северо-западный угол постоянной 
пробной площади.

В  2016–2018 гг. проведен повторный перечет 
под руководством проф. М. В. Бобровского. В этом 
перечете для каждого учетного дерева отмеча-
ли жизненный статус (живое или мертвое), у жи-
вых деревьев измеряли диаметр ствола. В перечет 
были добавлены новые деревья, достигшие диа-
метра ствола на уровне груди 5 см (Shashkov et al., 
2022); из-за сложностей с идентификацией кустов 
C. avellana и общим объемом работы этот вид в пе-
речет включен не был.

Анализ материалов аэрофотосъемки. Окнами 
называются разрывы в пологе спелого древостоя, 
возникшие в результате вывала деревьев первого 
яруса. Для анализа площади ветровальных окон 
и их распределения по высотным классам исполь-
зовали два ортофотоплана, полученных на основе 
материалов аэрофотосъемки при помощи квадро-
коптера (30 апреля 2018 г. и 4 июня 2021 г.). Опре-
деление размеров ветровальных окон по данным 
аэрофотосъемки осуществляли в несколько шагов. 
Сначала по полученным фотографиям в програм-
ме Agisoft Metashape (Agisoft LLC, 2021) строили 
плотные облака точек и цифровые модели поверх-
ности (Digital elevation model, DEM).

На следующем этапе обработки данных опре-
деляли оптимальное разрешение DEM. Для этого 
анализировали число окон, выделенных при раз-
ном разрешении модели (30, 50, 75, 100 см/пик-
сель). Учитывали общее число выделенных окон, 
размер самого большого окна и число окон пло-
щадью до 25  м2. Последнее значение использо-
вали как порог шума в модели, разрывы в пологе 
меньшей площади интерпретировали как артефак-
ты. Значение в 25 м2 было определено экспертно, 
исходя из распределения размеров крон деревьев, 
измеренных при закладке постоянной пробной 
площади (рис.  1). Такое значение соответствует 
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минимальной площади проекции кроны для боль-
шинства видов рассматриваемых деревьев перво-
го яруса древостоя. В результате вычислительных 
экспериментов оптимальное разрешение файла 
DEM оценено в 30 см/пиксель. Такое разрешение 
не снижает существенно качество изображения, по 
сравнению с более подробными разрешениями, но 
при этом значительно сокращает число артефактов 
обработки.

Далее полученные DEM с разрешением 30 см/
пиксель обрабатывали в программе QGIS (QGIS 
development team, 2021) с помощью “Калькулятора 
растров”. Сначала нормировали высоты пикселей: 
из высоты каждого пикселя вычитали минималь-
ную высоту DEM, таким образом высоты пере-
водили из системы отсчета, связанной с уровнем 
моря, в локальную. Затем строили и анализирова-
ли гистограммы распределения высот для выделе-
ния пороговых значений высоты для разных клас-
сов древесной растительности (полога леса и окон 
разной стадии зарастания).

Одним из критериев закрытия окна является 
достижение деревьями в окне 2/3 высоты поло-
га (Tyrrell, Crow, 1994). В  нашем случае средняя 
высота полога составляет около 30 м. Поскольку 

закрытое окно становится трудно выделить, мы 
приняли высоту 20  м как минимальную высо-
ту полога и не рассматривали участки древостоя 
высотой более 20 м как окна. Участки древостоя 
высотой 0–20 м были разделены нами на 3 клас-
са согласно наблюдаемым на гистограммах класте-
рам (рис. 2). Высотный класс 0–10 м соответствует 
слабо заросшим окнам и создает в левой части ги-
стограммы хорошо заметный пик. Класс 10–15 м 
соответствует частично заросшим окнам. Из ги-
стограммы распределения высот пикселей видно, 
что в пределах этого класса деревья разной высоты 
встречаются с одинаковой частотой, что, вероятно, 
связано с интенсивной конкуренцией между дере-
вьями в процессе выхода в полог. Классу 15–20 м 
соответствуют окна на поздних стадиях зараста-
ния, в которых самые высокие деревья уже начи-
нают доминировать над другими и скрывают по-
следние при аэрофотосъемке.

Затем DEM разбивали на классы в  соответ-
ствии с определенными по гистограммам порого-
выми значениями высоты. Для оценки оконной 
динамики древостоев за 3 года для каждого срока 
съемки рассчитывали общие площади окон, выде-
ленных в каждом классе (табл. 1). Для выявления 
окон, образовавшихся за трехлетний период, из 
векторного слоя с окнами, детектированными по 
съемке от 4 июня 2021 г., вычитали слои, получен-
ные по съемке от 30 апреля 2018 г. Далее экспертно 
анализировали полученный слой с использовани-
ем разновременных ортофотопланов. В ходе это-
го анализа по ортофотопланам визуально оцени-
вали принадлежность полигонов к новым окнам 
(по присутствию на самом позднем снимке лежа-
щих деревьев) или же к  артефактам обработки. 
По результатам анализа оценивали общее число 
окон, образовавшихся за 3 года. Построена схема 

Рис 2. Гистограммы распределения нормированных высот пикселей для двух разновременных съемок. Вертикаль-
ными линиями показаны пороговые значения высоты для выделения разных классов окон.

Таблица 1. Площади окон разных классов, оцененные 
по моделям высот

Дата 
съемки

Площади выделенных по 
высоте классов, м2 Общая 

площадь, м2

< 10 м 10–15 м 15–20 м

30.04.2018 19374.1 2547.3 10780.2 32701.6
04.06.2021 5428.3 4285.2 11958.8 21672.3
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пробной площади с  разделением территории на 
3 класса: новые окна (образовавшиеся за период 
2018–2021 гг.), окна, образовавшиеся до 2018 г., 
и полог леса (рис. 3б).

Кроме того, мы провели регрессионный анализ 
зависимости суммарной площади окон высотно-
го класса до 10 метров в каждой полосе от видо-
вого состава первого яруса древостоя тех же полос 
(по  данным перечета 1986–1988 гг.). Высотный 
класс 15–20 м был исключен нами из регрессион-
ного анализа.

Наземные полевые обследования. Кроме того, 
на постоянной пробной площади проведено выбо-
рочное картографирование окон наземными мето-
дами для определения формы и размера. В качестве 
опорной точки для измерений внутри ветровально-
го окна выбирали ориентир. Обычно для этого вы-
биралось одно из учетных деревьев. В случае отсут-
ствия поблизости от геометрического центра окна 
стоящих деревьев использовали визуально разли-
чимый на ортофотоплане крупный валеж с запи-
санными координатами. Далее от данной опорной 
точки производили измерение расстояний до гра-
ниц окна по 8 магнитным азимутам (от 0 до 360°, 
с шагом в 45°), получая таким образом полярные 
координаты (азимут – расстояние) вершин соот-
ветствующего полигона. Границы окна определя-
лись нами экспертно, по границам проекций крон 
деревьев первого яруса. После этого внутри окна 
измеряли высоты и записывали номера (в случае 
отсутствия номеров записывали ориентиры, по-
зволяющие установить расположение) предполо-
жительно самых заметных на аэрофотоснимках 
деревьев. Расстояния до границ окон и  высоты 
деревьев измерялись с помощью лазерного даль-
номера-угломера Laser Technology TruPulse 360B. 
Всего картографировано 11 окон разного размера, 
возраста и состава подроста (подлеска). Более под-
робно методика описана в предшествующей работе 
(Портнов и др., 2021).

Площади окон, выделенных наземным методом 
и с помощью аэрофотосъемки, сравнивались пу-
тем сопоставления площадей соответствующих им 
полигонов в программе QGIS. Для окон, измерен-
ных наземным методом, полигоны строились пу-
тем перевода полярных координат в прямоуголь-
ные. Для географической привязки использовали 
координаты опорной точки. Для окон, выявленных 
с помощью анализа материалов аэрофотосъемки, 
использовались полигоны, выделенные с  помо-
щью анализа DEM. Следует отметить, что одному 
наземному окну на DEM могли соответствовать 
оконные полигоны нескольких высотных классов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Древостой на постоянной пробной площади не-
однороден и имеет сложную как вертикальную, так 

и горизонтальную структуру, что характерно для 
древостоев, которые развиваются естественным 
путём в течение нескольких поколений жизни де-
ревьев.

На рис. 3а представлен план постоянной проб-
ной площади, построенный по данным аэрофото-
съемки в июне 2021 г., с разделением территории 
на полог леса и окна возобновления разной давно-
сти, выделенных на основе выбранных пороговых 
значений высоты.

Оценка динамики изменения площади поло-
га леса и разрывов в пологе (окон и парцелл воз-
обновления) на основе аэрофотосъемки. В зави-
симости от времени съемки варьирует как общая 
площадь, так и площади отдельных классов. Об-
щая площадь окон на пробной площади оценива-
ется в среднем в 25187.0 ± 5514.7 м2, что составля-
ет удельную площадь окон в 2332.1 ± 510.6 м2 га–1, 
или 18.2–28.4% от общей площади. Высокая ва-
риация оцененных площадей связана прежде все-
го с разными фенофазами во время проведения 
съемки. В июне (съемка 2021 г.), после распуска-
ния листьев, большая часть выделенной “оконной” 
площади приходится на класс 15–20 м, а в апреле 
(съемка 2018 г.), когда листва в значительной сте-
пени отсутствует, на класс < 10 м.

Основываясь на полученных результатах, мож-
но заключить, что для выделения окон с помощью 
данной методики следует использовать материалы 
аэрофотосъемки в  период полного распускания 
листвы, т. е. от поздней весны до конца лета. Для 
корректного сравнения количества окон в разные 
годы необходимо использовать серию снимков, 
полученных в  один и  тот же сезон (желательно 

а б

Рис. 3. План постоянной пробной площади на 
4 июня 2021 года с разделением территории на полог 
леса (высота > 20 м) и окна возобновления разных 
классов высоты (а); план постоянной пробной пло-
щади с разделением древесной растительности на 
3 класса (б).
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летний). В работе (Barton et al., 2017), где дистан-
ционными методами исследовались разрывы по-
лога в дубовых и буковых лесах, отмечается также, 
что имеет значения высота солнца над горизонтом 
в момент проведения съемки: при малой высоте 
наблюдается затенение периферийных участков 
крон деревьев, мешающее точно оценить форму 
окон. В то же время, когда солнце находится высо-
ко над горизонтом, могут не обнаруживаться более 
мелкие окна неправильной формы.

Результаты детектирования новых окон на ос-
нове разновременных моделей высот и  ортофо-
топланов показали, что с 2018 по 2021 г. в резуль-
тате падения деревьев в пологе леса образовалось 
25 новых окон. Сопоставление с результатами де-
тектирования по модели высот показало, что но-
вые окна относились к разным высотным классам 
(до 10 м, 10–15 м и 15–20 м). Данное предположе-
ние подтверждается результатами наземных обсле-
дований окон. Так, высота растущих в окнах де-
ревьев составляет от 1.5 до 23.7 м (высотой более 
20  м обладают отдельные деревья внутри окна). 
Этот результат показывает, что высота древесной 
растительности внутри окна не является индика-
тором его возраста. Вероятно, в ряде случаев окна 
высотных классов 10–15 и 15–20 метров являются 
не окнами в поздней стадии зарастания, а сформи-
рованы вторым ярусом древостоя, не затронутым 
при вывале деревьев верхнего яруса. Кроме того, 
во многих окнах с древесной растительностью вы-
сотой до 10 м обнаружено значительное количество 
C. avellana, которая формирует в  подлеске свой 
“квазиполог”, препятствующий возобновлению 
древостоя и удерживающий окно в данном классе 
в течение длительного времени (возможно, десят-
ки лет). В работе (Vepakomma et al., 2012), посвя-
щенной канадским хвойным лесам, указывается, 
что небольшие разрывы в пологе могут смыкаться 
в течение относительно небольшого срока (около 
73% площади малых окон (размером 5–10 м2) за-
крылось в течение пяти лет), в то время как боль-
шие окна имеют тенденцию сохранять площадь 
в течение длительного времени или даже расши-
ряться и менять форму за счёт последующих выва-
лов деревьев по границам окон.

Выяснено, что аэрофотосъемка позволяет выя-
вить значительно более сложную структуру окон, 
чем наземные исследования. На цифровой моде-
ли высот (рис. 3а) видно, что окна часто перехо-
дят одно в другое через узкие перешейки, имеют 
небольшие вкрапления окон другого высотного 
класса. Участки древостоя в классе высот 15–20 м 
объединяются в  масштабную лабиринтоподоб-
ную структуру, охватывающую практически всю 
южную половину постоянной пробной площади. 
Несколько картографированных нами окон нахо-
дятся в пределах подобной структуры без возмож-
ности выделения четких границ, и точная оценка 

их площади по материалам аэрофотосъемки не 
представляется возможной. В большинстве осталь-
ных случаев для оценки площади окон из расчета 
приходится исключить участки древостоя высотой 
15–20 м.

В исследовании многоярусного разновозрастно-
го букового леса (Hobi et al., 2015) разрывы полога, 
картографированные с помощью дистанционных 
методов, также лишь частично совпали с резуль-
татами, полученными в ходе наземной инвента-
ризации. Авторы отмечают, что выявленные на-
земными методами окна чаще относились к круп-
ным размерным классам, чем при использовании 
дистанционных методов. Авторы объясняют это, 
во‑первых, различиями в методах выделения окон 
(при использовании наземных методов они счита-
ли окном древостой высотой не более 1/3 от вы-
соты полога, а при использовании дистанционных 
методов – только те участки, где непосредственно 
видна поверхность) и, во‑вторых, тенденцией не-
больших окон образовывать кластеры, из-за чего 
выборка наземных обследований могла оказаться 
нерепрезентативной.

Вероятно, участки древостоя высотного клас-
са 15–20 м более продуктивно рассматривать как 
часть полога. По результатам предварительного 
регрессионного анализа мы сочли окна высотного 
класса 10–15 м вносящими искажения в получае-
мые результаты. Мы предполагаем, что это вызвано 
тем, что значительная часть этих окон уже суще-
ствовала на момент первичного перечета (1986–
1988).

Наилучшее соответствие показала модель ли-
нейной регрессии S = –12.878nBs + 1034.397, где S – 
общая удельная площадь окон высотного класса 
< 10 м (м2 га–1); nBs – количество деревьев (шт. га–1) 
Betula spp. (p = 0.00182). Значение коэффициента 
детерминации (R2) составляет 0.603. Однако мы 
предполагаем, что данная зависимость отражает 
лишь особенности пространственной структуры 
пробной площади и не имеет биологической ин-
терпретации.

Полученные путем анализа результатов аэрофо-
тосъемки площади окон составляют в среднем 97% 
от значений, полученных при наземной съемке, но 
с существенным разбросом (от 45 до 169%). Значи-
тельные отклонения в меньшую сторону являются, 
на наш взгляд, результатом исключения при анали-
зе участков с высотой полога 15–20 м, в то время 
как отклонения в большую сторону – результатом 
неправильного определения границ окна при на-
земной съемке.

Минимальный размер окон может значительно 
варьировать в зависимости от характеристик дре-
востоя. В обзоре (McCarthy, 2001) средний размер 
окон в широколиственных лесах умеренного по-
яса оценивается в  пределах 28–239  м2. В  работе 
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(Комаров, 2021) минимальный размер окна вы-
бран равным 20 м2 как соответствующий средней 
площади проекций крон T. cordata и P. abies в ус-
ловиях Подмосковья. Таким образом, выбранная 
нами оценка минимальной площади окна хорошо 
согласуется с оценками, выбранными другими ис-
следователями. Средняя площадь окон, выделен-
ных нами с помощью дистанционных методов, со-
ставляет около 106 м2.

Возможным источником погрешности в оценке 
площадей окон является исключение полигонов из 
анализа на основании одной только их площади. 
Вероятно, для получения более точных результатов 
следует учитывать также форму полигона. Для это-
го можно использовать индекс сложности формы 
окна (GSCI), определяемый как отношение пери-
метра окна к периметру круглого окна той же пло-
щади (Koukoulas, Blackburn, 2004). Таким образом, 
полигоны с небольшими значениями данного ин-
декса (т. е. имеющие близкую к кругу форму) с вы-
сокой вероятностью являются окнами, в то время 
как полигоны с более высоким значением GSCI, 
даже если их площадь превышает выбранное нами 
пороговое значение в 25 м2, скорее всего, соответ-
ствуют межкроновым пространствам. Также при-
меняются и  другие критерии сложности формы 
окна, основанные на его фрактальной размерности 
(Getzin et al., 2012).

К  сожалению, наличие всего одной пробной 
площади для исследований накладывает опреде-
ленные ограничения на сделанные выводы, одна-
ко в данном случае ключевым является сочетание 
двух факторов: уникальности объекта исследова-
ния (старовозрастный малонарушенный полидо-
минантный многоярусный широколиственный 
лес) и количества собранных данных (два перече-
та древостоя за 30-летний период, картографиро-
вание местоположения деревьев, серия разносе-
зонных ортофотопланов). Найти опубликованные 
данные или провести аналогичные наблюдения на 
других объектах, удовлетворяющих обоим услови-
ям, и провести сравнение с ними в данный момент 
не представляется возможным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основываясь на полученных результатах, мы 
можем заключить, что в сложном многоярусном 
древостое детектирование окон возможно на ос-
нове моделей высот, но для выделения недавно 
возникших разрывов в пологе необходим анализ 
серии разновременных моделей и ортофотопла-
нов, так как степень зарастания окна не является 
корректным показателем его возраста и, соответ-
ственно, может вводить в заблуждение относитель-
но истинной оконной динамики.

Кроме того, мы обнаружили, что понятие гра-
ниц окна в  контексте аэрофотосъемки является 

более размытым, чем при наземной съемке, что 
затрудняет сопоставление размеров окон, выде-
ленных с  помощью разных методов. Также мы 
пришли к выводу, что окна с высотой древостоя 
15–20 м в исследованном нами древостое продук-
тивнее рассматривать как часть полога и что для 
получения наилучших результатов следует прово-
дить аэрофотосъемку в период полного распуска-
ния листвы.

Сравнение разносезонных ортофотопланов 
позволило нам выявить сложные явления окон-
ной динамики на постоянной пробной площа-
ди: обнажающие второй ярус вывалы и зарастаю-
щие C. avellana окна. Применение данного подхо-
да к другим древостоям позволит уточнить наши 
представления об оконной динамике в  лесных 
экосистемах разных типов, обеспечивая сопоста-
вимость результатов исследований за счет стан-
дартизации методов. Количественный учет окон-
ной динамики позволит улучшить текущую оценку 
и прогноз реализации лесами экосистемных функ-
ций, включая поддержание биологического разно-
образия и депонирование углерода, что важно для 
планирования охраны (для защитных и резервных 
лесов) или устойчивого и неистощительного лесо-
пользования (в случае эксплуатационных лесов).
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Comprehensive analysis of gap formation in the canopy 
of an old-growth broadleaved forest
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We performed a quantitative and qualitative assessment of the dynamics of gap formation in the canopy 
of intact old-growth polydominant broadleaved forest in a permanent sample area in the Kaluga Zaseki 
Nature Reserve. Digital elevation models were obtained from aerial survey data of the forest in 2018 and 
2021, from which gap diagrams of several elevation classes were constructed. The resulting schematics 
were expertly analyzed using orthophotomosaic survey data and gap areas were estimated. We conducted 
a sample ground survey of gaps and regression analysis of the relationship between relative gap area and 
stand species composition from the primary enumeration data. It was shown that the phenophase at the 
time of the survey can significantly change the estimate of gap areas, and the height of the stand in the 
gap cannot serve as a reliable indicator of its age. It was also found that aerial photography reveals a more 
complex gap structure than ground-based surveys.

Keywords: windthrow gaps, gap dynamics, Kaluga Zaseki Nature Reserve, orthophotomosaic, remote 
sensing methods, aerial photography, digital elevation model
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В настоящей работе впервые представлены результаты изучения суммарного содержания антиок-
сидантов в семенах Morus L. А также изучили состав жирных и стериновых кислот семян плодов 
шелковицы Morus L.: полиморфного вида Morus alba (белоплодная, розовоплодная, черноплод-
ная) и Morus nigra (сорт Хартут). В результате исследований идентифицировано 12 жирных кис-
лот, основными из которых были линолевая, пальмитиновая олеиновая и стеариновая кислоты. 
Преобладающей жирной кислотой во всех образцах являлась линолевая, пределы которой варьи-
ровали 67.5–79.0%. Стеринов было обнаружено 15, при этом на долю β-Ситостерина приходится 
около 90%. Определение суммарного содержания антиоксидантов семян M. alba (белоплодная, 
розовоплодная, черноплодная формы) и M. nigra (сорт Хартут) выявило накопление антиок-
сидантов во всех образцах. Наибольшее суммарное содержание антиоксидантов наблюдалось 
у M. nigra (4.40 мг/г) и белоплодной формы M. alba (5.56 мг/г)

Ключевые слова: шелковица, Morus alba, Morus nigra (сорт Хартут), антиоксиданты, жирные кислоты, 
фитостерины, линолевая кислота
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В последние годы во многих странах мира ве-
дется поиск дешевых и эффективных биологиче-
ски активных веществ, источниками которых чаще 
всего становятся растительные объекты. Существу-
ет факт положительной связи между потреблением 
растительной пищи и снижением смертности от бо-
лезней (Cox et al., 2000; Prior, Cao, 2000; Wargovich, 
2000; Huang et al., 2005; Prior et al., 2005; Del Rio 
et al., 2010; Rahal et al., 2012; Upadhayay et al., 2013; 
Hu et al., 2021) из-за наличия в них биологически 
активных веществ и антиоксидантов (Skrovankova 
et al., 2015). Антиоксиданты растительных объектов 
обладают способностью блокировать оксидантный 
стресс. Они защищают клеточные мембраны, ДНК 
от разрушения, предотвращают начало хрониче-
ских заболеваний (Garcia-Closas et al., 1999; Dillard, 
German, 2000; Gurib-Fakim, 2006;).

Одним из привлекательных растительных объ-
ектов является плодово-ягодная культура шелко-
вица Morus L. Шелковица – древесное растение, 
обладающее биологическим и химическим потен-
циалом, имеет также огромную экономическую 
ценность и важное хозяйственное значение. К роду 

Morus относятся 16 видов, более часто встречают-
ся Morus alba, Morus nigra, Morus rubra. Стоит отме-
тить, что вид M. alba обладает свойством полимор-
физма (Bajpai et al., 2015).

Литературные данные показывают, что Morus 
обладает антиоксидантной, нейропротекторной, 
антиатеросклерозной, иммуномодулирующей, 
противоопухолевой активностью (Guil‐Guerrero, 
2007; Kim, Chung, 2018; Zhang et  al., 2018; Kim 
et al., 2019).

Активно исследуются все части растения (пло-
ды, листья, кора, корни, древесина), однако лите-
ратурные данные отсутствуют по антиоксидантным 
свойствам семян шелковицы. Семена шелковицы 
являются ценным вторичным сырьем, содержащим 
полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК) 
(Yang et al., 2011; Van Hoed et al., 2011). Масла се-
мян благодаря своему составу являются биологи-
чески ценными растительными жирами (Van Hoed 
et al., 2009; Pieszka et al., 2015). Они также содержат 
необходимые для организма фитостерины, способ-
ные снизить уровень холестерина в крови и пре-
дотвратить сердечно-сосудистые заболевания, что 

ЭКОЛОГИЯ
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придает сырью диетическую, и терапевтическую 
ценность (Wang et al., 2002; Vivancos, Moreno, 2005).

Таким образом, литературные данные демон-
стрируют высокую степень изученности биологи-
ческих свойств шелковицы. Однако практически 
отсутствует материал по изучению суммарного со-
держания антиоксидантов в семенах в зависимости 
от вида и формы Morus, что может иметь как фун-
даментальную биологическую, так и прикладную 
значимость.

Целью данной работы является изучение нако-
пления жирных кислот, стеринов, а также опре-
деление суммарного содержания антиоксидантов 
семян плодов M. alba и M. nigra, произрастающих 
в идентичных экологических условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили семена плодов 
и экстрагированные масла из семян полиморфного 
вида шелковицы M. alba (белоплодная, черноплод-
ная, розовоплодная формы) и M. nigra (сорт Хар-
тут), произрастающих в Республике Дагестан.

Сбор образцов проводили в период массового 
созревания плодов во второй декаде июня в част-
ном питомнике (ООО “Низам”), расположенном 
в пригороде г. Махачкалы (пос. Ленинкент, Респу-
блика Дагестан). Деревья одного возраста (27 лет), 
отдельно стоящие. Почвы на участке каштановые, 
суглинистые, с содержанием гумуса 2–3%. Участок 
поливной.

Метод получения масла

Извлечение масла из семян исследуемых об-
разцов проводили методом экстракции в аппара-
те Сокслета, используя в  качестве растворителя 
гексан. Содержание масла определяли в массовых 
процентах (масс. %) от исходной массы семян.

Метод определения суммарного 
содержания антиоксидантов (ССА)

Определение суммарного содержания антиок-
сидантов в водно-спиртовых вытяжках (70%) из 
семян плодов M. alba и M. nigra, проводили ампе-
рометрическим методом на приборе «Цвет Яуза 
01-АА», основанном на измерении электрического 
тока в электрохимической ячейке, возникающего 
при подаче на электрод определенного потенци-
ала. При построении градуировочного графика, 
с целью исключения случайных результатов были 
приготовлены растворы галловой кислоты (фирма 
Sigma-Aldrich, чистота > 98.5%) с массовой кон-
центрацией 0.2; 0.4; 2.0; 4.0 мг/л и проводились 
3 последовательных измерения. В качестве элюен-
та, использовали ортофосфорную кислоту (произ-
водитель “Компонент-реактив”, РФ) с молярной 

долей 0.0022 моль/дм3. С помощью градуировки 
сравнивали сигналы исследуемого экстракта с сиг-
налами образца сравнения – галловой кислоты. 
Значения СКО (относительное среднеквадратич-
ное отклонение) по методике должны составить не 
более 5%. В нашем случае они не превышали 1%. 
Анализ проводили трижды, за результат принима-
ли средние значения. Полученные данные обрабо-
тали статистически с использованием пакета элек-
тронных таблиц Microsoft Excel и лицензионного 
пакета программ Statistika 5.5. Суммарное содер-
жание антиоксидантов в исследуемых образцах се-
мян Morus выражали в мг/г (т. е. мг-ССА/г-семян) 
(Яшин, Яшин, 2004).

Метод исследования жирнокислотного состава

Исследование жирнокислотного состава масел 
семян Morus проводили методом газовой хрома-
тографии с  пламенно-ионизационным детекти-
рованием (ГХ-ПИД). Режим работы хроматогра-
фа Agilent 7890A: капиллярная колонка VF‑23MS 
(длина 30 м, внутренний диаметр 0.32 мм, толщи-
на фазы 0.25 мкм), газ-носитель – гелий, скорость 
газа-носителя – 1.5 мл/мин, температура инжек-
тора – 280°C, начальная температура печи хрома-
тографа – 50°C, затем изотерма в течение 2 мин, 
после чего нагрев со скоростью 10°C/мин до 180°C, 
выдержка 5 мин, затем до 240°C со скоростью 
5°C/мин. Общее время анализа – 32 мин. Пробу 
инжектировали в режиме деления потока (1:10). 
Идентификацию жирных кислот проводили путем 
сравнения времен удерживания пиков на хромато-
граммах испытуемых образцов с временами удер-
живания пиков на хроматограмме стандартного 
образца смеси 37 метиловых эфиров жирных кис-
лот (Supelco® 37 component FAME mix). Каждый 
образец анализировали трижды, за результат при-
нимали средние значения.

Пробоподготовка: метиловые эфиры жирных 
кислот получали переэтерификацией глицери-
дов. Навеску образца массой около 10.0 мг поме-
щали в  7.0-мл стеклянную виалу с  завинчиваю-
щейся крышкой, затем добавляли 1.0 мл метанола 
и 100.0 мкл ацетилхлорида. Виалу закрывали и по-
мещали в лабораторный нагреватель на 60 мин при 
80°C. После охлаждения реакционной смеси в ви-
алу добавляли 3.0 мл бидистиллированной воды, 
а затем 1.0 мл н-гексана и интенсивно встряхива-
ли. 1.0 мкл верхнего слоя н-гексана инжектировали 
в газовый хроматограф.

Метод исследования неомыляемой фракции

Исследование состава неомыляемой фракции 
масел семян проводили методом газовой хрома-
то-масс-спектрометрии (ГХ–МС). Режим работы 
хроматографа Agilent 6890N: капиллярная колонка 
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Рис. 1. Этапы извлечения масла.
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VF‑5MS (длина 30 м, внутренний диаметр 0.25 мм, 
толщина фазы 0.25 мкм), газ-носитель  – гелий, 
скорость газа-носителя – 1.5 мл/мин, температура 
инжектора – 280°C, начальная температура печи 
хроматографа  – 60°C, затем изотерма в  течение 
3 мин, после чего нагрев со скоростью 10°C/мин 
до 290°C, выдержка при 290°C в течение 20 мин. 
Общее время анализа – 46 мин. Пробу инжекти-
ровали в  режиме деления потока (1:10). Режим 
регистрации масс-спектров на магнитно-сектор-
ном масс-спектрометре JMS GCmate II (JEOL, 
Япония): энергия ионизации – 70 эВ, температу-
ра источника – 270°C, сканирование в диапазоне 
40–600 Да со скоростью 2 скан/с.

Для идентификации использовали стандартные 
образцы индивидуальных соединений и масс-спек-
тральную базу данных NIST’14; в случае отсутствия 
в ней масс-спектров обнаруженных компонентов 
установление структуры проводилось на основе 
характеристичных процессов фрагментации и дан-
ных о хроматографических свойствах изучаемых 
соединений. Для расчета индексов удерживания 
проводили анализ смеси нормальных углеводоро-
дов (С6-С35) в  выбранных хроматографических 
условиях. При определении количественного со-
держания стеринов и тритерпеновых спиртов в пе-
ресчете на внутренний стандарт (холестанол) их 
коэффициенты ионизации приравнивались.

Пробоподготовка: для выделения неомыляемой 
фракции 100.0 мг образца помещали в стеклянную 
виалу объёмом 7.0 мл, добавляли 1.0 мл 2N мета-
нольного раствора KOH и 10.0 мкл раствора вну-
треннего стандарта (холестанол, 10.0 мг/мл). Затем 
образцы выдерживали при температуре 80°С в те-
чение часа и после охлаждения реакционной массы 
добавляли 3 мл воды бидистиллированной. Нео-
мыляемую фракцию экстрагировали тремя порци-
ями по 1.0 мл диэтилового эфира, экстракты объ-
единяли, пропускали через патрон с натрия суль-
фатом прокаленным, отдували досуха растворитель 

под током азота и силилировали перед проведени-
ем анализа. Для этого к сухому остатку добавляли 
300.0 мкл смеси BSTFA: ацетонитрил (1:2) и выдер-
живали в течение 30 минут при 80°С, затем 1.0 мкл 
раствора инжектировали в прибор ГХ–МС.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты экстракции показали, что исследу-
емые образцы содержат масло в пределах 15.61–
31.27 mass%. (табл. 1), при этом белоплодный об-
разец M. alba более чем в 2 раза превосходил по 
данному показателю M. nigra (сорт Хартут). Полу-
ченные данные сопоставимы с работами других ав-
торов (Gecgel et al., 2011; Rahman et al., 2014).

Изучение суммарного содержания антиокси-
дантов семян M. alba и M. nigra выявило накопле-
ние антиоксидантов во всех образцах (табл.  1). 
Особо отличились M. alba (белоплодная форма) – 
5.56 мг/г и M. Nigra – 4.40 мг/г. Полученные дан-
ные демонстрируют изменчивость содержания ан-
тиоксидантов в зависимости от вида и жизненной 
формы объекта. Следует отметить, что по сравне-
нию с семенами пряно-ароматических и эфиро-
масличных растений (Исламова и др., 2019) сум-
марное содержание антиоксидантов у семян Morus 
выше.

Учитывая идентичные экологические условия 
роста растений, можно предположить, что разное 
накопление масел и отличающиеся суммарные со-
держания антиоксидантов семян видов и разных 
форм Morus являются генетически закрепленной 
особенностью.

Жирно-кислотный состав семян полиморфного 
вида M. alba и M. nigra (сорт Хартут)

В результате изучения состава жирных кислот 
M. alba, и M. nigra идентифицировано 12 жирных 
кислот (табл. 2). В исследуемых образцах наиболь-
шее количество приходилось на линолевую (C18:2), 
пальмитиновую (C16:0), олеиновую (C18:1) и стеа-
риновую (C18:0) кислоты, которые вместе состав-
ляют приблизительно 90% от общего количества 
идентифицированных.

Линолевая – полиненасыщенная незаменимая 
жирная кислота, содержание в  образцах варьи-
ровало в пределах 67.45–79.00%. Она физиологи-
чески необходима организму человека, способна 
предотвратить ишемический инсульт, ожирение, 
атеросклероз, хронические воспалительные и он-
кологические заболевания и  ряд других острых 
заболеваний (Iso et al., 2002; Evstatieva et al., 2010). 
Обладает огромным биологическим потенциалом 
и антиоксидантным действием.

Пальмитиновая кислота (C16:0) (9.70–12.18%) – 
важный компонент мембранных, секреторных 

Таблица 1. Суммарное содержание антиоксидантов 
и масла в образцах семян полиморфного вида Morus 
alba и Morus nigra (сорт Хартут)

Объект Morus ССА, мг/г Содержание 
масла, %

Morus 
alba

Белоплодная 
форма

5.56 ± 0.01 31.3 ± 0.5

Черноплод-
ная форма

3.03 ± 0.01 22.3 ± 0.4

Розовоплод-
ная форма

2.59 ± 0.00 27.4 ± 0.5

Morus nigra 
(сорт Хартут)

4.40 ± 0.01 15.6 ± 0.2
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и транспортных липидов (Carta et al., 2015). Оле-
иновая кислота (C18:1) (9.17–10.29%) устойчива 
к окислительному стрессу, играет активную роль во 
многих процессах организма (Carrillo et al., 2012). 
Стеариновая кислота (С18:0) (4.13–4.65%) обла-
дает протромботическим действием, стабилизи-
рует уровень холестерина липопротеинов низкой 
плотности (Kelly et al., 2001). В своих работах ав-
торы (Guil-Guerrero, 2001; Sanchez-Salcedo et al., 
2016) сообщают, что жирные кислоты – линолевая, 
пальмитиновая, олеиновая и стеариновая – явля-
лись основными в масле семян двух видов M. alba 
и M. nigra, как и в нашем исследовании. В суммар-
ном содержании от общего количества необходи-
мых жирных кислот образец масла M. alba (бело-
плодная) составил около 75%. Но стоит отметить, 
что в  количественном отношении наблюдались 
внутривидовые отличия у M. alba между геноти-
пами (белоплодная, розовоплодная, черноплод-
ная). Также наблюдались и видовые отличия между 
M. alba и M. nigra в суммарном содержании в поль-
зу M. alba.

Состав фитостеринов масла семян полиморфного 
вида M. аlba и M. nigra (сорт Хартут)

В результате изучения фитостеринового состава 
неомыляемой части липидов семян M. аlba и M. nigra 
обнаружено 15 различных фитостеринов (табл. 3). 
В  исследуемых образцах масла компоненты 

β-Ситостерина, (3β)-Lup‑20(29)-ene‑3,28-diol, кам-
пестерина, стигмастерина, циклоартенола, ситоста-
нола (в образце масла M. nigra отсутствует), 24-ме-
тиленциклоартанола, цитростадиенола, Δ7-Аве-
настерина, холестерина в сумме составляли около 
95% от общего количества идентифицированных 
веществ. β-Ситостерин во всех образцах масла яв-
ляется преобладающим, что придает особую зна-
чимость маслу. Исследователи констатируют, что 
β-Ситостерин способен снижать уровень холесте-
рина, обладает антиоксидантными свойствами, 
а также противораковым, антиатеросклерозным, 
противовоспалительным действием (Weng, Wang, 
2000). Свойствам β-Ситостерина нейтрализовать 
свободные радикалы уделяется большое внима-
ние в медицинских исследованиях, направленных 
на поиск методов профилактики различных болез-
ней. Стоит отметить, что во всех образцах масла 
обнаружен холестерин. Известно, что холестерин 
рассматривается как нежелательный стерин для 
организма, особенно людям, страдающим сердеч-
но-сосудистыми заболеваниями. Но его содер-
жание в небольших количествах необходимо, так 
как является важным соединением в  биосинте-
зе растительных стероидов и при метаболизме он 
производит сапонины (органические соединения 
растительного происхождения). Сапонины в свою 
очередь оказывают существенное влияние в устой-
чивости растений к болезням (Brown, Galea, 2010; 
Li et al., 2022).

Таблица 2. Профили жирных кислот масла семян полиморфного вида Morus alba и Morus nigra (сорт Хартут), %

Жирная кислота
Формы Morus alba Morus nigra 

(сорт Хартут)Белоплодная Черноплодная Розовоплодная

Содержание, %
Насыщенные жирные кислоты

С12:0 Лауриновая 2.91 ± 0.02 1.73 ± 0.10 1.07 ± 0.12 2.41 ± 0.17
С14:0 Миристиновая 0.17 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.05 ± 0.01 0.15 ± 0.03
С16:0 Пальмитиновая 9.67 ± 0.15 8.61 ± 0.11 8.14 ± 0.29 12.18 ± 0.18
С18:0 Стеариновая 4.13 ±0.04 3.44 ± 0.12 3.89 ± 0.10 4.65 ± 0.30
С20:0 Арахиновая 2.00 ± 0.03 0.46 ± 0.06 0.53 ± 0.06 1.13 ± 0.15
С22:0 Бегеновая 0.11 ± 0.01 0.07 ± 0.01 0.05 ± 0.01 0.13 ± 0.02
С24:0 Лигноцериновая 0.05 ±0.01 0.04 ± 0.01 0.07 ± 0.01 0.09 ± 0.01

Мононенасыщенные жирные кислоты

С16:1 Пальмитолеиновая 0.09 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.38 ± 0.07
С18:1 Олеиновая 10.29 ± 0.24 5.63 ± 0.42 7.48 ± 0.37 9.17 ± 0.29
С18:1 Вакценовая 1.68 ± 0.06 0.75 ± 0.11 0.08 ± 0.01 0.91 ± 0.12
С20:1 Гондоиновая 1.42 ± 0.22 0.14 ± 0.04 0.13 ± 0.01 0.27 ± 0.07

Полиненасыщенные жирные кислоты

С18:2 Линолевая 67.45 ± 0.72 79.32 ± 0.74 78.46 ± 0.90 68.54 ± 0.41
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***

Исследования показали, что качественный со-
став жирных кислот масла Morus был идентичен 
для всех образцов, но наблюдались незначитель-
ные отличия в  количественном составе. Однако 
была выявлена межвидовая и внутривидовая из-
менчивость семян Morus по суммарному содер-
жанию антиоксидантов, где высокие показатели 
продемонстрировал M. alba (белоплодная форма). 
Кроме того, все формы Morus albа (белоплодная, 
черноплодная и розовоплодная) отличались как 
высоким содержанием масла, так и  суммарным 
содержанием фитостеринов. На основании полу-
ченных данных следует, что семена шелковицы – 
вторичное сырье, образующееся при переработке 
плодов шелковицы, – представляют собой допол-
нительный природный источник антиоксидантов.
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Composition of fatty acids, phytosterols and Total 
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This paper presents for the first time the results of studying the total content of antioxidants in the seeds 
of Morus L. The composition of fatty and steric acids of the seeds of mulberry fruits Morus L. was 
also studied: polymorphic species Morus alba (white-fruited, pink-fruited, black-fruited) and Morus 
nigra (Khartut variety). As a result of the studies, 12 fatty acids were identified. The main ones were 
linoleic acid, palmitic oleic acid, and stearic acid. The predominant fatty acid in all samples was linoleic, 
which varied from 67.5 to 79.0%. 15 sterols were found, among which β-Sitosterol accounts for about 
90%. Determination of the total antioxidant content of Morus alba seeds (white-fruited, pink-fruited, 
black-fruited forms) and Morus nigra (Khartut variety) revealed the accumulation of antioxidants in 
all samples. The highest total content of antioxidants was observed in Morus nigra (4.40 mg/g) and the 
white-fruited form of Morus alba (5.56 mg/g).

Key words: mulberry, Morus alba, Morus nigra (Khartut variety), antioxidants, fatty acids, phytosterols, 
linoleic acid.
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Проведено сравнительное исследование некоторых параметров эритроцитов морских зайцев 
различного возраста (3 года, 5 лет, 10 лет). Установлено, что с возрастом устойчивость эритро-
цитарных мембран к гемолизу повышается. В период полового созревания интенсивность гли-
колиза в эритроцитах морских зайцев повышается и затем снижается у взрослых животных. 
Показаны различия в содержании калия, кальция, магния в эритроцитах животных изученных 
возрастных групп.
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Морской заяц атлантического подвида (Erigna-
thus barbatus barbatus Erxleben, 1777) является одним 
из наименее изученных морских млекопитающих 
Арктики, несмотря на его широкое распростране-
ние. Исследованиям этого вида уделяется меньше 
внимания, чем другим представителям ластоно-
гих. Отдельные работы посвящены изучению рас-
пределения, численности, репродуктивной биоло-
гии и некоторым аспектам физиологии дыхания 
(Andersen et al., 1999; Charrier et al., 2013; Светочева 
и др., 2017; Charmain et al., 2018; Светочев, Кавце-
вич, 2019). В литературе практически отсутствуют 
сведения о метаболических характеристиках крови 
этих животных. В последние годы появились дан-
ные о составе крови морских зайцев Белого моря 
(Минзюк и др., 2015; Erokhina, Kavtsevich, 2019), 
Аляски (Goertz et al., 2019) и Шпицбергена (Tryland 
et al., 2021) в связи с оценкой физиологического со-
стояния животных. Развитие такого рода исследо-
ваний обусловлено интересом к вопросу использо-
вания морских млекопитающих, наряду с другими 
гидробионтами, в качестве видов – индикаторов 
состояния морских экосистем. Многочисленные 
публикации (Fair, Becker, 2000; Johannessen, Miles, 
2011; Рожнов, 2015; Goertz et al., 2019) называют по-
иск чувствительных индикаторов экологического 
неблагополучия одним из центральных вопросов 
в мониторинге природных популяций животных. 
Неотъемлемой составляющей подобных работ яв-
ляется исследование крови как один из доступных 

и эффективных методов прижизненной оценки со-
стояния животных в естественной среде обитания. 
Полученные физиолого-биохимические параметры 
принимаются в качестве референтных и в дальней-
шем используются в системе оценки уровня на-
грузки на животных различных природных и ан-
тропогенных факторов.

Ранее нами были получены данные о биохими-
ческом составе плазмы крови у морских зайцев, 
обитающих в  Белом море (Erokhina, Kavtsevich, 
2019). Цель данной работы – характеристика пока-
зателей метаболизма эритроцитов этих животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Кровь морских зайцев была получена во время 
экспедиций в Онежский залив Белого моря в июле 
2014‒2015 гг. у животных следующих возрастных 
групп: 3 года (молодые, n = 4), 5 лет (половозре-
лые, n = 4), 10 лет (взрослые, n = 3). С животными 
обращались в соответствии с Европейской кон-
венцией по защите позвоночных животных, ис-
пользуемых в экспериментальных и других науч-
ных целях (1986). Тюлени были пойманы на линии 
морского побережья вручную с помощью обручной 
сетки, без предварительной иммобилизации. Все 
животные были в адекватном состоянии здоровья 
(без внешних признаков болезни). Возраст тюле-
ней оценивался по размеру тела и состоянию ког-
тей на передних ластах. Образцы крови брали из 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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экстрадуральной внутрипозвоночной вены с помо-
щью спинальной иглы (1.2 × 90 мм), а затем сразу 
же помещали в пробирки для сбора крови, исполь-
зуя гепарин в качестве антикоагулянта. Эритроци-
ты получали через 2–4 часа после взятия крови. 
Плазму отделяли центрифугированием в течение 
десяти минут со скоростью 1500 об/мин. Эритро-
циты троекратно отмывали охлажденным изото-
ническим раствором хлористого натрия. Для этого 
к осадку эритроцитов добавляли двукратный объ-
ем физиологического раствора. Пробы центри-
фугировали и отбирали надосадочную жидкость. 
Осмотическую стойкость эритроцитов определяли 
в день отбора проб. В этот же день получали гемо-
лизаты эритроцитов и замораживали их. Определе-
ние метаболитов в гемолизатах после разморажи-
вания проводили в стационарных лабораторных 
условиях через 2‒3 недели.

Осмотическую стойкость эритроцитов оценива-
ли методом, основанным на определении степени 
гемолиза в среде с разным объемным содержанием 
изотонических растворов хлористого натрия и мо-
чевины (Камышников, 2000). Гемолизаты эри-
троцитов получали по методу Драбкина (Drabkin, 
1949). Биохимические показатели в  гемолизатах 
эритроцитов определяли на анализаторе ROKI 
(Беларусь), используя наборы реагентов для био-
химических исследований производства НПФ 
“Абрис+” (Россия). Содержание глюкозы и молоч-
ной кислоты определяли энзиматическими коло-
риметрическими методами, кальция – по реакции 

с хромогеном Арсеназо III, фосфора – реакцией 
с молибдатом аммония, магния – реакцией с кси-
лидиловым синим, натрия – реакцией с уранила-
цетатом, калия  – турбидиметрическим методом 
реакцией с тетрафенилборатом (Энциклопедия…, 
1997).

Статистическую обработку цифрового мате-
риала проводили методами вариационной стати-
стики с использованием программ Microsoft Excel 
Windows XP и Statistica 6.0. О нормальности рас-
пределения судили по показателям асимметрии 
и эксцесса. Достоверность различий между средни-
ми величинами оценивали при помощи критерия 
Стьюдента, различия при р < 0.05 рассматривались 
как статистически значимые.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Осмотическая стойкость эритроцитов (ОСЭ) 
является интегральным тестом, характеризующим 
изменение антиоксидантного статуса организма, 
и  претерпевает сдвиги в  сторону снижения при 
многих физиологических и патологических состо-
яниях, сопровождающихся активацией свободно-
радикального окисления липидов. Полученные 
показатели осмотической стойкости эритроцитов 
морских зайцев представлены в виде кривых гемо-
лиза, характеризующих зависимость степени гемо-
лиза (%) от концентрации гемолизирующего агента 
(рис. 1).

Эритроциты морских зайцев так же, как 
и у других видов морских млекопитающих (Еро-
хина, Кавцевич, 2007), более чувствительны к ге-
молизирующим воздействиям по сравнению с на-
земными животными и человеком, что выража-
ется в сдвиге кривой гемолиза влево. Количество 
гемолизированных эритроцитов достигает от 18 
до 50% в разных возрастных группах даже при ми-
нимальном содержании гемолизирующего агента, 
тогда как для эритроцитов человека этот показа-
тель в  норме не более 3% (Камышников, 2000). 
При этом ОСЭ изменяется в процессе развития 
животных, повышаясь с возрастом (рис. 1). В наи-
большей степени возрастные различия в чувстви-
тельности эритроцитарных мембран к  гемолизу 
проявляются при низких концентрациях гемо-
лизирующего агента (40‒50% по объему). Повы-
шение с  возрастом устойчивости эритроцитов 
к гемолизу вполне объяснимо известным фактом 
совершенствования процессов регуляции, направ-
ленных на контролирование метаболизма с целью 
быстрой приспособляемости его к условиям окру-
жающей среды.

Особенности реагирования эритроцитарных 
мембран морских млекопитающих на гемолизиру-
ющие воздействия объясняют химическим соста-
вом, в частности высоким содержанием лецити-
на, что способствует повышенной проницаемости 
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Рис. 1. Осмотическая стойкость эритроцитов мор-
ских зайцев различного возраста.
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клеток и  более активному обмену эритроцитов 
с окружающей средой (Гелетюк и др., 1972). Кро-
ме того, в процессе гемолиза определенное значе-
ние может иметь содержание гемоглобина в эри-
троцитах и его способность связывать кислород 
(Куликов и др., 1988). Представляется, что появ-
ляющиеся в  крови супероксидные анионы вза-
имодействуют с  оксигемоглобином, в  результа-
те чего происходит образование метгемоглобина 
и  перекиси водорода. Образующийся комплекс 
обладает свойствами сильного окислителя и от-
вечает за гемолиз эритроцитов. Повышенное по 
сравнению с наземными животными содержание 
гемоглобина в эритроцитах морских млекопита-
ющих (особенно ластоногих) в свете вышеупомя-
нутых представлений может частично объяснять 
низкую осмотическую стойкость эритроцитов по-
следних.

Состояние мембран зависит и от внутриэри-
троцитарного метаболизма. Глюкоза является ос-
новным субстратом, а молочная кислота – конеч-
ным продуктом гликолиза, единственного пути 
получения энергии в этих клетках. Содержание 
глюкозы в эритроцитах морских зайцев находит-
ся в пределах 0.40‒0.71 ммоль/л, что существен-
но ниже, чем у дельфинов-афалин соответству-
ющего возраста, в эритроцитах которых уровень 
глюкозы достигает 5.06 ± 0.08 ммоль/л (Каганова 
и др., 2002), и у наземных млекопитающих (4.42 ± 
0.55 ммоль/л у крыс) (Скверчинская и др., 2013). 
Не исключено, что такое низкое содержание свя-
зано с выходом глюкозы из эритроцитов для под-
держания ее нормального уровня в плазме крови. 
Однако сведений об этом в литературе не найдено. 
К тому же известно о роли адсорбционно-транс-
портной функции эритроцитов в  поддержании 
уровня метаболитов плазмы, когда избыточная 
часть отдельных соединений адсорбируется на 
мембране эритроцита и  по мере необходимо-
сти может транспортироваться обратно в плазму. 
Наши исследования смывов с  эритроцитарных 
мембран у морских зайцев показали присутствие 
глюкозы в пределах 0.2‒0.4 ммоль/л (неопубли-
кованные данные), что сопоставимо с данными 
у других видов млекопитающих. Маловероятно, 
что для предотвращения критического снижения 
уровня глюкозы в плазме происходит транспорт 
ее из внутриэритроцитарного пула. К  тому же 
острой необходимости в этом нет, судя по содер-
жанию глюкозы в плазме исследованных живот-
ных (1.9‒5.2 ммоль/л) (Erokhina, Kavtsevich, 2019), 
сопоставимому с данными (Tryland et al., 2021) для 
взрослых морских зайцев (2.89‒10.71  ммоль/л). 
Очевидно, этот вопрос требует дальнейшего изу-
чения. При этом возрастные изменения данного 
показателя имеют однонаправленный характер – 
как и у представителя китообразных, у предста-
вителя ластоногих морского зайца в  старшем 

возрасте концентрация глюкозы в  эритроцитах 
снижается (p < 0.001) (рис. 2). Отметим заметное 
(более чем в полтора раза) повышение (p < 0.001) 
уровня глюкозы к 5-летнему возрасту, очевидно, 
связанное с общей интенсификацией метаболиз-
ма в период полового созревания, и в дальнейшем 
уменьшение (p < 0.001) значения этого показате-
ля к 10-летнему возрасту. Такие же изменения на-
блюдаются и в содержании в эритроцитах морских 
зайцев конечного продукта гликолиза – молочной 
кислоты (рис. 2).

Таким образом, судя по этим двум показателям, 
интенсивность гликолитических реакций в эритро-
цитах морских зайцев с возрастом снижается, как 
и у других млекопитающих и человека (Коркушко 
и др., 2009).

Кроме метаболитов гликолиза определяли 
уровень катионов, играющих важную регуля-
торную роль в эритроцитах. Содержание натрия 
в  эритроцитах изученных морских зайцев нахо-
дится в  пределах 19.58‒22.37  ммоль/л, калия  – 
74.41‒96.57 ммоль/л (рис. 3).

Для сравнения, в  эритроцитах человека кон-
центрация натрия в  норме 13‒22  ммоль/л, ка-
лия – 79.8‒99.3 ммоль/л (Лифшиц, Сидельнико-
ва, 2006), в эритроцитах ряда пресноводных рыб 
концентрация натрия 18.2‒65.6 ммоль/л, калия – 
65.7‒111.0  ммоль/л (Запруднова, 2017). Соотно-
шение ионов натрия и калия в клетке оказывает, 
наряду с другими факторами, существенное вли-
яние на активность Na+, K+-АТФазы. Этому фер-
менту принадлежит ведущая роль в поддержании 

Глюкоза Молочная кислота

ммоль/л
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Рис. 2. Содержание метаболитов гликолиза в гемоли-
затах эритроцитов морских зайцев различного воз-
раста.�  
Здесь и далее знаком “*” отмечены статистически 
значимые различия по сравнению с предыдущим 
периодом развития.



154	 ЕРОХИНА  

ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ № 1 2024

объема и формы эритроцитов как важного усло-
вия их функциональной активности. Показано, 
что основную регуляторную роль в  активности 
Na+, K+-АТФазы играют ионы калия, а ионы на-
трия оказывают незначительное влияние (Мосягин 
и др., 2010). У изученных морских зайцев содержа-
ние натрия в эритроцитах не изменяется с возрас-
том, тогда как концентрация калия статистически 
значимо (p < 0.001) увеличивается у взрослых жи-
вотных. Мы не располагаем сведениями об ионном 
составе эритроцитов у других видов морских мле-
копитающих, поэтому можем сравнивать получен-
ные результаты лишь с данными для эритроцитов 

человека. Так, у человека с возрастом концентра-
ция внутриэритроцитарного натрия увеличивает-
ся, а калия – уменьшается вследствие торможения 
гликолиза и уменьшения концентрации АТФ. При 
этом снижается активность Na+, K+-АТФазы, что 
приводит к выходу K+ и входу Na+ в клетку (Кор-
кушко и др., 2009). Возможно, что наблюдаемое 
у морских зайцев повышение с возрастом уровня 
внутриэритроцитарного калия обеспечивает, наря-
ду с другими механизмами, устойчивость к гипок-
сии, как это описано для рыб (Запруднова, 2017).

Уровень кальция в эритроцитах морских зайцев 
статистически значимо увеличивается к 10-летнему 
возрасту (рис. 4), косвенно указывая на интенси-
фикацию работы калий-натриевого насоса в клет-
ках (Engelman, Duhm, 1987). Содержание фосфора 
в эритроцитах взрослых животных не отличается от 
такового в возрасте 3 года, при этом статистически 
значимо снижается вдвое в период полового созре-
вания (5 лет). Концентрация магния в эритроци-
тах снижается к 10-летнему возрасту. Как известно 
(Мисюра, Богданова, 1997), с ионами магния свя-
зана часть фосфатных соединений эритроцитов. 
Магний снижает сродство фосфатов к гемоглоби-
ну, тем самым повышая сродство последнего к кис-
лороду. Можно предположить, что кислородсвязы-
вающая способность гемоглобина в эритроцитах 
молодых животных регулируется магнием, влияние 
которого снижается к тому моменту, когда эта спо-
собность поддерживается за счет высокой концен-
трации гемоглобина.

Таким образом, исследование ряда показате-
лей метаболизма эритроцитов у морских зайцев 
различного возраста показало, что устойчивость 
мембран эритроцитов к гемолизирующим воздей-
ствиям повышается к периоду полового созрева-
ния и в дальнейшем сохраняется на том же уровне. 
Установлено, что в эритроцитах морских зайцев 
в период полового созревания интенсивность гли-
колиза повышается и затем снижается у взрослых 
животных. С возрастом изменяется концентрация 
некоторых катионов – повышается уровень вну-
триэритроцитарного калия, но снижается содер-
жание магния. Предполагается, что эти изменения 
отражают роль регуляторных катионов в устойчи-
вости к гипоксии и кислородсвязывающей способ-
ности гемоглобина в эритроцитах.

Автор выражает благодарность сотрудникам ла-
боратории морских млекопитающих ММБИ РАН 
Н. Н. Кавцевичу, В. Н. Светочеву, О. Н. Светочевой 
за отбор и первичную обработку проб крови жи-
вотных во время экспедиций.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
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Рис. 4. Содержание кальция, фосфора и магния в ге-
молизатах эритроцитов морских зайцев различного 
возраста.

Рис. 3. Содержание натрия и калия в гемолизатах 
эритроцитов морских зайцев различного возраста.
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A comparative study of some parameters of erythrocytes of bearded seals of different ages (3 years, 
5 years, 10 years) was carried out. It has been established that with age, the resistance of erythrocyte 
membranes to hemolysis increases. During puberty, the intensity of glycolysis in the bearded seals 
erythrocytes increases and then decreases in adult animals. Differences in the content of potassium, 
calcium, magnesium in the erythrocytes of animals of the studied age groups are shown.
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