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Адаптивные реакции надземной вегетативной сферы 
картофеля (Solanum  tuberosum  L.) сорта ‘Башкирский’ 

на густоту посадки 

Айрат Римович Ишбирдин1, Дорьюш Аташ Пур2, 

Ильдар Салимьянович Марданшин3 
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3 Башкирский научно-исследовательский институт сельского хозяйства, Уфа, Россия, 
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Аннотация. Одним из подходов в оценке эффективности агротехнических приемов выращивания сельско-

хозяйственных культур является популяционный анализ с выявлением проявлений индивидуальных и популя-

ционных стратегий жизни возделываемых растений и их сортовой специфичности. Исследования проводились 

в 2024 г. на базе Чишминского селекционного центра Башкирского НИИСХ. Объектом исследования был сорт 

‘Башкирский’. Изучали морфологическую структуру надземной вегетативной сферы и ее изменчивость в ва-

риантах с густотой посадки 17.8, 26.7 и 53.3 тыс. клубней/га. Изучили закономерности изменчивости 11 мор-

фологических признаков: число побегов; высота растения (наиболее развитого побега); число листьев на 

наиболее развитом побеге; число пар крупных долей пластинки листа; длина и ширина листа, длина черешка 

наиболее развитого листа серединной формации; длина и ширина пластинки наиболее развитой доли листа, 

индексы листа и наиболее развитой доли листа. Однофакторный дисперсионный анализ выявил значимое вли-

яние густоты посадки на большинство признаков, кроме индексов листа и боковой доли листа. Установили 

адаптивный характер изменчивости таких признаков, как число пар и размеры боковых долей пластинки ли-

ста, проявивших, соответственно, конвергентную и дивергентную онтогенетические тактики. Выявили струк-

туру морфологической изменчивости с выделением групп индикаторных признаков. К генотипическим (так-

сономическим) индикаторам отнесены признаки с низкими показателями общей и согласованной изменчиво-

сти: высота растения, число листьев, длина листа, число пар долей листа, индекс доли листа, индекс листа. К 

биологическим индикаторам с низкой общей и высокой согласованной изменчивостью отнесены длина и ши-

рина доли листа и ширина листа. Высокую общую и низкую согласованную изменчивость имеют экологиче-

ские индикаторы, в наибольшей степени зависящие от внешних условий, – длина черешка и число побегов. 

Системные индикаторы не выявлены. Предстоит изучение влияния изменчивости надземной вегетативной 

сферы на структуру урожая картофеля. 
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Abstract. One of the approaches to assessing the efficiency of agricultural practices in growing agricultural crops is 

population analysis with the identification of manifestations of individual and population life strategies of cultivated 

plants and their varietal specificity. The studies were conducted in 2024 at the Chishminsky Breeding Center of the 

Bashkir Research Institute of Agriculture. The object of the study was the ‘Bashkir’ variety. We studied the morpho-

logical structure of the aboveground vegetative sphere and its variability in variants with a planting density of 17.8; 

26.7 and 53.3 thousand tubers/ha. We studied the patterns of variability of 11 morphological traits: number of shoots; 

plant height (the most developed shoot); number of leaves on the most developed shoot; number of pairs of large lobes 

of the leaf blade, leaf length and width, petiole length of the most developed leaf of the middle formation; length and 

width of the blade of the most developed leaf lobe, indices of leaves and the most developed leaf lobe. One-way analy-

sis of variance revealed a reliable effect of planting density on most traits, with the exception of leaf indices and the 

lateral leaf lobe. The adaptive nature of variability of such traits as the number of pairs and sizes of the lateral lobes of 

the leaf blade, demonstrating convergent and divergent ontogenetic tactics, respectively, was established. The structure 

of morphological variability with the allocation of groups of indicator traits was revealed. Traits with low rates of gen-

eral and coordinated variability are classified as genotypic (taxonomic) indicators: plant height, number of leaves, leaf 

length, number of pairs of leaf lobes, leaf lobe index, leaf index. The length and width of a leaf lobe, leaf width are 

classified as biological indicators with low general and high coordinated variability. High general and low coordinated 

variability are characteristic of ecological indicators that depend most on external conditions - petiole length and num-

ber of shoots. No systemic indicators have been identified. The influence of variability in the aboveground vegetative 

sphere on the structure of potato yield remains to be studied. 

Keywords: potatoes, ‘Bashkirskiy’ variety, planting density, variability, ontogenetic tactics 

For citation: Ishbirdin A. R., Atash Poor D., Mardanshin I. S. [Adaptive responses of the aboveground vegetative 

sphere of potato (Solanum tuberosum L.) variety ‘Bashkirsky’ to planting density]. Bulletin of Perm University. Biolo-

gy. Iss. 4 (2024): pp. 349-356. (In Russ.). http://dx.doi.org/10.17072/1994-9952-2024-4-349-356. 

Введение 

Агротехника возделывания картофеля предполагает применение широкого спектра методов повыше-

ния урожайности и управления структурой урожая (товарность, производство семенного материала): 

предпосевная обработка почвы, сроки посадки, способы и глубина посадки, качество семенных клубней, 

предпосевная обработка клубней, густота посадки, применение средств защиты растений и удобрений, а 

также такие не совсем традиционные приемы, как предварительное проращивания клубней, декапитация 

растений, удаление завязавшихся плодов [Иванова, 2011; Васильев, 2012; Владимиров, Гайнутдинов, 

Аппаков, 2012; Табаков, Самаркина, Шашкаров, 2013; Митрофанов и др., 2016; Дыйканова, 2017 и мн. 

др.]. Практически все эти агротехнические приемы прямо или косвенно направлены на оптимизацию 

роста и развития надземной части растений, продления сроков и эффективности фотосинтетической ак-

тивности, определяемых числом и высотой побегов, площадью ассимиляционной поверхности. На разви-

тие надземных органов картофеля и структуру урожая влияют и постоянно действующие факторы (тип 

почвы и ее механический состав), а также климатические и погодные условия. В связи с этим большое 

значение приобретают многофакторные исследования [Васильев, Бобоев, 2012], среди которых и изуче-

ние индивидуальных и популяционных стратегий жизни картофеля и их сортовой специфичности 

[Ишбирдин, Кливаденко, Ишмуратова, 2011; Каримова, Аташ Пур, 2024]. 

Объекты и методы исследований 

Исследования проводились в 2024 г. на базе Чишминского селекционного центра Башкирского 

НИИСХ. Почвы – чернозем оподзоленный, тяжелосуглинистого механического состава. Содержание 

гумуса в пахотном слое – 7.4%, рН – 6.9. Объектом исследования был сорт ‘Башкирский’, созданный 

селекционерами Башкирского НИИ СХ и Федерального исследовательского центра картофеля имени 

А.Г. Лорха скрещиванием сортов ‘Белоусовский’ и гибрида 289/82-3 ФИЦ картофеля. Сорт включен в 

Государственный реестр селекционных достижений в 2007 г. по Уральскому региону. 

Посадка картофеля проводилась 23 мая под лопату в предварительно нарезанные гребни культивато-

ром КОН-2,8. Гребни формировали с междурядьем 75 см, расстояние между растениями – 75, 50 и 25 см 

соответственно, густота посадки составляла 17.8, 26.7 и 53.3 тыс. клубней/га. Измерения проведены 17 

июля. Погодные условия для формирования растений до этого срока были благоприятны как для заклад-

ки, так и для накопления урожая, характеризовались умеренно положительными температурами и доста-

точным уровнем осадков, характерными для данной агроклиматической зоны. Удобрения вносили мето-

дом разбрасывания перед окучиванием в дозе 800 кг/га (N16P16K16).  Измеряли 9 признаков морфологиче-

ской структуры надземных частей растения: число побегов; высоту растения (наиболее развитого побе-

га); число листьев на наиболее развитом побеге; число пар крупных долей листа, длину и ширину листа, 

длину черешка наиболее развитого листа серединной формации; длину и ширину пластинки наиболее 
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развитой доли листа. Для оценки формы рассчитывали индексы листа и наиболее развитой доли листа 

как отношение длины к ширине структурной единицы. Уровень общей изменчивости оценивали по шка-

ле С.А. Мамаева [1970]; структуру изменчивости морфологических признаков выявляли по методике  

Н.С. Ростовой [2002]; оценку усредненного виталитета растений в варианте опыта, построение экоклина 

по благоприятности условий роста проводили по методикам А.Р. Ишбирдина и М.М. Ишмуратовой 

[2004]; онтогенетические тактики (характер изменения вариабельности признака на экоклине по направ-

лению ухудшения условий роста) определяли по методике Ю.А. Злобина [1989] с изменениями [Методи-

ка…, 2020]. Для оценки значимости влияния факторов на формирование признака оценивалась досто-

верность различий средних по критерию Стьюдента и однофакторный дисперсионный анализ. Данные 

обрабатывались в программах Microsoft Office Excel 2007 и STATISTICA 12. 

Результаты и их обсуждение 

Фенотипическая изменчивость является общим свойством живых организмов меняться в определен-

ных генотипом пределах (норма реакции). В отличающихся экологических условиях размах вариации 

реализованных отрезков в пределах нормы реакции может быть разным. Как правило, у растений увели-

чение размаха вариации со смещением в направлении увеличения изменчивости признака наблюдаются, 

во-первых, при неблагоприятных условиях и могут трактоваться как динамические проявления поиска 

жизнеспособной морфологической структуры организма (с последующим закреплением адаптивных 

форм с уменьшением уровня варьирования) или, во-вторых, как проявление разрушения целостности 

морфологической структуры в условиях крайнего стресса. Второе сопровождается снижением показате-

лей жизненности организма – размеров, биомассы, способностей к воспроизводству. 

Уровни общей изменчивости (коэффициент вариации (CV), %) признаков морфологической структу-

ры надземных побегов картофеля сорта ‘Башкирский’ колеблются в широких пределах - от очень высо-

кого до низкого. Очень высокий уровень изменчивости по вариантам опыта имеет признак длина череш-

ка (40–48%); высокий – число побегов (28–29%); от среднего до высокого – индекс листа (13–24%); 

средний – ширина листа (14–18%), ширина доли листа (13–19%), длина доли листа (13–20%); от низкого 

до среднего – число пар долей (8–14%); низкий – индекс доли (12%), число листьев (8–11%), длина листа 

(10–12%), высота побега (10–12%). Признаки с очень низким уровнем изменчивости (менее 7%) не отме-

чены. В этом ряду можно предполагать снижение роли признака в адаптивном морфогенезе, однако это 

справедливо только в случаях одновременного снижения согласованной изменчивости (усредненного 

коэффициента детерминации признака с прочими признаками морфологической структуры – R2
ch) с пе-

реходом признака в ряд генеотипических индикаторов. Индикационную роль признака в сложении мор-

фологической структуры растения и изменение этой роли в условиях адаптации к стрессу можно оце-

нить, анализируя структуру морфологической изменчивости организма, которая представляет координа-

цию соотношений общей и согласованной изменчивости всех признаков морфологической структуры 

[Ростова, 2002].  

На рисунке 1 представлена структура морфологической изменчивости надземных вегетативных орга-

нов картофеля. К генотипическим (таксономическим) индикаторам относятся признаки с низкими пока-

зателями общей и согласованной изменчивости: высота растения, число листьев, длина листа, число пар 

долей листа, индекс доли листа, индекс листа. Эти слабо взаимосвязанные в развитии признаки в 

наибольшей степени детерминируются генотипом и не играют большой роли в адаптации растений к 

неблагоприятным условиям. Низкий уровень общей изменчивости при высокой согласованной изменчи-

вости характерен для биологических индикаторов, определяющих образ растения: длины и ширины доли 

листа и ширины листа. Эти признаки также не играют значительной роли в адаптивном морфогенезе рас-

тений. Высокую общую и низкую согласованную изменчивость имеют экологические индикаторы, в 

наибольшей степени среди всех признаков зависящие от внешних условий (длина черешка и число побе-

гов). В большей степени такая индикаторная роль присуща признаку число побегов. Более широкий раз-

брос показателей согласованной изменчивости отмечен для длины черешка с тенденцией перехода при-

знака в ранг эколого-биологических (системных) индикаторов – с высокими показателями общей и со-

гласованной изменчивости – в варианте 7575 см. Причем, при наибольшей плотности посадки средняя 

длина черешка уменьшается в 1.5 раза и в 8.2 раза уменьшается показатель согласованной изменчивости, 

т.е. при увеличении плотности посадки отмечается автономизация в развитии признака. Для числа побе-

гов с уменьшением площади питания и увеличением конкуренции за свет отмечается обратная тенденция 

– усиление роли признака как эколого-биологического индикатора, определяющего общее состояние 

системы. Среднее число побегов можно считать показателем благоприятности условий роста и развития 

растений картофеля сорта ‘Башкирский’ – с уменьшением корневой конкуренции за минеральное пита-
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ние и улучшением светового режима происходит увеличение среднего числа побегов на растение в 1,4 

раза (2.4 – 2.9 – 3.3). 

 

Рис. 1. Структура морфологической изменчивости растений картофеля сорта ‘Башкирский’ 

при разной плотности посадки 

По оси ординат – общая изменчивость признака (коэффициент вариации (CV, %), по оси абсцисс – согласо-

ванная изменчивость признака (усредненный коэффициент детерминации, R2
ch); А – 7575 см, В – 7550 см, 

С – 7525 см; признаки: 1 – число побегов, 2 – высота растения, 3 – число листьев на побеге, 4 – число пар 

долей листа, 5 – длина листа, 6 – ширина листа, 7 – индекс листа, 8 – длина доли листа, 9 – ширина доли ли-

ста, 10 – индекс доли листа, 11 – длина черешка 

[The structure of morphological variability of the ‘Bashkir’ variety potato plants at different planting densities 

On the ordinate axis – the total variability of the trait (coefficient of variation (CV, %), on the abscissa axis – the con-

sistent variability of the trait (average coefficient of determination, R2ch); A – 7575 cm, B – 7550 cm, C – 7525 cm; 

signs: 1 – the number of shoots, 2 – plant height, 3 – the number of leaves on the shoot, 4 – the number of pairs of 

leaf lobes, 5 – leaf length, 6 – leaf width, 7 – leaf index, 8 – leaf lobe length, 9 – leaf lobe width, 10 – leaf lobe index, 

11 – petiole length] 

Ранжирование признаков по силе влияния изучаемого фактора (доля факториальной дисперсии в об-

щей дисперсии, η²) проводили по результатам однофакторного дисперсионного анализа. По показателю 

силы влияния густоты посадки на признаки морфологической структуры надземной части растения они 

составили следующий ряд: высота растения (31%) – длина черешка (20%) – число пар долей листа (17%) 

– число побегов (16%) – число листьев на побеге (14%) – ширина листа (11%) – длина листа (11%) – дли-

на доли листа (7%). По результатам дисперсионного анализа влияние изучаемого фактора на ширину 

доли листа, индекс листа и индекс доли листа статистически не значимо. 

Результаты попарного сравнения и статистической значимости различий признаков по вариантам 

приведены в таблице. 

Характеризующие форму (вытянутость) листа и его структурных единиц (доли листа) расчетные по-

казатели – индексы – значимо не различаются в вариантах с разной плотностью посадки. Все мерные и 

счетные признаки морфологической структуры имеют статистически значимые различия по вариантам 

опыта. Причем число побегов и высота растения значимо отличаются по всем парам вариантов, тогда как 

определяющие площадь листа признаки, такие как длина и ширина листа, число пар долей листа, длина и 

ширина доли листа не имеют статистически значимых различий между вариантами 7575 см и 7525 см. 

Число листьев и длина черешка не имеют статистически значимых различий между вариантами 7550 см 

и 7525 см, при этом число листьев в разреженных посадках меньше, а длина черешка больше, чем в 

загущенных вариантах опыта. Возможно, что эти признаки могут быть определяющими в сложении ли-

стовой мозаики и оптимизации использования света растениями. 
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Средние значения и изменчивость признаков и достоверность их различия по вариантам опыта 

[Average values and variability of traits and the reliability of their differences according to experimental 

variants] 
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Средние значения признака 

75 3.3 42.8 11.6 4.3 23.0 16.3 1.4 7.4 4.2 1.8 1.2 

50 2.9 38.4 12.5 4.0 21.7 14.5 1.6 6.7 3.9 1.8 0.8 

25 2.4 45.7 12.6 4.5 23.9 16.4 1.5 7.4 4.2 1.8 0.8 

Достоверность различия пар выборок по средним значениям признака 

75 и 50 * *** *** *** * ***  - ** *  - *** 

75 и 25 *** ** ***  -  -  -  -  -  -  - *** 

50 и 25 ** ***  - *** *** ***  - ** **  -  - 

Изменчивость признака. CV 

75 28.9 10.6 10.5 14.0 10.8 15.7 12.6 15.6 15.9 12.1 40.0 

50 29.1 12.1 7.8 8.1 12.8 18.5 23.6 20.0 18.7 12.2 47.6 

25 27.9 9.8 8.7 11.3 9.7 14.4 17.5 12.9 13.3 12.1 39.6 

Достоверность различия пар выборок по изменчивости признака 

75 и 50  -  -  - ***  -  - ***  -  -  -  - 

75 и 25  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

50 и 25  -  -  - *  -  -  - ** *  -  - 
Примечание. Различия статистически значимы для Р < 0.05 (*), Р < 0.01 (**) и Р < 0.001 (***). 

Адаптивность различий размерных и счетных признаков растения на экологическом градиенте может 

быть оценена только при параллельном исследовании различий в изменчивости этих признаков. Так, 

например, при достоверном различии числа побегов и высоты растений между всеми вариантами опыта 

эти признаки не различаются значимо по изменчивости признака. Вероятно, что изменения этих призна-

ков являются проявлениями, направленными на полноту использования ресурсов и не связанны с адап-

тивными механизмами морфогенеза, поскольку стабилизация любого признака является отражением 

результата, свершившейся (и на генетическом уровне контролируемой) адаптации с поддержанием уров-

ня энтропии системы.  

Рассмотрим для примера такой признак морфологической структуры листа, как число пар долей ли-

ста. При увеличении плотности посадки среднее число пар долей листа достоверно уменьшается с 4.3 до 

4.0 шт. со статистически значимым уменьшением изменчивости признака. В этом проявляется адаптаци-

онное значение признака при умеренном загущении посадок. Дальнейшее загущение с увеличением кон-

куренции за свет и минеральное питание приводит к изменению роли признака морфологической струк-

туры листа в поисках путей морфогенетической адаптации: происходит увеличение среднего значения 

признака (до 4.5 шт.) со статистически значимым увеличением изменчивости (дестабилизацией) призна-

ка (CV достоверно возрастает от 8.1 до 11.3%). Перераспределение усилий идет на увеличение размеров 

доли листа (средние размеры длины и ширины доли листа увеличиваются с 6.7 и 3.9 см до 7.4 и 4.2 см 

соответственно) и их стабилизацию (минимальные значения CV признаков в вариантах опыта – 12.9 и 

13.3% соответственно). Таким образом, при возрастании конкуренции за свет и минеральное питание 

основная роль в адаптации переходит от признака число долей листа к размерам долей листа. 

Для оценки характера изменения вариабельности признака по направлению усиления стресса (онто-

генетические тактики) рассчитывали индекс виталитета растений (IVC) в вариантах опыта. Наибольшее 

значение виталитета растений – 1.06 – отмечено в варианте 7575 см, в вариантах 7550 см и 7525 см, 

соответственно, 0.94 и 1.00. Таким образом, наименьший виталитет растений выявлен в варианте со 

средней нормой посадки. Более высокий виталитет растений в загущенной посадке складывается из-за 

более высоких, чем в варианте 7550 см, средних значений параметров практически всех морфологиче-

ских признаков кроме числа побегов. 
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Онтогенетические тактики формирования признаков морфологической структуры устанавливали по 

характеру изменчивости признака на градиенте благоприятствования условиям роста, устанавливаемом 

по значениям IVC. Как явно выраженные онтогенетические тактики рассматривали статистически зна-

чимые изменения уровня изменчивости признака в вариантах опыта. Таковыми проявили себя следую-

щие признаки: число пар боковых долей листа, длина и ширина боковой доли листа. В изменениях числа 

пар боковых долей листа проявляется конвергентная онтогенетическая тактика (рис. 2). Это выражается 

в стабилизации признака с уменьшением его средних значений в направлении усиления стресса, приво-

дящего к снижению продукционных процессов. 

 

Рис. 2. Тренды конвергентной онтогенетической тактики признака число пар боковых долей листа 

картофеля сорта ‘Башкирский’. 

Левая ось и сплошная линия – средние значения признака, правая ось и пунктирная линия – изменчивость признака 

[Trends in the convergent ontogenetic tactics of the trait “number of pairs of lateral leaf lobes” of the ‘Bashkir’ potato variety. 

Left axis and solid line are the average values of the trait; right axis and dotted line are the variability of the trait] 

Дивергентную онтогенетическую тактику проявили параметры (длина, ширина) наиболее крупной 

центральной доли пластинки листа. На рис. 3 представлен характер изменения длины доли листа и из-

менчивости признака. 
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Рис. 3 Тренды конвергентной онтогенетической тактики признака длина доли листовой пластинки 

картофеля сорта ‘Башкирский’. 

Левая ось и сплошная линия – средние значения признака, правая ось и пунктирная линия – изменчивость признака 

[Trends in divergent ontogenetic tactics of the trait “length of the leaf blade lobe” of the potato variety ‘Bashkir’. 

Left axis and solid line are the average values of the trait; right axis and dotted line are the variability of the trait] 
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Заключение 

Анализ закономерностей изменчивости признаков морфологической структуры картофеля сорта 

‘Башкирский’ на определяемом плотностью посадки экологическом градиенте показал их различную 

роль в адаптационном морфогенезе растений. Наиболее выраженные адаптивные морфогенетические 

реакции показали признаки, определяющие площадь фотосинтезирующей поверхности: число пар боко-

вых долей листовой пластинки, длина наиболее развитой боковой доли листовой пластинки и ширина 

боковой доли листовой пластинки. Для этих признаков установлены значимые различия по вариантам 

опыта как их средних значений, так и их изменчивости. 
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Динамика эффективности фиксации CO 2  штаммом 
Bracteacoccus minor  при различной доступности азота 
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Аннотация. Чрезмерное выделение и накопление углекислого газа в атмосфере является серьезной 

проблемой, имеющей ряд негативных экологических последствий, включая глобальное потепление. Для 

борьбы с этими последствиями используются различные подходы, при этом основное внимание уделяет-

ся сокращению выбросов углекислого газа и достижению нулевого углеродного баланса. В дополнение к 

сокращению добычи и использованию ископаемых видов топлива в качестве потенциального решения 

рассматривается биосеквестрация. Микроводоросли особенно перспективны в этом отношении, посколь-

ку они могут служить поглотителями углекислого газа при использовании в биотехнологических процес-

сах. Некоторые штаммы микроводорослей, например, из рода Bracteacoccus Tereg, были изучены на 

предмет их способности синтезировать ценные продукты, хотя способность поглощать углекислый газ 

данными объектами не изучалась, в частности при изменении концентрация доступного азота в пита-

тельной среде. В ходе исследования было установлено, что высокие уровни биодоступного азота увели-

чивают среднюю скорость поглощения углекислого газа, в то время как максимальное поглощение про-

исходит, когда культура выходит из lag-фазы. Скорость фиксации углекислого газа и его количество, 

поглощенное Bracteacoccus minor (MZ-Ch31), напрямую зависят от продуктивности биомассы и концен-

трации хлорофилла. 

Ключевые слова: биосеквестрация, биомасса, продуктивность, хлорофилл, среда культивирования, 

BBM, 3N BBM, F, F2 
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Abstract. The excessive release and accumulation of carbon dioxide in the atmosphere is a major global issue with 

several negative environmental consequences, including global warming. Various approaches are used to eliminate 

these negative effects, with the main focus being on reducing carbon dioxide emissions and achieving a zero-carbon 

balance. In addition to decline fossil fuel mining and use, biosequestration is being considered as a potential solution. 

Microalgae are particularly promising in this regard, as they can serve as sinks for carbon dioxide when used in bio-

technological processes. Some strains of microalgae from the genus Bracteacoccus Thereg, have been studied for their 

ability to synthesize valuable products. However, the ability to absorb carbon dioxide by these objects has not been 

studied, in particular, when the concentration of available nitrogen in the nutrient medium changes. The study found 

that high levels of bioavailable nitrogen increase the average rate of absorption of carbon dioxide, while maximum 

absorption occurs when the culture leaves the lag-phase. The rate of carbon dioxide fixation and its amount absorbed 

by Bracteacoccus minor (MZ-Ch31) directly depend on biomass productivity and chlorophyll concentration. 

Keywords: bio-sequestration, biomass, productivity, chlorophyll, cultivation medium, BBM, 3N BBM, F, F2 
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Введение 

Увеличение объемов использования ископаемой энергии на основе углерода, уничтожение лесов и 
другие изменения в землепользовании привели к еще большему количеству отходов в виде парниковых 
газов, а также к снижению способности планеты поглощать их [White, 2012]. Проблема эмиссии угле-
кислого газа в атмосферу приобретает все более глобальные масштабы [Li et al., 2023], что связано в 
первую очередь с индустриализацией, увеличением численности населения и использованием ископае-
мой энергии [White, 2012]. Накопление парниковых газов имеет ряд негативных экологических послед-
ствий, одно из которых – глобальное потепление [Venkata Mohan et al., 2016; Zhu et al., 2016; Sangeetha et 
al., 2022], а также ряд сопутствующих проблем, что в комплексе стало серьезной угрозой для экологиче-
ской устойчивости и безопасности человечества в целом [Ma et al., 2022]. В связи с этим все более акту-
альной становится стратегия нулевого углеродного баланса [Ma et al., 2022]. По вопросам изменения 
климата и снижения выбросов парниковых газов разработан ряд регламентирующих документов между-
народного статуса, в которых Российская Федерация является стороной взаимодействия [Cherepovitsyna, 
Dorozhkina, Kostyleva, 2023]. 

Большие перспективы по снижению эмиссии углекислого газа может иметь биосеквестрация. Она 
предполагает возможность снижения эмиссии углекислого газа путем восстановления различного рода 
экосистем или введения в эксплуатацию не возделываемых территорий, акваторий и др. Однако данные 
мероприятия обычно продолжительны во времени, а для лесных экосистем требуют десятилетий. Ввиду 
данных ограничений микроводоросли выглядят как довольно перспективный объект биосеквестрации, а 
их использование в данном контексте становится все шире [Cheah et al., 2015; Zhu et al., 2016; Ma et al., 
2022; Zhao et al., 2022; Li et al., 2023]. Известен положительный опыт применения некоторых штаммов 
микроводорослей для снижения выбросов CO2 с дымовыми газами. Поглощение CO2 клетками водорос-
лей усиливается при синтезе вторичных метаболитов [Venkata Mohan et al., 2016]. Спектр синтезируемых 
микроводорослями метаболитов очень широк [Barkia, Saari, Manning, 2019; Dolganyuk et al., 2020; 
Coulombier, Jauffrais, Lebouvier, 2021; Ramos-Romero et al., 2021]. Объемы биомассы микроводорослей, 
выращиваемой для целей биотехнологических производств, постоянно растут.  

Широко распространенной практикой активизации биосинтеза ценных метаболитов является культи-
вирование в стрессовых условиях, в том числе выращивание в средах с ограниченной доступностью азо-
та [Rios et al., 2015; Mudimu et al., 2017; Zhang et al., 2018; Janssen, Wijffels, Barbosa, 2019; Chen et al., 
2022; Şirin, Serdar, 2024]. И хотя накопление вторичных метаболитов сопряжено с усилением поглоще-
ния CO2, сами процессы биосеквестрации при ограничении азота исследованы мало [Farooq, 2022]. Од-
нако они представляют значительный интерес с точки зрения достижения нулевого углеродного баланса. 

В качестве биотехнологических объектов интенсивно исследуются представители рода Bracteacoccus 
Tereg, что связано с их способностью синтезировать при определенных условиях культивирования каро-
тиноиды, липиды и ценные жирные кислоты [Ratha et al., 2013; Minyuk, Chelebieva, Chubchikova, 2014; 
Mamaeva et al., 2018; Maltsev et al., 2020; Chekanov et al., 2022; Lukavský et al., 2022; Malik et al., 2022]. В 
этом аспекте один из представителей – Bracteacoccus minor (Chodat) Petrova исследован довольно слабо, 
хотя является космополитным видом и довольно широко распространен. Эффективность поглощения 
CO2 данным видом пока не изучалась, хотя его широкое распространение в сочетании с биотехнологиче-
ским потенциалом может стать основой разработки проектов, объединяющих в себе решение проблем 
секвестрации углекислого газа и получения ценных метаболитов в промышленных масштабах. 

Цель – изучить динамику биофиксации CO2 штаммом Bracteacoccus minor (MZ-Ch31) в условиях раз-
личной доступности азотного питания. 
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Материалы и методы исследований 

Выделенный из почвы штамм Bracteacoccus minor MZ-Ch31 (насаждение Robinia pseudoacacia L., 

парк им. Горького, г. Мелитополь, Россия), выращивали на стандартной среде BBM (Bischoff and Bold, 

1963). Штамм в культуре поддерживается при 15±2°C в пробирках, освещенных белыми диодами с ин-

тенсивностью света 120 Лк и режимом освещения 16:8 ч (свет/темнота) на среде BBM. Для эксперимента 

клетки иннокулировали в 150 мл свежей среды BBM. При наступлении экспоненциальной фазы роста 

(через 5 дней) эту культуру использовали для постановки эксперимента. В качестве реакторов использо-

вались плоскодонные колбы объемом 250 мл с герметичными крышками и системой обеспечения посто-

янства состава газовоздушной смеси в колбе. Культуры аэрировали воздухом с помощью аквариумного 

компрессора Hailea ACO-308 (Hailea, China). Воздух подавали через стеклянную трубку с внутренним 

диаметром 4 мм со скоростью 0.1 л мин-1. Для предотвращения бактериального загрязнения культуры 

использовали бактериальный вентиляционный фильтр (GSV, Italy) диаметром 40 мм, который устанав-

ливался в разрыв между компрессором и стеклянной трубкой. Это позволило поддерживать культуру в 

альгологически чистом состоянии. Выращивание штамма проводили в стандартных условиях: интенсив-

ность света – 5000 Лк; режим освещения – 16:8 ч (свет/ темнота); температура окружающей среды – 

20±1°С. Начальная концентрация – 2.89×105 клеток мл-1.  

Для постановки эксперимента использовали стандартную и модифицированную по содержанию азота 

среду BBM. Исследовали 4 варианта питательной среды, обозначенные как группа-1, группа-2, группа-3, 

группа-4. Группы отличались между собой содержанием в питательной среде общего азота (N) в форме 

нитратов (NO3
–). Концентрации подбирались в соответствии с содержанием N в широко применяемых 

средах культивирования (3N BBM, BBM, F, F2). Соответственно концентрация азота в группах составля-

ла: группа-1 – 0.124 г л-1; группа-2 – 0.04 г л-1; группа-3 – 0.025 г л-1; группа-4 – 0.012 г л-1. Группа-2 вы-

ступала в качестве контрольной, т.к. имела стандартное для среды BBM содержание азота. 

Плотность биомассы (B) определяли гравиметрически, путем выдерживания 1 мл биомассы в су-

шильном шкафу на протяжении 6 часов при 120°С и последующим взвешиванием сухого остатка. 

Рост микроводорослей оценивали путем измерения сухого веса (СВ). Измеренный сухой вес выража-

ли в г л-1. Объемная продуктивность биомассы (P) рассчитывалась по формуле в соответствии с источни-

ком [Morais, Costa, 2007]: 

 , 

где X1 – сухой вес (г СВ л-1) во время t1 (день), и X2 – сухой вес (г СВ л-1) во время t2 (день).  

Биофиксацию СО2 (F) рассчитывали на продуктивность биомассы (Р) по уравнению [Morais, Costa, 

2007] с уточнениями: 

 , 

где Р – продуктивность биомассы (г СВ л-1 день-1), CC – содержание С в биомассе (%), M (CO2), (MC) – 

молярная масса CO2 и С соответственно. 

Содержание углерода в биомассе Bracteacoccus minor принимали равным 48.5%, что соответствует 

среднему значению для различных зеленых микроводорослей [Harwati, Willke, Vorlop, 2018]. 

Содержания хлорофиллов -a, -b (Chl a, b) определяли по методу [Yang et al., 1998]. Экстракцию пиг-

ментов из микроводорослей проводили 80.0% ацетоном. Для этого 10 мг отделенных от среды центрифу-

гированием (10 мин. при 3 000 об/мин-1, 530 g) клеток подвергали 3-кратному замораживанию-

размораживанию с целью разрушения клеточных оболочек. После чего добавляли 4 мл ацетона с целью 

создания соотношения биоматериал-экстрагент 1:40 (масса: объем) и дополнительно гомогенизировали 

биомассу путем растирания с кварцевым песком. Полученную смесь герметично закрывали и оставляли 

на 24 часа при температуре 25°С в темном месте для полной экстракции пигментов. Далее ацетоновый 

экстракт отделяли от осадка центрифугированием при 10 000 об/мин-1 (6 000 g) и температуре 4°С на 

протяжении 10 мин. Анализировали интенсивность поглощения экстракта пигментов на спектрофото-

метре Ulab 102 (China) при длинах волн: 663.6; 646.6 нм, что соответствует максимуму поглощения для 

Chl a и Chl b. Расчеты проводили по следующей формуле: 

 . 

Содержание суммы хлорофиллов выражали в мг г-1 СВ путем преобразования расчетных единиц µг 

мл-1 с учетом коэффициента разведения и навески сухой биомассы. 

Все измерения проводились минимум в трех повторностях, на графиках и в таблицах приведены 

средние величины и ошибки средней которые высчитывали по ANOVA с применением встроенных 

функций программы Microsoft Excel (v. 1903). Достоверными считали различия при p≤0.05. Корреляци-

онный анализ проводили с применением встроенной функции попарных корреляций Пирсона в про-

граммном обеспечении IBM SPSS Statistics v. 27. Достоверными считали корреляции при уровне значи-

мости p≤0.10. 
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Результаты 

В ходе эксперимента плотность биомассы Bracteacoccus minor (MZ-Ch31) в контрольной группе 

(группа-2) на 15 сутки культивирования достигла 0.77 г СВ л-1, максимальный прирост биомассы наблю-

дался между 4–5 и 5–8 сутками (0.11 и 0.14 г СВ л-1) (рис. 1б). Более низкое содержание доступного азота 

в питательной среде (3 и 4 группа) сопровождалось уменьшением накопления биомассы штаммом и 

удлинением lag-фазы (рис. 1в, 1г). Наиболее сильно снижалась концентрация биомассы при минималь-

ной концентрации азота в среде культивирования (группа-4) и составляла – 0.57 г СВ л-1, при этом lag-

фаза была максимальной и длилась 8 суток (рис. 1г). 

 

 

 

 

Рис. 1. Скорость роста (B), продуктивность (P) и биофиксация CO2 (F) Bracteacoccus minor (MZ-

Ch31) при культивировании в различных вариантах эксперимента: 

а) – 0.124; б) – 0.04; в) – 0.025; г) – 0.012 г л-1. * – разница достоверна относительно предыдущего значения на 

уровне p≤0.05 

[Growth rate (B), productivity (P) and bio-fixation of CO2 (F) Bracteacoccus minor (MZ-Ch31) during cultivation in 

various experimental variants: 

а) – 0.124; б) – 0.04; в) – 0.025; г) – 0.012 g L-1. Note: * – the difference is significant relative to the previous value 

at the p≤0.05 level] 
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В группе-4 между 11–12 сутками культивирования прирост биомассы не был отмечен, а максималь-

ный достоверный прирост (0.13 г СВ л-1; p≤0.05) установлен между 5 и 8 сутками. Стоит отметить, что по 

мере снижения концентрации азота достоверные приросты биомассы смещаются на более поздние сроки. 

Ограничение доступности азота в среде лимитирует рост и деление клеток, приводит к удлинению 

lag-фазы, сокращению логарифмической фазы и выходу на стационарную стадию роста культуры рань-

ше относительно контроля. При повышении концентрации азота до 0.124 г л-1 (группа-1), что в 3.1 раза 

больше относительно стандартной BBM, отмечено наибольшее накопление биомассы среди всех иссле-

дованных экспериментальных групп. Максимальный прирост биомассы был между 4–5 сутками и со-

ставлял 0.30 г СВ л-1 (p≤0.05). Также в группе-1 установлена максимальная в эксперименте плотность 

биомассы 1.30 г СВ л-1 и самая короткая lag-фаза – 3 суток. Следует отметить, что плотность биомассы 

имела прямую зависимость от содержания азота в среде культивирования, что подтверждено коэффици-

ентом корреляции (r=1.0; p≤0.05). 

 

Рис. 2. Биофиксация CO2 (F) Bracteacoccus minor (MZ-Ch31) при культивировании в различных 

вариантах эксперимента: 

концентрация азота в среде: F1 – 0.124; F2 – 0.04; F3 – 0.025; F4 – 0.012 г л-1. R2 – величина достоверности 

аппроксимации (полиноминальная линия тренда) 

[Bio-fixation of CO2 (F) Bracteacoccus minor (MZ-Ch31) during cultivation in various experimental variants: 

Nitrogen concentration in medium: F1 – 0.124; F2 – 0.04; F3 – 0.025; F4 – 0.012 g L-1. Note: R2 – approximation 

accuracy (polynomial trend line)] 

Максимальная среди исследованных групп продуктивность биомассы установлена для группы-1 с 

наибольшим содержанием азота в питательной среде. Она достигала максимального значения (0.3 г СВ л-

1сутки-1) на 5 день культивирования с дальнейшим снижением до минимума в конце эксперимента. В 

стандартной среде BBM (группа-2) максимум продуктивности составлял 0.11 г СВ л-1 сутки-1, так же, как 

и в группе-3. В эксперименте с минимальным количеством азота в среде (группа-4) максимум продук-

тивности приходился на 10 сутки – 0.08 г СВ л-1 сутки-1. 

Стоит отметить, что при культивировании штамма в экспериментальных группах 1 – 3 наблюдался 

рост продуктивности с двумя пиками, в группе-1 – на 5 и 9 сутки, в группе-2 – на 5 и 10 сутки. Далее 

происходило резкое снижение продуктивности, связанное, очевидно, с нарастающим истощением пита-

тельных компонентов в среде и замедлением роста и деления клеток. В группе-4 пик продуктивности 

приходится на 11 сутки с дальнейшим резким снижением.  

Ежедневные показатели биофиксации CO2 в контрольной группе (группа-2) снижались по мере старе-

ния культуры (рис. 2). Максимальная эффективность поглощения СО2 штаммом в стандартной среде 

BBM (группа-2) наблюдалась на 10 сутки и составляла 0.2 г CO2 л-1 сутки-1, а минимальная – на 2 и 15 

сутки культивирования, что связано с низким приростом биомассы. В группе-1 максимум фиксации CO2 

составлял 0.53 г CO2 л-1 на 5 сутки роста. Это самый высокий показатель в эксперименте (рис. 1а). В 

группе-4 максимальное поглощение было значительно ниже – всего 0.14 г CO2 л-1 сутки-1 и отмечено на 

11 сутки культивирования. 

Средняя скорость биофиксации углекислого газа за весь период культивирования снижалась с 

уменьшением концентрации азота в питательной среде (r=1.0; p≤0.05) (табл. 1). В группе-4 она была 

наименьшей. Также минимальным в этой группе было и общее количество утилизированного за 14 суток 

эксперимента CO2. Относительно контрольной группы данные показатели были меньше в 1.6 раз. Повы-

шение концентрации азота в питательной среде приводит к повышению как средней скорости биофикса-

ции CO2, так и общего количества поглощенного углекислого газа почти в 2 раза относительно стандарт-

ной среды BBM. 
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Таблица 1 

Биомасса и биофиксация CO2 Bracteacoccus minor MZ-Ch31 в различных вариантах эксперимента 

(M±SD; n = 3) 

[Biomass and bio-fixation of CO2 Bracteacoccus minor MZ-Ch31 in various experimental variants 

(M±SD; n = 3)] 

Варианты экспе-

римента 

Биомасса 

на 14 сут-

ки, 

г СВ л-1 

Содержание 

хлорофиллов 

(a, b) на 14 

сутки, 

мг г-1 СВ 

Средняя ско-

рость биофик-

сации CO2 за 

14 суток, 

г CO2 л-1 день-1 

Утилизированный 

CO2 за 14 суток, 

г л-1 

Содержание 

азота в сре-

де, 

мг л-1 

Группа-1 1.3±0.03# 2.34±0.24*# 0.16 1.8±0.17# 0.124 

Группа-2 (BBM) 0.77±0.17* 1.72±0.18* 0.08 0.93±0.06* 0.040 

Группа-3 0.67±0.07 1.13±0.12*# 0.07 0.81±0.06 0.025 

Группа-4 0.57±0.03# 0.58±0.07*# 0.05 0.58±0.05*# 0.012 

Примечание. * – разница достоверна относительно предыдущей группы на уровне p≤0.05; # – разница достоверна 

относительно группы-2 (BBM) на уровне p≤0.05. 

Содержание хлорофиллов (a, b) определяли в конце эксперимента на 14 сутки. Стоит отметить, что 

снижение концентрации азота в среде привело к уменьшению содержания хлорофиллов (r=1.000; 

p≤0.01). Результаты корреляционного анализа показали (табл. 2), что содержание хлорофиллов может 

быть одним из показателей секвестрационных характеристик штамма, так как для Bracteacoccus minor 

MZ-Ch31 установлена прямая (достоверная) корреляционная зависимость между концентрацией хлоро-

филла, параметрами биофиксации и утилизированного CO2. Это обусловлено тем, что фотосинтез сопро-

вождается поглощением углекислого газа и является основным метаболическим шлюзом, обеспечиваю-

щим накопление прекурсоров для биосинтеза первичных и вторичных метаболитов, необходимых для 

роста и деления клеток. 

Обсуждение 

Скорость поглощения CO2 для Bracteacoccus minor (MZ-Ch31) хорошо коррелирует с ростом биомас-

сы, поскольку более высокое поглощение CO2 в фотоавтотрофных условиях приводит к высокой продук-

тивности биомассы. Такая же зависимость установлена для Chlorella sp. и, как предполагают авторы, 

заметное увеличение продуктивности биомассы может быть объяснено усиленной фотосинтетической 

активностью и функцией ключевых фотоавтотрофных ферментов [Butti, Venkata Mohan, 2018]. Скорость 

биофиксации углекислого газа у Bracteacoccus minor MZ-Ch31 имела прямую зависимость от концентра-

ции хлорофиллов в клетке (r = 0.918; p≤0.10). Азотное голодание в качестве инструмента повышения 

биофиксации CO2 неэффективно, поскольку приводит к снижению общего количества биомассы, а также 

количества хлорофиллов. 

Таблица 2 

Результаты корреляционного анализа 

[The results of the correlation analysis] 

Показатели B Chl F CU N 

B 
Корреляция Пирсона 1 0.918* 0.999*** 0.999*** 1.000*** 

знач. (двухсторонняя) 
 

0.082 0.001 0.001 <0.001 

Chl 
Корреляция Пирсона 0.918* 1 0.918* 0.923* 0.908* 

знач. (двухсторонняя) 0.082 
 

0.082 0.077 0.092 

F 
Корреляция Пирсона 0.999*** 0.918* 1 1.000*** 0.998** 

знач. (двухсторонняя) 0.001 0.082 
 

<0.001 0.002 

CU 
Корреляция Пирсона 0.999*** 0.923* 1.000*** 1 0.997** 

знач. (двухсторонняя) 0.001 0.077 0 
 

0.003 

N 
Корреляция Пирсона 1.000*** 0.908* 0.998** 0.997** 1 

знач. (двухсторонняя) <0.001 0.092 0.002 0.003 
 

Примечания: B – биомасса Bracteacoccus minor MZ-Ch31 на 14 сутки, г СВ л-1; Chl – содержание хлорофиллов 

(a, b) на 14 сутки, мг г-1 СВ; F – средняя скорость биофиксации CO2 за 14 суток, г CO2 л-1 день-1; CU – утилизиро-

ванный CO2 за 14 суток, г л-1; N – содержание азота в питательной среде, мг л-1; n = 4. * – корреляция достоверна на 

уровне p≤0.10; ** – корреляция достоверна на уровне p≤0.05; *** – корреляция достоверна на уровне p≤0.01. 

Максимальная описанная на данный момент способность поглощать углекислый газ установлена для 

Chlorella vulgaris – от 3.45 г CO2 л-1 день-1 до 6.24 г CO2 л-1 день-1, Aphanothece microscopica Nageli – 5.44 
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г CO2 л-1 день-1 [Fan et al., 2008; Ho et al., 2011]. Также высокие значения отмечены для Nannochloropsis 

gaditana – 1.7 г CO2 л-1 день-1 [Adamczyk, Lasek, Skawińska, 2016], Synechocystis aquatilis SI-2 – 1.5 г CO2 

л-1 день-1 [Murakami, Ikenouchi, 1997]. В среднем биофиксация CO2 для представителей микроводорослей 

различных филогенетических и экологических групп варьирует от 0.02 до 6.24 г CO2 л-1 день-1 [Ho et al., 

2011].  Большая вариативность данных может быть следствием как индивидуальных особенностей видов 

водорослей, так и условий культивирования, включая исходную концентрацию биомассы водорослей. 

Для Bracteacoccus minor (MZ-Ch31) в условиях нашего эксперимента наибольшее поглощение углекис-

лого газа было 0.53 г CO2 л-1 день-1, среднее – 0.16 г CO2 л-1 день-1. Дальнейшие исследования позволят 

получить более полные характеристики биофиксации CO2 штаммом. 

Заключение 

Скорость биофиксации и общее количество поглощенного CO2 Bracteacoccus minor (MZ-Ch31) зави-

сит от концентрации азота в питательной среде. Повышение доступности азота увеличивает среднюю 

скорость поглощения углекислого газа с 0.05 г CO2 л-1 сутки-1 до 0.16 г CO2 л-1 сутки-1. Максимум погло-

щения углекислого газа соответствовал 0.53 г CO2 л-1 сутки-1 и был достигнут в момент выхода культуры 

с lag-фазы. Скорость биофиксации и количество поглощенного углекислого газа Bracteacoccus minor 

(MZ-Ch31) прямо зависит от концентрации биомассы (r= 0.999 и r= 0.999; p≤0.01) и хлорофиллов (r= 

0.918 и 0.923; p≤0.10). 
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Аннотация. Описаны особенности антэкологии интродуцированных рстений Forsythia giraldiana и 

F. ovata в дендрарии Ботанического сада Института биологии Коми НЦ УрО РАН. Данные виды являют-

ся ценными декоративными раннецветущими кустарниками, способными не только произрастать в суро-

вых условиях, но и сохранять декоративность. Определены сроки и продолжительность их цветения. 

Проведен анализ строения цветков F. giraldiana и F. ovata, установлены их морфометрические парамет-

ры при интродукции в условиях севера. Для данных видов характерна гетеростилия в форме дистилии. 

Выявлено, что в условиях дендрария растения форзиций представлены только одной формой цветка, F. 

giraldiana – короткостолбчатой, а F. ovata – длинностолбчатой, в связи с чем не может произойти леги-

тимного опыления. Как раннецветущим, им присуще стремительное цветение. Основным способом опы-

ления является энтомофилия. Цветкам обоих видов форзиций характерен синдром миофильного опыле-

ния, проявляющийся в простом, широко раскрытом венчике, легкодоступном нектаре и отчетливо вы-

ступающим наружу репродуктивным органам. В результате опытов предполагаем, что как у F. 

giraldiana, так и у F. ovata возможны либо межвидовая гибридизация, либо факультативный апомиксис, 

что требует дополнительных исследований. 

Ключевые слова: антэкология, Forsythia giraldiana, Forsythia ovata, Ботанический сад, среднетаежная 

подзона Республики Коми, раннецветущие кустарники 

Для цитирования: Мифтахова С. А. Антэкологические особенности форзиций при интродукции в 

Ботаническом саду Института биологии Коми НЦ УрО РАН // Вестник Пермского университета. Сер. 

Биология. 2024. Вып. 4. С. 367‒373. http://dx.doi.org/10.17072/1994-9952-2024-4-367-373. 

Благодарности: работа проведена на экспериментальной базе УНУ «Научная коллекция живых рас-

тений Ботанического сада Института биологии Коми НЦ УрО РАН», регистрационный номер 507428. 

Исследования выполнены в рамках государственного задания по теме: «Репродуктивный потенциал ре-

сурсных растений при интродукции на европейском Северо-Востоке» № 122040600020-7. 

BOTANY  

Original article 

Anthecological features of forsythias during introduction in the 
Botanical Garden of the Institute of Biology, Komi Science Centre 

of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences  

Svetlana A. Miftakhova  

Institute of Biology, Komi Science Centre of the Ural Branch of the RAS, Syktyvkar, Russia, mifs@ib.komisc.ru 

Abstract. The article describes anthecological features of the introduced samples of Forsythia giraldiana and 

Forsythia ovata in the arboretum of the Botanical Garden at the Institute of Biology Komi SC UB RAS. These 

species are valuable decorative early-flowering shrubs, which can not only grow in severe conditions but also 

preserve their decorative value. The present study determines the time and duration of their flowering, analyzes 

the structure of the flowers of F. giraldiana and F. ovata, and establishes the morphometric parameters during 

introduction in the conditions of the north. These species are characterized by heterostyly in the form of distily. 

In the conditions of the arboretum, forsythia plants have only one flower form, F. giraldiana has a short-

columned and F. ovata has a long-columned flower form and therefore legitimate pollination cannot occur. As 

early-flowering species, they are characterized by rapid flowering. The main pollination method is entomophilia. 

The flowers of both forsythia species are characterized by a myophilic pollination syndrome manifested in a 
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simple, wide-open corolla, easily-accessible nectar, and clearly-protruding reproductive organs. As a result of the 

experiments, we assume that both F. giraldiana and F. ovata can possibly have either interspecific hybridization 

or optional apomixis, which requires additional research. 

Keywords: anthecology, Forsythia giraldiana, Forsythia ovata, Botanical Garden, Middle taiga subzone of 

the Komi Republic, early flowering shrubs 
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Введение 

Неоспорима важность зеленых насаждений для качества городской жизни. Зеленые насаждения, в 

частности кустарники, оказывают положительное влияние на самочувствие жителей и являются неотъ-

емлемым компонентом ландшафтной архитектуры и городского дизайна. Красивоцветущие кустарники 

обеспечивают максимальный декоративный эффект во время своего цветения. Скудный ассортимент 

декоративных древесных и кустарниковых растений на севере делает актуальным привлечение новых 

видов и образцов путем увеличения числа декоративных растений, используемых при озеленении город-

ских территорий. Одними из немногих представителей рановесеннецветущих растений являются форзи-

ции. Форзиция или форсайтия относится к роду Forsythia Vahl. семейства Oleaceae. Согласно современ-

ным данным, род Forsythia насчитывает 13 природных видов. Для него характерна большая прерыви-

стость ареала: 12 видов в Восточной Азии (Китай, Корея, Япония) и один вид Forsythia europaea Degen et 

Bald. – третичный реликт флоры Юго-Восточной Европы (Балканский полуостров) [Гладкова, 1981; The 

Plant List]. Такая прерывистость естественного распространения указывает на древность этого рода. Дан-

ный род является наиболее примитивным в семействе Oleaceae. Все представители рода Forsythia – ли-

стопадные кустарники или небольшие деревья с заметными ярко-желтыми цветками, которые появляют-

ся очень рано, еще до появления листьев.  

Представители рода Forsythia применяются как лекарственные и декоративные растения. Например, 

Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl используется в медицинских целях, являясь одним из основных лекар-

ственных растений, широко применяемых в китайской, японской и корейской народной медицине, в свя-

зи с чем в этих странах занимаются изучением химической природы и биологической эффективностью 

данного вида. Соединения, присутствующие в F. suspensa, включают фенилэтаноидные гликозиды, три-

терпеноиды, лигнаны и флавоноиды. Многие фармакологические исследования подтвердили, что плоды 

форзиции свисающей обладают противовоспалительной, антиоксидантной, противовирусной, противо-

микробной, противодиабетической, антигиперлипидемической и противоопухолевой активностью, а 

также гепатопротекторным, нейропротекторным и сердечно-сосудистым эффектами, помогают при ан-

тиандрогенном облысении [Lingdi Liu et al., 2022; Sansei Nishibe et al., 2021]. Впервые в Россию растения 

форзиции были завезены на Черноморское побережье в Никитский ботанический сад в 1824 г. [Коркеш-

ко, 1971]. На территории России выращивают 7 видов данного рода [Карпун, 2010]. Распространены в 

культуре в основном на юге страны, также выращиваются в Москве и с 1938 г. – в Санкт-Петербурге 

[Куклина, 1995]. В Европе (Голландия) первый описанный вид F. suspensa появился в 1833 г. [Минчичо-

ва, 2000]. Все представители рода могут использоваться в декоративном садоводстве. Их характерной 

особенностью является то, что цветут они одними из первых до распускания листьев, когда у большин-

ства растений еще не началась вегетация. Цветут яркими золотисто-желтыми цветками по всей длине 

голых безлистных ветвей.  

Изучение биологических и экологических характеристик различных видов рода Forsythia обеспечива-

ет их успешное использование в культуре, которым в основном занимаются на юге страны, в частности 

во Всероссийском научно-исследовательском институте цветоводства и субтропических культур г. Сочи 

[Карпун, 2010; Маляровская, 2020]. 

В коллекции дендрария Ботанического сада род представлен двумя видами – Forsythia giraldiana 

Lingelsh. – форзицией Джиральда и F. ovata Nakai – форзицией овальной. Ранее в коллекции был образец 

Forsythia viridissima Lindl. – форзиции зеленой, который отнесен к группе малоперспективных в связи с 

низкой зимостойкостью и впоследствии выпал [Скупченко и др., 2003].  

Пристального внимания заслуживает изучение форзиций как декоративных растений и введение их в 

культуру в среднетаежную подзону Республики Коми. Интродукция новых видов в данный регион тре-

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Forsythia_suspensa&action=edit&redlink=1
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бует изучения их биологических особенностей, в частности особенностей цветения и опыления в новых 

условиях. Существует ряд факторов, которые ограничивают широкое использование форзиции, особенно 

в северных условиях. Основными из них являются низкие температуры и возврат холодов весной. В ли-

тературе мы не нашли сведений о биологии цветения и экологии опыления данного растения в условиях 

севера. 

Материал и методы исследования 

Объектами исследований послужили образцы Forsythia giraldiana и F. ovata, полученные семенами в 

2006 г. из Таллинского ботанического сада (Эстония). Наблюдения за растениями осуществляли с 2020 г. 

Изучение биологии цветения и строения цветков проводилось с 2021 по 2023 гг. При описании генера-

тивной сферы руководствовались атласом по описательной морфологии [Федоров, Артюшенко, 1975]. 

Изучение цветения и опыления форзиций проводили согласно методикам А.Н. Пономарева [1960] и Е.И. 

Демьяновой [2011]. Для отдельного цветка отмечали кратность его раскрывания и продолжительность 

жизни. Полученные результаты обработаны статистически с использованием программы MS Excel. Объ-

ем выборки при изучении морфологических параметров составил 30 цветков.  

Для установления периода восприимчивости рыльца к пыльце применяли методику И. Робинзона 

[Robinsohn, 1924]. Для этого выбирали рыльца на разных стадиях развития и цветения. Помещали в 1–

2%-ный раствор КМnО4 на 1–2 мин., после этого промывали проточной водой и просматривали под би-

нокуляром. Рыльца, восприимчивые к пыльце, окрашивались, невосприимчивые – не окрашивались.  

Для установления типа опыления растений в 2022 и 2023 гг. проводили опыт по контролируемому опыле-

нию. Для установления возможности идиогамии осуществили следующие варианты опыта: для проверки ав-

тогамии проводили изоляцию цветка и нанесение собственной пыльцы на рыльце для преодоления геркога-

мии; для возможности гейтоногамии проводили кастрацию, принудительное опыление пыльцой цветка с это-

го же растения и изоляцию, контролем служило свободное опыление. Для установления возможности межви-

довой гибридизации или апомиксиса на рыльце цветка F. giraldiana нанесли пыльцу F. ovata, на рыльце цвет-

ка F. ovata – пыльцу F. giraldiana с последующей изоляцией.  Изоляцию проводили на стадии готовых к рас-

пусканию бутонов. Каждый вариант опыта проводили в 10-кратной повторности. 

Названия таксонов приведены по базам данных [The Plant List, The International Plant Names Index].  

Исследование проходило в дендрарии Ботанического сада Института биологии Коми НЦ УрО РАН, 

который расположен в 8 км от г. Сыктывкара (61.6° с.ш., 50.8° в.д.) и относится к южным районам Рес-

публики Коми, к подзоне средней тайги. Климат умеренно-континентальный, зима сравнительно суро-

вая, лето короткое и прохладное. Среднегодовая температура воздуха в Сыктывкаре +0.4оС. За вегетаци-

онный период (150 дней) при среднесуточной температуре воздуха выше +5°С сумма суточных темпера-

тур достигает 1 800°С, за период активной вегетации (90–110 дней) со среднесуточными температурами 

+10°С и выше – 1 450°С. Среднегодовая сумма осадков – 500–600 мм, основная масса которых выпадает 

в теплый период [Атлас …, 1997]. 

Результаты исследования и их обсуждение 

Введение форзиций в культуру в среднетаежной подзоне Республики Коми будет способствовать эс-

тетическому оформлению насаждений и улучшению санитарно-гигиенических условий, позволит увели-

чить ассортимент видов декоративных растений, используемых для озеленения городских территорий. 

Цветение F. giraldiana и F. ovata происходит в одно и то же время приблизительно в десятых числах мая 

(независимо от метеоусловий года), до распускания листьев. Низкие температуры во время цветения рас-

тения переносит хорошо. Цветение происходит быстро (стремительно), что характерно для всех весенне-

цветущих растений. После завершения этого периода сразу начинается рост побегов. 

Изучение морфологии цветка имеет большое значение для выяснения системы опыления. Согласно 

литературным источникам, для видов рода Forsythia характерна гетеростилия [Гладкова, 1981]. Цветки 

актиноморфные, колокольчатые, желтые. 

Цветок F. giraldiana 

Цветок обоеполый, полный, симметричный, циклический. Цветоножка очень короткая, боковая, голая 

и гладкая. Покровы цветка представлены чашечкой и венчиком. Чашечка зеленая, четырехрассеченная, 

по краю мелкопильчатая, прижата к венчику, подпестичная. Четыре чашелистика срастаются своим ос-

нованием. Чашелистики волосистые. Венчик гладкий, голый, желтый, колокольчатого типа. Лепестки на 

1/3 сросшиеся. Воронковидная трубка венчика короткая и широкая. Отгиб свободный, отклоненный, 

длиннее трубчатого основания венчика. После цветения венчик опадает. Андроцей представлен двумя 

свободными тычинками, каждая из которых состоит из тычиночной нити и пыльника, разделенного на 

две половинки (теки). Тычинки короче пестика. Тычиночные нити своим основанием прикреплены к 
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основанию воронки венчика. Тычиночная нить прямая, цилиндрическая, короткая, голая, гладкая. Пыль-

ник неподвижный, прямостоячий, с придатком у верхушки, раздвоенный у основания, по форме сердце-

видно-продолговатый, теки сближенные. Место разрыва пыльника боковое. Гинецей представлен цено-

карпным пестиком, образованным двумя плодолистиками. Завязь двухгнездная со многими семязачатка-

ми, верхняя, по форме округлая или яйцевидная. Поверхность завязи гладкая, голая. Столбик верхушеч-

ный, прямостоячий, длинный, тонкий. Рыльце верхушечное, двухлопастное, покрыто сосочками, выше 

тычинок. Имеются данные, что у длинностолбчатых форм лучше выражена сосочковая поверхность 

[Малецкий, 1996]. У данного образца длинностолбчатая форма цветка. Морфометрические параметры 

частей цветка представлены в таблице. 

Цветок F. ovata 

Цветок обоеполый. Цветоножка короткая, боковая. Цветоложе плоское. Покров цветка расчленен на 

чашечку и венчик. Чашечка четырехрассеченная с опушением, прижата к венчику. Венчик состоит из 

трубки, которая составляет ¼ длины венчика, зева и отгиба. Трубка венчика прямая, короткая, отгиб че-

тырехлопастной отклоненный. Андроцей представлен двумя фертильными, свободными, прямыми, рав-

ными тычинками. Тычинки околопестичные. Тычиночная нить по форме шиловидная, длинная, голая, 

гладкая. На вершине тычиночной нити расположен неподвижный, прямостоячий, сердцевидный пыль-

ник, состоящий из двух тек. Тычиночные нити прикреплены к основанию трубки венчика. Гинецей пред-

ставлен ценокарпным пестиком, состоящим из двух сросшихся плодолистиков. Плодолистики срастают-

ся до рылец. Пестик ниже тычинок. Завязь по форме эллиптическая, гладкая, голая, двухгнездная, верх-

няя. Столбик верхушечный, прямостоячий. Рыльце верхушечное, двухлопастное, каждая лопасть у кото-

рого полушаровидная. По положению в пространстве рыльца, его лопасти отогнутые. У данного образца 

F. ovata короткостолбчатая форма цветка. Морфометрические параметры частей цветка представлены в 

таблице. 

Морфометрические параметры цветков F. giraldiana и F. ovata 

[Morphometric parameters of F. giraldiana and F. ovata flowers] 

Параметры цветка, М±m F. giraldiana F. ovata 

Длина цветка, см 1.95±0.054 1.92±0.027 

Длина лопасти лепестка, см 1.28±0,019 1.26±0.029 

Ширина лепестка, см 0.63±0.011 0.51±0.009 

Длина тычинки, мм 3.16±0.057 5.19±0.089 

Длина пыльника, мм 1.91±0.030 1.69±0.031 

Ширина пыльника, мм 1.53±0.013 1.50±0.013 

Длина тычиночной нити, мм 1.58±0.042 3.71±0.095 

Длина завязи, мм 1.59±0.043 1.48±0.028 

Ширина завязи, мм 1.42±0.022 1.33±0.017 

Длина столбика, мм 3.73±0.042 1.04±0.022 

Экология цветения и опыления 

Форзиции характеризуются гетеростилией по типу дистилии. В Ботаническом саду ИБ Коми НЦ УрО 

РАН они цветут в одно время, стремительно. Цветки раскрываются однократно. 

F. giraldiana. Цветение кустарника 9–18, цветка 7–15 дней (рис. 1). У данного образца наблюдается 

геркогамия, т.к. тычинки ниже пестика. Согласно опыту с окрашиванием КМnО4, рыльце готово воспри-

нимать пыльцу к концу второго дня цветения. Пыльники вскрываются к концу первого дня цветения. 

Наблюдалась дихогамия в форме протандрии. Хотя в условиях интродукции в дендрарии Ботанического 

сада невозможно легитимное опыление в связи с тем, что каждый вид представлен только одной морфой, 

мы провели опыты на возможность автогамии и апомиксиса. В 2022 г. во время контролируемого опыле-

ния для преодоления геркогамии опылили пыльцой цветка с этого же растения. Семена не завязались. 

Для проверки межвидовой гибридизации и апомиксиса опылили пыльцой F. ovata. Семена завязались 

(межвидовая гибридизации либо факультативный апомиксис). Также наблюдали образование единичных 

плодов при свободном опылении с незначительным числом семян от одного до девяти. В 2023 г. образо-

вание плодов и семян при контролируемом опылении и при свободном опылении не произошло. 

F. ovata. Цветение кустарника 8–19, цветка 6–15 дней (рис. 2), в зависимости от метеоусловий года. 

Пыльники располагаются выше относительно рыльца пестика. После вскрытия пыльников вся желтая 
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пыльца высыпается на зеленоватое влажное рыльце. Пыльники вскрываются к концу первого дня цвете-

ния. Согласно опыту с окрашиванием КМnО4, рыльце готово воспринимать пыльцу сразу же после рас-

пускания цветка (дихогамия в форме протогинии). Для проверки гейтоногамии нанесли на рыльце пыль-

цу цветка с этого же куста. Плодов не образовалось. Для проверки межвидовой гибридизации или апо-

миксиса в 2022 г. опылили пыльцой F. giraldiana. Плоды также не образовались. Но при свободном опы-

лении произошло образование единичных плодов с незначительным числом семян от одного до шести. 

Все семена были всхожие. В 2023 г. образование плодов и семян как при контролируемом опылении, так 

и при свободном опылении не произошло. 

 

Рис. 1. Цветки F. giraldiana                                   Рис. 2. Цветение F. ovata 

[Flowers F. giraldiana]                                              [Flowering F. ovata] 

У гетеростильных растений завязывание семян зависит от легитимности опыления. Легитимное опы-

ление всегда перекрестное и происходит между различными морфами тогда, когда рыльце и пыльники 

находятся в одинаковом положении, например, короткий столбик и короткие тычинки (из длинностолби-

кового цветка). В условиях дендрария Ботанического сада легитимного опыления быть не может, т.к. 

каждый вид представлен только одной морфой. В случае принудительного самоопыления в форме авто-

гамии семена не завязались у обоих видов. Это доказывает, что геркогамия и дихогамия не являются 

препятствием к самоопылению, а лишь дополнительными факторами, ограничивающими его. Данный 

факт указывает на несовместимость пыльцы и рыльца, т.е. физиологическую самостерильность, которая 

является наиболее универсальным приспособлением к перекрестному опылению [Демьянова, 2014]. Для 

видов форзиций характерна гетероморфная самонесовместимость [Малецкий, 1996]. Наблюдения по за-

вязыванию семян при контролируемых опылениях показали, что у F. giraldiana возможна межвидовая 

гибридизация либо факультативный апомиксис. Также они, вероятно, возможны и для F. ovata. Хотя, в 

отличии от F. giraldiana в опыте с контролируемым опылением образование плодов не произошло, но 

все же при свободном опылении они образовались.  

Гетеростилия является признаком семейств исключительно с биотическим опылением [Агаджанян, 

2000]. Цветкам форзиций характерен синдром миофильного опыления, проявляющийся в простом, ши-

роко раскрытом венчике, светлой окраске, слабом запахе, легкодоступном нектаре и отчетливо выступа-

ющими наружу репродуктивными органами. Для привлечения насекомых-опылителей цветки использу-

ют целый арсенал аттракции: форму, цвет, запах, нектар, пыльцу. Наиболее привлекателен для насеко-

мых нектар. Нектарники морфологически не выражены. Функцию нектарообразования и нектаровыделе-

ния выполняют стенки завязи. Добираясь до нектара, насекомое касается пыльников у длинностолбчатых 

образцов, затем при посещении короткостолбчатых цветков, пробираясь к нектару касается рыльца, пе-

ренося на него пыльцу. Нектар легкодоступен, и поэтому цветок легко опыляется насекомыми с корот-

кими хоботками. 

Форзиции обладают двумя типами визуальной аттрактации – с помощью окраски и формы, т.е вели-

чины цветка. Основным органом привлечения в цветке форзиций является желтый венчик. Наличие 

близко расположенных соседних цветков увеличивает их привлекательность. Как известно, окраска 

цветков является в большинстве случаев фактором дальнего действия. Такое оптическое действие осно-

вано преимущественно на цветовом контрасте цветка с окружающей обстановкой [Демьянова, 2011]. 

Цветение форзиций происходит до появления листьев как у самих кустарников, так и у окружающей 

древесной растительности. Имеются сведения о предпочтении двукрылыми желтых цветков [Мазохин-

Поршняков, 1965]. Желтые цветки заметны для всех насекомых-опылителей, в том числе и для неспеци-

ализированных. Известно, что обычные мухи обладают способностью различать некоторые цвета (по 
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крайней мере желтый и голубой), и они оказывают предпочтение желтому цвету [Фегри, Ван дер Пейл, 

1982]. Во время цветения форзиций все растение усыпано двукрылыми. В данный ранневесенний период 

нет конкуренции за опылителей, т.к. в это время в саду цветут только форзиции. Двукрылыми опыляют-

ся наименее специализированные из энтомофильных цветков.  

Чем в большей степени начало и темпы фенофаз синхронизированы с климатическим ритмом района 

интродукции, тем успешнее происходит адаптация растений. Разные температурные условия весны не-

значительно повлияли на наступление и продолжительность фенологических фаз, а также на продолжи-

тельность вегетационного периода форзиций, которые обладают высокой зимостойкостью. Резкие коле-

бания температуры в весенний период, как правило, не влияют на растения. Благодаря активному росту 

побегов у форзиции формируется хорошо развитая крона. По нашим наблюдениям, в суровые зимы од-

нолетние побеги форзиций подмерзают, т.к. их рост продолжается до поздней осени, но следующей вес-

ной побеги быстро отрастают снова. 

Заключение 

Важно привлечение в культуру кустарников с высокой адаптированностью к неблагоприятным факто-

рам среды, способных не только произрастать в суровых условиях, но и сохранять декоративность.  Инте-

рес в использовании экзотов в озеленении населенных пунктов очень велик. Форзиции обладают большим 

преимуществом по сравнению с другими используемыми в зеленом строительстве аборигенными и интро-

дуцированными растениями из-за ранневесеннего цветения. Особенностью форзиций как растений с ран-

невесенним цветением является стремительное цветение. Форзиции характеризуются гетеростилией в 

форме дистилии. F. giraldiana в Ботаническом саду Института биологии Коми НЦ УрО РАН представлена 

короткостолбчатой формой, а F. ovata – длинностолбчатой. Отсутствие ежегодного плодоношения в изу-

ченных условиях интродукции связано с наличием только одной морфологической формы цветков как у F. 

giraldiana, так и у F. ovata. При контролируемом опылении цветка в опыте для установления возможности 

межвидовой гибридизации либо апомиксиса наблюдалось образование плодов с единичными семенами у F. 

giraldiana, так же и при свободном опылении. У F. ovata образование плодов произошло только при сво-

бодном опылении, что говорит как о возможности межвидовой гибридизации, так и факультативного апо-

миксиса у данных видов, что требует дополнительных исследований. Формирование единичных плодов со 

всхожими семенами у F. giraldiana и F. ovata происходит не ежегодно. Необходимо привлечение образцов 

других морфологических форм и видов и дальнейшее их изучение. 
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Аннотация. Проведено исследование морфологических параметров листьев Salix alba, S. euxina и S. × 
fragilis. Для исследования в гербарии ПГНИУ (PERM) были отобраны образцы S. alba, подписанные И.В. 
Беляевой, чтобы избежать возможного включения гибридных растений. Побеги с культивируемых расте-
ний S. euxina и S. × fragilis собраны в августе 2024 г. в г. Перми. Модельные побеги отбирались из осве-
щенной части кроны. На них измерены все вполне развитые, более или менее симметричные листья из цен-
тральной части прироста текущего года. Измерение листьев производили при помощи CorelDRAW 2019. 
Были измерены длина и ширина листовой пластинки, вычислен коэффициент ее формы как отношение ее 
длины к ширине, расстояние от основания листовой пластинки до ее наиболее широкой части, длина че-
решка, определен угол верхушки листовой пластинки. Статистическая обработка данных выполнена при 
помощи PAST 4.13. Установлено, что формы листовых пластинок у изученных видов имеют вполне опре-
деленные отличия, позволяющие достаточно уверенно дифференцировать близкородственные таксоны. 
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of S. euxina and S. × fragilis were collected in August 2024 in Perm. Model shoots were selected from the illu-

minated part of the crown. All fully developed, more or less symmetrical leaves from the central part of the cur-

rent year's growth are measured on them. The length and width of the leaf blade leaves were measured using 

CorelDRAW 2019. The blade shape coefficient was calculated as the ratio of its length to width, the distance 

from the base of the leaf blade to its widest part, the length of the petiole, and the angle of the apex of the leaf 

blade was determined. Statistical data processing was performed using PAST 4.13. It was found that the shapes 
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Введение 

Виды рода Salix L. достаточно широко представлены в зеленых насаждениях в г. Перми. В местах 

озеленения общего пользования и на доступных для посещения территориях специального назначения в 

исследованиях прошлых лет был найден 21 вид и гибридогенный таксон из рода Salix (Salicaceae) [Овес-

нов, 2007; Молганова, Овеснов, 2017]. Большинство культивируемых видов рода – кустарники или невы-

сокие деревья; лишь 4 вида являются крупными, до 20 м и более, одноствольными или немногостволь-

ными деревьями – это Salix alba L., S. fragilis L. S.  pendulina Wender. и S. euxina I.V. Belyaeva. 

Salix fragilis и S. alba отмечались еще в 1912 г. П.В. Сюзевым [Сюзев, 1912] в Пермской губернии, но 

первый из них – только для территории современной Челябинской обл. С 1997 г. вид указывается как 

редкий для южной части Пермского края, где он встречается в населенных пунктах и в поймах рек 

[Овеснов, 1997], тогда как S. alba отмечалась П.В. Сюзевым как повсеместный вид. S. × pendulina приво-

дится в списке ассортимента ограниченного пользования [Шумихин, Черткова, Шумигай, 2022]. S. euxina 

в г. Перми ранее не была отмечена. 

Salix euxina 

Под названием S. fragilis ранее приводилось два таксона – Salix × fragilis L. и S. euxina I.V. Belyaeva. 

Современное понимание этих таксонов предложено И.В. Беляевой [Belyaeva, 2009], хотя ее позицию 

разделяют не все исследователи этого рода [Marchenko, Kuzovkina, 2022]. И.В. Беляева предложила до-

бавить к названию Salix × fragilis L. знака гибридного происхождения [Belyaeva, 2009], т.к. он является 

гибридом европейско-западносибирско-средиземноморского вида Salix alba L. и восточно-

средиземноморского вида Salix euxina. Последний был описан в 2009 г. [Belyaeva, 2009]. Хотя это утвер-

ждение оспаривается некоторыми авторами [Marchenko, Kuzovkina, 2022], не вызывает сомнение необ-

ходимость выделения таксона с голыми листьями и ломкими в сочленениях побегами.  

В г. Перми S. euxina в природных сообществах не найдена и представлена только в посадках одним 

культиваром – S. euxina ‘Bullata’, который впервые упоминался Францем Людвигом Шпетом в 1906 г. 

под называнием S. fragilis var. bullata Spaeth. Еще он известен под названиями S. fragilis var. sphaerica 

Hryniewiecki (1933) и S. fragilis var. capitata Snarskis nom. inval. (1954) [Скворцов, 1968; POWO, 2024]. 

А.К. Скворцовым эта разновидность описывалась как «очень декоративная форма с … плотной шаро-

видной, словно стриженной кроной» [Скворцов, 1968, c. 112]. Известны только мужские растения [Ku-

zovkina, 2015]. На Урале (в г. Свердловске (ныне – Екатеринбург)) этот культивар появился в 1959 г. бла-

годаря усилиям В.И. Шабурова, который отмечал его перспективность для декоративного садоводства и 

разработал метод выращивания растения древовидного облика [Шабуров, 1986]. 

S. euxina – одноствольное или немногоствольное листопадное дерево, часто растущее кустовидно, до-

стигающее высоты 15–18 м. Культивар ‘Bullata’ имеет острые углы отхождения конечных побегов, кото-

рые направлены к периферической части кроны. Крона, таким образом, шаровидная или формирует сфе-

ры вокруг крупных скелетных ветвей. Старая кора на стволах глубоко продольно трещиноватая. Моло-

дые побеги легко обламываются в сочленениях, зеленоватые, сероватые, блестящие и голые. Почки мо-

номорфные, прижатые к стеблю, желтоватые. Черешки составляют приблизительно 1/10 длины листовой 

пластинки, голые, с более или менее заметными субапикальными железками. Листья до 10 см длиной, 

продолговато-ланцетные, с широко-клиновидным основанием, острые на верхушке, грубо железисто-

зубчатые по краю. На листе заметна сеть более светлых жилок. Листья всегда голые. Генеративных орга-

нов в условиях г. Перми не обнаружено. 

Salix alba 

S. alba L. – одноствольное или немногоствольное листопадное дерево до 30 м высотой и диаметром 

до 1 м. Побеги не ломкие, молодые – серебристо опушенные, позже оголяющиеся, желтые, бурые или 

коричневые. Ствол с глубоко продольно-трещиноватой корой. Листья 5–12 см длиной, продолговато-

ланцетные, заостренные, по краям мелкопильчатые, с обеих сторон серебристо-шелковистые, сверху 

блестящие, на коротких черешках с железками в верхней части, близ основания пластинки. Большая доля 

растений, произрастающих в природных сообществах и в условиях культуры на территории Пермского 

края, имеет гибридное происхождение, что связано с распространенностью гибридного процесса. 

[Скворцов, 1968; Triest, 2001; Quataert, 2003; Stalažs, 2022]. 

Salix × fragilis 

S. × fragilis L. (= S. alba × S. euxina) – одноствольное или немногоствольное листопадное дерево до 

20–30 м высотой; молодые побеги негусто опушенные, позже оголяющиеся, бурые или оливково-

желтые. Побеги ломкие в сочленениях, как у одного из родительских таксонов. Кора на побегах грубая, 

продольно трещиноватая. Листья ланцетные или линейно-ланцетные, длиннозаостренные на верхушке, 

ширококлиновидные или округлые у основания. Листья при распускании опушенные, на концах побегов 
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Рис. 1. Схема 

измерения пара-

метров листа 

[The scheme for 

measuring sheet 

parameters] 

 

негусто опушены хотя бы единичными волосками до осени, зубчатые. Есть отдельные растения с более 

густым опушением, приближающиеся к S. alba. В г. Перми представлены и мужские, и женские расте-

ния. Цветки появляются одновременно с облиствением. Сережки 4–7 см длиной с прицветниками, муж-

ские обычно несколько короче. Женские цветки с одним, а мужские – с двумя нектарниками. Прицвет-

ные чешуи бледные, равномерно опушены длинными волосками. Завязь голая, узко-коническая, на за-

метной ножке, Тычинок 2, иногда в отдельных цветках 3–4. 

Salix × pendulina 

S.  pendulina Wender. – листопадное дерево до 20 м высотой, с широкой кроной и раскидистыми пла-

кучими ветвями. Кора на стволах трещиноватая. Побеги длинные, очень тонкие, голые, зеленоватые или 

желто-оранжевые, у основания слегка ломкие. Почки мелкие, заостренные, прижатые, голые. Листья 10–

15 см длины, ланцетные, с клиновидным основанием и длиннозаостренной верхушкой, с 2–3 железками 

у основания, по краю мелко железисто-пильчатые. Черешки 0.5–1.5 см длины. Сережки 2–3 см длины и 

до 0,5 см ширины. Цветет в мае [Belyaeva I. V. et al., 2018]. Salix  pendulina представлена в г. Перми раз-

личными культиварами, из которых самые распространенные относится к S. × pendulina f. salamonii 

(Carrière) I.V. Belyaeva: ‘Pamyati Bazhova’, ‘Pamyati Mindovskogo’, ‘Pamyati Shaburova’. Распространение 

и морфологические особенности культигенных популяций требуют специального изучения. 

Материал и методика исследования 

В рамках данной работы было проведено исследование морфологических параметров листа видов 

Salix alba, S. euxina и S. × fragilis. Чтобы избежать возможного включения гибридных растений, для ис-

следования были отобраны образцы Salix alba, подписанные И.В. Беляевой, хранящиеся в гербарии 

ПГНИУ (PERM). Культивируемые растения S. euxina и S. × fragilis отбирались в августе 2024 г. в г. Пер-

ми. Деревья S. euxina ‘Bullata’ имели плотную шаровидную крону, ломкие ветви и голые листовые пла-

стинки [Kuzovkina, 2015; Belyaeva, 2009]. Видовая принадлежность S. × fragilis определялась по литера-

турным источникам [Belyaeva, 2009, 2018]. Модельные побеги отбирались из освещенной части кроны. 

На них измерены все вполне развитые, более или менее симметричные листья из центральной части при-

роста текущего года. Поврежденные и искривленные листья не учитывались. На одном верхушечном или 

боковом приросте текущего года в зависимости от степени развития пригодными для 

исследования оказывались от 3 до 7 листьев. Листья с гербарных образцов фотогра-

фировали с масштабной линейкой. У свежесобранных растений листья отделяли от 

побега, прижимали стеклом и фотографировали. Измерение листьев производили 

при помощи компьютерной программы CorelDRAW 2019, в которой после масшта-

бирования фотографии использовали инструменты угловой и линейный размер. Бы-

ли измерены длина (рис. 1; а) и ширина листовой пластинки (б). Вычислен коэффи-

циент формы листовой пластинки как отношение ее длины к ширине. Измерялось 

расстояние от основания листовой пластинки до ее наиболее широкой части (в). Если 

листовая пластинка оставалась одинаково широкой на некотором отрезке, то рассто-

яние измерялось до его середины. Коэффициент расположения наиболее широкой 

части листовой пластинки определен как отношение расстояния от основания лист-

вой пластинки до ее наиболее широкой части к длине листвой пластинки. Поскольку 

черешок в гербарных образцах часто оказывался искривленным, длина черешка 

определялась как длина кривой линии (г), начерченной вдоль черешка при помо-

щи инструментов CorelDRAW. Кроме того, в градусах определен угол верхушки 

листовой пластинки (д). Лучи, образующие угол, выходили из верхушки листовой 

пластинки и проходили вдоль ее обоих краев в верхней половине.  

Статистическая обработка данных выполнена при помощи PAST 4.13. Nor-

mality tests по методу Шапиро-Уилкоксона показал, что нормальному распределе-

нию соответствуют не все параметры, таким образом для оценки различий между 

выборками был использован непараметрический критерий Манна-Уитни. 

Результаты и их обсуждение 

Средние показатели листьев приведены в таблице. Наиболее длинными оказались листовые пластин-

ки S.  fragilis и S. euxina (достоверность различий между исследованными листьями не доказана). Ли-

стовые пластинки S. alba имеют меньшую длину и достоверно отличаются от других видов (таблица, 

рис. 2, а). К тому же, этот признак оказался у данного вида менее вариабельным – коэффициент вариации 

13.90%, тогда как у S.  fragilis и S. euxina данный параметр составил 24.66 и 16.36% соответственно. 

Размах длины листовой пластинки S. alba, S. euxina, S.  fragilis составляет 44, 75 и 95 мм соответствен-
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но. Согласно диагнозу, листовые пластинки S. euxina изменяются в пределах 65.0–85.0 мм [Belyaeva, 

2009]. Листья культивируемых растений S. euxina ‘Bullata’ в условиях г. Перми крупнее – от 44 до 119 

мм. Их средняя величина превышает максимальное значение в природе – 89.2 мм. 

Ширина листовых пластинок и вариативность этого показателя увеличивается в ряду S. alba – S. 

euxina – S.  fragilis. Среднее взвешенное арифметическое приведено в таблице. Коэффициент вариации 

составляет у S. alba, S. euxina и S.  fragilis – 11.67, 18.12 и 31.10% соответственно. По данному признаку 

виды достоверно различаются при уровне значимости p = 0.05. 

Средние арифметические показатели листьев S. alba, S. euxina, S.  fragilis 

[Arithmetic averages of leaves S. alba, S. euxina, S.  fragilis] 

Показатель 
M±m 

S. alba S. euxina S.  fragilis 

Длина листовой пластинки, мм 74.0±1.6 89.2±1.2 90.5±3.5 

Ширина листовой пластинки, мм 14.0±0.3 18.0±0.3 22.6±1.1 

Коэффициент формы листовой пластинки 5.4±0.1 5.0±0.1 4.1±0.1 

Коэффициент расположение наиболее широкой части 0.5±0.01 0.36±0.004 0.4±0.01 

Длина черешка, мм 5.9±0.2 12.7±0.2 10.3±0.6 

Угол верхушки листовой пластинки, градус 24.8±0.8 21.6±0.3 28.7±0.9 

У S. alba, S. euxina длина превышает ширину в среднем в 5.4 и 5.0 раз соответственно. По этому при-

знаку эта пара таксонов не различается. У S.  fragilis листья несколько шире – коэффициент формы в 

среднем составляет 4.1 и достоверно отличается от других таксонов при уровне значимости p=0.05. 

Нижняя часть листовой пластинки у S. euxina и S. alba мало отличается. Наиболее широкая часть у S. 

euxina расположена на расстоянии 32.1±0.5 мм, а у S. alba – 33.3±0.8 мм. Несколько выше лежит наибо-

лее широкая часть у S.  fragilis – 36.6±1.9 мм. Однако достоверность различий между выборками при 

уровне значимости p = 0.05 не подтверждается. 

 
Рис. 2. Морфологические параметры листовых пластинок S. alba, S. euxina, S.  fragilis 

[Morphological parameters of leaf blades S. alba, S. euxina, S.  fragilis] 

Поскольку листья отличаются по длине, коэффициенты расположения наиболее широкой части име-

ют достоверные различия. Таким образом, форма листовых пластинок является, вероятно, таксоноспе-

цифичным признаком. У S. alba наибольшая ширина расположена чаще всего на середине листовой пла-

стинки. Однако в выборке имеются выбросы значений (рис. 2, г). Листья на верхушке и у основания при-

роста текущего года резко отличаются по данному признаку. Иногда в средней части побега тоже попа-

даются листья с максимальной шириной много выше или ниже середины. Но поскольку их мало и от-

клонения наблюдаются в обе стороны, то они не влияют на меры центральной тенденции. Кроме того, 

стандартное квадратичное отклонение от среднего составляет всего 0.06 мм. У S. euxina наибольшая ши-

рина находится несколько выше нижней трети листовой пластинки (таблица). У S.  fragilis этот признак 

находится посередине между родительскими таксонами.  

Самая малая и мало вариабельная длина черешка у S. alba. Длина черешка изменяется от 4 до 9 мм. 

Коэффициент вариации составляет 16.41%. У S. euxina и S.  fragilis данный показатель составил 21.54% 

и 37.27% соответственно. У S. euxina черешок изменяется в широких пределах – от 6 до 54 мм. У S.  

fragilis почти четверть измеренных листьев имела малый черешок (4–7 мм). При этом у нескольких ли-
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стьев черешок превышает 20 мм. Распределение значений сильно отклоняется от нормального. Коэффи-

циент асимметрии положительный (1.06). Для сравнения, коэффициент асимметрии у S. alba составляет 

0.65, (p-value по Шапиро-Уилкоксону – 4.6×10-4), а у S.  fragilis коэффициент асимметрии – 0.17 (p-value 

по Шапиро-Уилкоксону 0.01). Несоответствие распределения нормальному закону может объясняться 

тем, что длина черешка зависит от положения на побеге и экологических условий. Таким образом, этот 

вопрос требует проведения дополнительных исследований. 

Верхушку листовой пластинки трудно описать формально и количественно. Однако можно наблюдать 

морфологические различия и констатировать статистически значимую разность величин углов верхушки 

листовой пластинки у всех таксонов. Наиболее острый угол верхушки листовой пластинки у S. euxina и S. 

alba, а у S.  fragilis угол несколько больше (таблица). У S. alba верхушка листа более всего близка к 

острой, а у S.  fragilis она ближе к заостренной, т.е. края листовых пластинок приходят к верхушке как 

вогнутые линии (кривые, идущие ниже своих хорд). В условиях Пермского края схемы листьев по усред-

ненным значениям признаков для трех таксонов будут выглядеть следующим образом (рис. 3). 

 
Рис. 3. Схемы листьев исследованных видов Salix по усредненным значениям 

[Leaf diagrams of the studied species Salix by average values] 

Заключение 

Формы листовых пластинок у изученных видов имеют вполне определенные отличия. Листовые пла-

стинки S. alba с серебристо-шелковистыми волосками, ориентированными параллельно главной жилке, 

чаще продолговатые (от ланцетных до обратно ланцетных или линейных), с острой верхушкой, длиной 

54–98 мм и шириной 11–18 мм. Длина превышает ширину в 3–8 раз. Листовые пластинки S. euxina ‘Bul-

lata’ голые, ланцетные, длиной 44–119 мм и шириной 11–25 мм, более крупные, нежели чем в природных 

условиях [Belyaeva, 2009]. Длина превышает ширину в 4–7 раз. Верхушка листовых пластинок острая 

или заостренная. Листовые пластинки S.  fragilis при распускании опушенные, ланцетные, редко яйце-

видно-ланцетные, 47–142 мм длиной и 13–40 мм шириной, длина превышает ширину в 3–5 раз. Верхуш-

ка листвой пластинки заостренная. Эти признаки позволяют достаточно уверенно дифференцировать 

близкородственные таксоны. 
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Введение 

В конце 2023 г. вышло 3-е издание Красной Книги Удмуртии [Красная ..., 2023]. В него вошли 13 ви-

дов млекопитающих. Один вид имеет нулевую категорию статуса редкости, три – первую, два – вторую, 

шесть – третью и один – четвертую. Впервые в Красную книгу региона были занесены два вида – малый 

нетопырь (Pipistrellus pygmaeus Leach, 1825), отмеченный в регионе в 2017 г. [Снитько, Снитько, 2018], и 

сибирская косуля (Capreolus pygargus Pallas, 1773). 

В отличие от 1-го и 2-го изданий, в 3-е издание не вошёл так называемый «тревожный список» (в 1-м 

издании [Красная ...., 2001б]), он же – «Перечень видов животных и растений, не включенных в Красную 

книгу Удмуртской Республики, подлежащих мониторингу» (Далее – «Перечень...») во 2-м [Красная ..., 

2012]. Комиссией по Красной Книге данное решение было принято в связи с тем, что включение такого 

списка, пусть и в приложении, вносит определенную путаницу в понимание того, считать ли вид охраня-

емым в регионе, или нет. Отсутствует аналогичный перечень и во 2-м издании Красной книги Россий-

ской Федерации [Красная ..., 2021]. В издании 2001 г. [Красная ..., 2001а] присутствовал аннотированный 

перечень таксонов и популяций, нуждающихся в особом внимании к их состоянию в природной среде. 

Отметим, что составление «тревожного списка» позволяет обращать особое внимание на эти виды при 

мониторинговых работах. К примеру, в Приложении 2 ко 2-му изданию Красной Книги Удмуртии 

[Красная ..., 2012] были приведены 39 видов позвоночных животных, 6 из которых теперь включены в 

актуальное издание Красной Книги республики. Данные об этих видах были собраны, в том числе, и в 

ходе ежегодных мониторинговых работ по редким видам. 

Цель данной работы – изучить ситуацию в Удмуртии и сопредельных регионах с теми видами, кото-

рые нуждаются в мониторинге. По результатам мониторинга будет приниматься решение о включении 

их в последующее издание Красной книги Удмуртии. 

Результаты и их обсуждение 

Приведем виды млекопитающих, которые включались в «тревожный список» в 1-м издании Красной 

книги Удмуртии. Это 5 видов: равнозубая бурозубка (Sorex isodon Turov, 1924), крошечная бурозубка 

(Sorex minutissimus Zimmermann, 1780), сибирская косуля, степной сурок, или байбак (Marmota bobak 

Müller, 1776), обыкновенный хомяк (Cricetus cricetus L., 1758) [Красная ...., 2001б]. 

В «Перечень...» во 2-м издании Красной Книги Удмуртии включены 5 видов млекопитающих. Это 

равнозубая бурозубка, сибирская косуля, азиатский бурундук (Eutamias sibiricus Laxmann, 1769), обык-

новенный хомяк, красная полевка (Myodes rutilus Pallas, 1779) [Красная ...., 2012].  

По сравнению с 1-м изданием из «тревожного списка» были исключены крошечная бурозубка и бай-

бак. Крошечная бурозубка отмечалась в республике более 50 лет назад [Ковалевский и др., 1969], после 

находки этого вида в Удмуртии отсутствовали, вследствие чего вид был исключён из «тревожного спис-

ка» как возможно исчезнувший в пределах республики. Степной сурок, интродуцированный в республи-

ке вид, напротив, стал активнее расселяться в южных районах Удмуртии [Загуменов, 2015]. Согласно 

методическим рекомендациям по ведению Красной книги субъекта Российской Федерации [Методиче-

ские рекомендации ..., 2006], акклиматизированные виды и виды с нерегулярным обитанием на изучае-

мой территории не следует вносить в Красную книгу. Это послужило причиной исключения байбака из 

«Перечня...». 

Два вида млекопитающих – азиатский бурундук и красная полевка – были добавлены во 2-м издании 

Красной книги. 

Сибирская косуля, как было сказано выше, включена в 3-е издание Красной книги республики. Ситу-

ацию с остальными видами, входившими в «тревожный список» и «Перечень...», мы рассмотрим по-

дробнее. 

Крошечная бурозубка (Sorex minutissimus Zimmermann, 1780), семейство Землеройковые, отряд 

Насекомоядные. Имеет обширный ареал, включающий таёжную зону Евразии от Скандинавии до побе-

режья Тихого океана, Аляску [Павлинов, 2019]. В пределах ареала повсеместно редка, встречается спо-

радически [Павлинов, 2019]. Занесена в Красную Книгу Республики Татарстан [Красная ..., 2016], анно-
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тированный перечень таксонов и популяций объектов животного мира, нуждающихся в особом внима-

нии к их состоянию в природной среде в Приложении 1 Красной Книги Республики Башкортостан 

[Красная ..., 2014а]; в «Список редких и уязвимых видов животных, растений и грибов, не внесенных в 

Красную книгу Кировской обл., но нуждающихся на территории области в постоянном контроле и 

наблюдении» Красной книги Кировской области [Красная ..., 2014б]. В Пермском крае встречается редко 

[Животный мир Прикамья, 1989], в списки охраняемых не внесен. 

Как было отмечено выше, ранее вид регистрировался на территории Удмуртии только в 60-е гг. ХХ в. 

[Ковалевский и др., 1969]. В мае-октябре 2022 г. доцентом УдГУ к.б.н. А.Г. Борисовским проводился 

сбор материала по жесткокрылым-герпетобионтам в окрестностях д. Непременная Лудзя Завьяловского 

р-на. Отлов производился методом линий ловчих стаканов объёмом 0.33 л, которые вкапывались в землю 

и на 1/3 заполнялись водой с добавлением формалина. Попутно с насекомыми в ловчие стаканчики также 

попадали и мелкие млекопитающие. Всего было отловлено 512 микромаммалий, 159 грызунов и 353 

землеройки рода Sorex. 12 зверьков (3.4%) были определены нами как крошечные бурозубки. Определе-

ние было подтверждено д.б.н. С.В. Пучковским (УдГУ). Зверьки были пойманы в смешанном лесу, ти-

пичном местообитании вида [Ивантер, Макаров 2001] (рис. 1). 

Таким образом, было подтверждено обитание вида в республике. Как повсеместно редкий вид, крошечная 

бурозубка предлагается нами к мониторингу. Требуется выявление новых мест обитания зверьков. 

Равнозубая бурозубка (Sorex isodon Turov, 1924), семейство Землеройковые, отряд Насекомоядные. 

Вид имеет широкий ареал в пределах таёжной зоны [Павлинов, 2019]. На территории европейской части 

России встречается редко, занесена в ряд региональных красных книг [Красная ..., 2015; Красная ..., 

2018]. Занесена в аннотированный перечень таксонов и популяций объектов животного мира, нуждаю-

щихся в особом внимании к их состоянию в природной среде в Приложении 1 Красной Книги Республи-

ки Башкортостан [Красная ..., 2014а]. В Кировской обл. отмечена в отдельных районах, распространение 

не изучено [Сотников, 2022]. В Пермском крае численность выше, в горно-таёжных лесах региона по 

численности в отдельные годы сравнима с обыкновенной бурозубкой [Животный мир Прикамья, 1989]. 

Типичный обитатель темнохвойной и боровой тайги [Павлинов, 2019]. 

Равнозубая бурозубка ранее на территории Удмуртии отмечалась в Малопургинском р-не в 60-е гг. 

ХХ в. [Ковалевский и др., 1969] и в середине 90-х гг. ХХ в. [Капитонов и др., 1999]. В 2020–2022 гг. 5 

экземпляров этого вида были отловлены в окрестностях пос. Дзякино Глазовского р-на, на границе меж-

ду Глазовским и Ярским р-нами [Захарова, Загуменов, 2022]. Зверьки были отловлены методом ловчего 

заборчика (4 экземпляра), либо давилками типа «Геро» (1 экземпляр) в свойственном виду биотопе – 

сосново-еловом лесу (рис. 1). Определение вида было подтверждено д.б.н. С.В. Пучковским. 

Лимитирующим фактором для данного вида является вырубка, а также деградация спелых хвойных 

лесов [Красная ...., 2018]. 

 

Рис. 1. Места встреч Sorex minutissimus (1), Sorex isododon (2) и Eutamias sibiricus (3) в Удмуртии. 

● – место встречи либо отлова вида 

[Sites where Sorex minutissimus (1), Sorex isododon (2) and Eutamias sibiricus (3) are met in Udmurtia. 

● – sites of capture] 

Азиатский бурундук Eutamias sibiricus Laxmann, 1769), семейство Беличьи, отряд Грызуны. Как и 

предыдущий рассмотренный вид, бурундук имеет обширный ареал в пределах таёжной зоны Евразии. 

Юго-западная граница распространения проходит по южному краю южно-таёжных лесов и пересекает 

подтайгу по левобережью р. Волги и правому берегу р. Камы [Оболенская, 2008]. Населяет темнохвой-

ные и лиственничные леса с обильным подростом кустарника, ветровалами [Павлинов, 2019]. Занесен в 

Красную книгу Республики Татарстан [Красная ..., 2016], имеет 3-ю категорию статуса редкости как ред-
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кий вид, находящийся на границе видового ареала. Включен в «Список редких и уязвимых видов живот-

ных, растений и грибов, не внесенных в Красную книгу Кировской области, но нуждающихся на терри-

тории области в постоянном контроле и наблюдении» Красной книги Кировской обл. [Красная ..., 2014б]. 

В Удмуртии азиатский бурундук ранее отмечался во всех районах. В кратком обзоре фауны млекопи-

тающих Удмуртии [Капитонов и др., 1997] авторы отмечают, что вид в конце XX в. стал встречаться ре-

же. В последние три десятилетия достоверная информация о встрече вида поступала из 6 точек (рис. 1): с 

территории Балезинского (Меньшиков А.Г., личное сообщение), Вавожского (Вахрушев И.А., личное 

сообщение), Воткинского [Пучковский, 1996], Каракулинского (Капитонов К.А., личное сообщение) и 

Шарканского (Гурьянова Л.Н., личное сообщение) р-нов, также зверёк отмечался в лесопарковой зоне г. 

Ижевска [Георги, 2007]. 

Лимитирующим фактором для данного вида является, вероятно, сокращение площади потенциальных 

местообитаний – спелых хвойных лесов. 

Обыкновенный хомяк (Cricetus cricetus L., 1758), семейство Хомяковые, отряд Грызуны. Распро-

странён в лесостепи, а также в разнотравных степях Евразии от Бельгии до Алтая и Северного 

Синьцзяна. В настоящее время ареал стремительно сокращается [Surov et al., 2016], хомяк имеет приро-

доохранный статус на территории ряда регионов России [Лисовский и др., 2019]. В граничащих с Уд-

муртской Республикой регионах не охраняется. В Кировской обл. является немногочисленным видом 

[Сотников, 2022]. В Пермском крае ещё в конце 80-х гг. ХХ в. было отмечено снижение численности 

вида [Животный мир Прикамья, 1989]. 

В Удмуртии обыкновенный хомяк находится близ северной границы видового ареала, населяет пре-

имущественно пойменные и суходольные луга, а также окультуренные земли, включая селитебные зоны 

населённых пунктов [Капитонов, Загуменов, 2016].  

В середине прошлого столетия хомяк встречался во всех районах республики, а в местах с высокой 

численностью приносил значительный ущерб сельскому хозяйству. Зверек имел промысловое значение, 

в отдельные годы заготавливалось более 20 000 шкур [Кирисов, 1969]. В последующие годы ресурсы 

хомяка в республике стали постепенно сокращаться, возможно, вследствие продолжительного интенсив-

ного промысла и применения пестицидов. Спаду численности локальных популяций вида могло способ-

ствовать и создание Воткинского и Нижнекамского водохранилищ на р. Каме, в результате которого зна-

чительные площади пойменных угодий, благоприятных для обитания зверьков, оказались затопленными 

водой [Капитонов, Загуменов, 2016]. 

В последние годы участились сообщения, получаемые от местных жителей, о встречах с обыкновен-

ным хомяком в населенных пунктах и садоводческих кооперативах. В основном эти свидетельства отно-

сятся к южной половине Удмуртии, расположенной в зоне смешанных лесов, есть сведения и о встречах 

зверьков в северных районах республики, расположенной в подзоне южной тайги (рис. 2). В Удмуртии 

встречаются хомяки рыжей и черной морф, преобладают зверьки черной морфы [Учанов, 2022].  

Лимитирующим фактором для этого вида считается применение пестицидов в сельском хозяйстве 

[Животный мир Прикамья, 1989]. 

 

Рис. 2. Места встреч Cricetus cricetus (1), Myodes rutilus (2) и Spermophilus major в Удмуртии (3). 

● – место встречи либо отлова вида; жилое поселение большого суслика. ○ – покинутое поселение 

Spermophilus major 

[Sites where Cricetus cricetus (1), Myodes rutilus (2) and Spermophilus major (3) are met in Udmurtia. 

● – sites of capture; habitable settlements and ○ – abandoned settlement of Spermophilus major] 
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Красная полевка (Myodes rutilus Pallas, 1779), семейство Хомяковые, отряд Грызуны. Имеет широ-

кий ареал: таёжная зона Евразии от Скандинавии до Чукотки [Павлинов, 2019]. В целом, является мно-

гочисленным видом в России [Лисовский и др., 2019]. В европейской части страны населяет темнохвой-

ные и хвойно-широколиственные леса, граница распространения преимущественно совпадает с ареалом 

пихты сибирской (Abies sibirica). Может обитать в жилых и хозяйственных постройках [Громов, Ербаева, 

1995]. В настоящее время в ряде регионов Европейской части России наблюдается снижение численно-

сти вида, что стало основанием для внесения красной полевки в региональные Красные книги [Красная 

..., 2010; Красная ..., 2014в], в том числе Республики Татарстан [Красная ...,2016]. Аналогичная ситуация 

сложилась в Республике Мордовия [Андрейчев, Кузнецов, 2012]. Среди причин сокращения численности 

полевки называют вырубку старовозрастных хвойных лесов. Отмечается, что для вида характерны зна-

чительные (в 2–3 раза) колебания численности, причём в Европейской части России красная полевка ис-

пытывает более сильные депрессии, чем рыжая (Myodes glareolus) [Громов, Ербаева, 1995]. 

В Удмуртской Республике красная полевка распространена по всей территории [Капитонов и др, 

1997] (рис. 2). Можно отметить, что вид ранее был обычным: по данным отловов, проведенных в 80-е гг. 

ХХ в, численность достигала 14-16 особей на 100 ловушко-суток в елово-пихтовых лесах с примесью 

липы [Бернштейн и др., 1984]. В XXI в. вид стал встречаться реже: в выпускных квалификационных ра-

ботах студентов-биологов УдГУ упоминаний об отлове этого вида нет. В коллекции кафедры ботаники, 

зоологии и биоэкологии УдГУ хранятся 9 образцов красной полевки (черепа и тушки), отловленные в 

Удмуртии. Для сравнения, рыжих полевок хранится 403 образца. 

Красная полевка является одним из видов-резервуаров хантавируса, вызывающего геморрагическую 

лихорадку с почечным синдромом, а также других инфекций [Малькова, Рубцова, 2016; Лисовский и др., 

2019]. По этой причине мониторинг мелких млекопитающих, включая этот вид, ведется сотрудниками 

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в УР». На рис. 2 представлены места отловов красной полевки в 

2006-2023 г. по данным ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в УР». В указанный период в республи-

ке отлавливались от 1 до 58 особей красной полевки в год.  

Лимитирующим фактором для данного вида, как отмечают в работе по экологии красной полевки в 

Фенноскандии Э.В. Ивантер и Е.А. Моисеева [2015], является вырубка спелых хвойных лесов.  

Кроме видов, занесенных в «Перечень...» во 2-м издании Красной книги Удмуртии, мы предлагаем 

включить в число видов, подлежащих мониторингу, большого суслика (Spermophilus major Pallas, 1779) и 

степного хоря (Mustela eversmanii Lesson, 1827). 

Большой суслик (Spermophilus major Pallas, 1779), семейство Беличьи, отряд Грызуны. Населяет 

равнинные луговые степи от Волго-Вятского междуречья до Ишима [Павлинов, 2019]. Встречается в 

Республике Татарстан [Попов, Лукин, 1988], Республике Башкортостан [Животный мир Башкортостана, 

1995], южных районах Кировской обл. [Сотников, 2022]. В граничащих с Удмуртской Республикой ре-

гионах не охраняется. 

В Удмуртской Республике впервые отмечен в 1992 г. [Капитонов и др, 1994] в Камбарском р-не. В 

последующие годы распространился в пойме левобережья р. Камы до северной части Сарапульского р-

на – зверьки встречались в урочище Рычино (Меньшиков А.Г., личное сообщение). В ходе обследования 

данной территории в 2008 и 2015 гг. суслики обнаружены не были. В начале XXI в. проводились специ-

альные исследования вида [Капитонов и др., 2005; Капитонов, 2013]. В последние годы численность упа-

ла: в ходе исследований в 2020 г. в окрестностях г. Камбарки обнаружена единственная нора суслика 

(Игнатьева А.Н., личное сообщение). В настоящее время известен из окрестностей с. Шолья (Дерюгин 

А.А., личное сообщение), с. Балаки (Буракова А.И., личное сообщение) Камбарского р-на, урочища Ма-

ляши Каракулинского р-на (Евсеев С.Н., личное сообщение) (рис. 2). Места обитания подверглись значи-

тельной антропогенной трансформации: в пойме р. Кама и Буй велось строительство автомобильных 

дорог. Кроме того, негативно на численности сусликов могло сказаться прекращение выпаса скота в ме-

стах обитания зверьков. 

Степной хорь (Mustela eversmanii Lesson, 1827), семейство Куньи, отряд Хищные. Встречается в юж-

ных районах Центральной и Восточной Европы, степной и лесостепной зоне России, Казахстане, Сред-

ней Азии, Северо-Восточном Китае. Населяет преимущественно открытые и слабо облесенные террито-

рии [Павлинов, 2019]. В XX в. наблюдалось активное расселение в северном и западном направлениях 

[Аристов, Барышников, 2001]. Внесен в ряд региональных Красных книг [Лисовский и др., 2019]. Встре-

чается в Республике Татарстан [Попов, Лукин, 1988], Республике Башкортостан [Животный мир Баш-

кортостана, 1995], южных районах Пермского края [Животный мир Прикамья, 1989]. В сопредельных с 

Удмуртской Республикой регионах не охраняется. 

В Удмуртской Республике вид стал встречаться в первой половине XX в [Капитонов и др., 1997]. В 

ходе наших исследований находки степного хоря были сделаны в юго-восточных районах Удмуртии, 

Каракулинском (Соколов Д.Ю., личное сообщение) и Камбарском [Капитонов и др, 1994] (рис. 3). Име-
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ются опросные сведения о встречах степного хоря в конце прошлого столетия в Кизнерском, Воткин-

ском, Можгинском и Завьяловском р-нах [Капитонов и др., 1994, 1997]. 

 

Рис. 3. Места встреч Mustela eversmanii в Удмуртии. 

● – место встречи либо отлова вида 

[Sites where Mustela eversmanii is met in Udmurtia. 

● – sites of capture] 

Степной хорь предлагается нами к мониторингу по причине экологической связи с большим сусли-

ком, также предлагаемым к занесению в «тревожный список». Суслики являются основным объектом 

питания хорька [Попов, Лукин, 1988; Павлинов, 2019]. В связи с отмеченной тенденцией расширения 

ареала [Аристов, Барышников, 2001; Павлинов, 2019] возможны встречи и в других районах Удмуртии. 

Заключение 

Среди рассмотренных нами видов равнозубая бурозубка, азиатский бурундук и красная полевка яв-

ляются типичными обитателями темнохвойной тайги. Снижение численности этих видов может быть 

связано с депрессией вследствие климатических изменений [Ведерников, 2023], поражением патогенами 

и инвазивными видами дендрофагов [Дедюхин, Титова, 2021; Ведерников, 2024] и вырубкой старовоз-

растных хвойных лесов.  

Следующие виды – степной хорь, большой суслик и обыкновенный хомяк – являются степными и ле-

состепными млекопитающими. Угрозы для данных видов связаны с антропогенным воздействием на 

окружающую среду. Для хомяка – это применение современных родентицидов; для большого суслика – 

прекращение выпаса скота, а также разрушение местообитаний. Снижение численности сусликов, в свою 

очередь, может негативно сказаться на численности хоря. Отметим, что степной хорь и суслик находятся 

в Удмуртии на краю ареала, следовательно, могут наблюдаться значительные колебания численности. 

Крошечная бурозубка – широко распространенный, но повсеместно редкий вид. Обнаружение этого 

вида в 2022 г. стало первым с 60-х гг. ХХ в.  

Поскольку для всех рассмотренных видов существует угроза снижения численности в Удмуртии, мы 

рекомендуем ведение мониторинга их состояния в рамках ежегодных полевых исследований. 
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Аннотация. Изучалось влияние тяжелых металлов на микробиологические свойства штаммов рода 
Enterococcus, выделенных из водной среды. Было исследовано 18 образцов воды из устья р. Вторая Реч-
ка, из которых выделено 30 штаммов бактерий рода Enterococcus. Идентификация проводилась методом 
полимеразной цепной реакции. Изучалась морфология клеток с помощью световой микроскопии; устой-
чивость к тяжелым металлам определялась по наличию или отсутствию роста на чашке с разными кон-
центрациями металлов (меди, кадмия, цинка). Выявлено, что при увеличении концентрации тяжелых 
металлов у бактерий рода Enterococcus изменяются морфологические характеристики, а превышение 
ПДК приводит к гибели бактерии. По степени действия изученных металлов их можно расположить в 
следующей последовательности: Cd > Cu > Zn. 
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Abstract. Heavy metals are widespread pollutants of natural water, where they end up because of almost constant use 
in agriculture and due to the discharge of industrial wastewater: primarily lead, cadmium and copper. On the other hand, 
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Введение 

Тяжелые металлы являются естественными компонентами морской и пресноводной среды и обычно 

встречаются в очень низких концентрациях [Shah, 2021]. Природные процессы, способствующие распро-

странению этих металлов в окружающей среде, включают эрозию, извержения вулканов и выветривание 

полезных ископаемых, при этом они обычно находятся в нерастворимых формах [Ayangbenro, Babalola, 

2017]. 

Антропогенная деятельность, такая как дренаж шахт, морская разведка нефти и газа, промышленные 

(пестициды, краски, кожа, текстиль, удобрения, фармацевтические препараты) и бытовые сточные воды, 

сельскохозяйственные стоки, сбросы кислотных дождей, а также прибрежное строительство и дноуглу-

бительные работы, неизбежно увеличили концентрации металлов в морской среде [Fu, Wang, 2011]. Тя-

желые металлы из антропогенных источников обычно имеют высокую биодоступность благодаря своим 

растворимым и подвижным реакционноспособным формам [Ayangbenro, Babalola, 2017].  

Энтерококки – это представители нормальной микрофлоры кишечника человека и животных, но так-

же они могут выделяться из носоглотки, верхних дыхательных путей, мочеполовой системы и кожных 

покровов [Barbosa, Borges, Teixeira, 2014]. Ранее считалось, что микроорганизмы рода Enterococcus яв-

ляются эпидемиологически малозначимыми, т.к. достаточно редко регистрировались микробиологиче-

ски подтвержденные клинические случаи энтерококковых инфекций. Однако данная точка зрения была 

пересмотрена, поскольку у бактерий данной группы были обнаружены факторы вирулентности и оцене-

на их активность [Красная, Нестеров, Потатуркина-Нестерова, 2014]. Патогенность представителей рода 

Enterococcus обусловлена их чувствительностью к антибиотикам и наличием детерминант патогенности 

в генетической информации. Наиболее распространенными видами в этой группе являются E. faecalis и 

E. faecium, причем E. faecalis встречается чаще. Соотношение этих микроорганизмов в водной среде за-

висит от экологических условий. В микробиоценозе могут присутствовать и другие виды рода 

Enterococcus. E. faecalis – более патогенен, чем E. faecium, однако последний обладает большей устойчи-

востью к антибиотикам [Butaye, Devriese, Haesebrouck, 2001]. Такие представители энтерококков, как 

Enterococcus durans, Enterococcus avium, Enterococcus gallinarum и Enterococcus casseliflavus, проявляют 

патогенные свойства лишь в единичных случаях [Sadowy, Luczkiewicz, 2014].  

Несмотря на то, что энтерококки могут выживать как в пресной, так и в морской воде, до сих пор нет 

единого мнения относительно их способности расти и размножаться в этих средах из-за нехватки пита-

тельных веществ [Cesare et al., 2014]. Несмотря на это, энтерококки могут быть выделены из множества 

условий окружающей среды с различной доступностью питательных веществ, таких как почва, пресная 

вода, пляжи и очистные сооружения [Красная, Нестеров, Потатуркина-Нестерова, 2014]. Сточные воды, 

не прошедшие должную очистку, могут стать источником загрязнения как поверхностных, так и подзем-

ных вод, что представляет собой серьезную угрозу для окружающей среды. Это может произойти вслед-

ствие неэффективности систем очистки сточных вод, а также из-за неполадок или перегруженности си-

стем водоотведения. Кроме того, сточные воды могут содержать отходы животноводства, которые, попа-

дая на сушу или в водоемы, создают угрозу для людей, которые могут случайно употребить загрязнен-

ную воду или вступить с ней в контакт в повседневной жизни [Burgmann et. al., 2018]. 

В более новых исследованиях, в особенности с применением молекулярно-генетических методов, бы-

ла подтверждена способность микроорганизмов рода Enterococcus приобретать устойчивость к антибак-

териальным химиопрепаратам, а также к высушиванию, температуре и действию других физических, 

химических и биологических факторов [Gin, Goh, 2013]. Данная особенность позволяет им выживать в 

желудочно-кишечном тракте и колонизировать толстый кишечник, также их выделяют с кожи, ротовой 

полости и женского мочеполового тракта [Barbosa, Borges, Teixeira, 2014]. Попадая в окружающую сре-

ду, они могут некоторое время сохраняться в жизнеспособном, но некультивируемом состоянии [Gin, 

Goh, 2013], а в некоторых местах, например таких, как морская вода, они могут обмениваться генами 

устойчивости к антибиотикам и металлам с другими бактериями [Cesare et al, 2014].   

Тяжелые металлы, такие как медь и цинк, являются кофакторами многих клеточных процессов и 

необходимы для выживания клеток, но они нужны в небольших концентрациях [Arguello, Raimunda, Pa-

dilla-Benavides, 2013]. Однако такой тяжелый металл, как кадмий, не выполняет функции кофактора в 

бактериальной клетке и по своей природе токсичен, нарушая клеточные процессы и вызывая гибель кле-

ток, если концентрация выше определенного порога [Arguello, Raimunda, Padilla-Benavides, 2013; Parsons, 

Lee, Kathariou, 2020].  

Медь является важным микроэлементом в клетках и выполняет несколько биологических функций. 

Она служит значимым структурным компонентом и каталитическим кофактором для широкого спектра 

различных ферментов в важных биохимических путях у бактерий, растений и животных [Zhang et al., 

2015]. Сульфат меди используется в кормах для свиней и кур в качестве стимулятора роста. [Garrido, 

Galvez, Pulido, 2014]. Ген tcrB, расположенный в плазмиде, отвечает за устойчивость к меди. Ген trcB 

(обнаруженный в опероне tcrYAZB, гомологичный оперону copYAZAB, определяющий гомеостаз меди) 
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кодирует предполагаемый белок, принадлежащий к семейству АТФаз CPx-типа переносчиков тяжелых 

металлов. Бактерии, несущие плазмидный оперон tcrYAZB, могут переносить до 28 мМ сульфата меди, в 

то время как те, у которых отсутствует этот ген, могут переносить только до 8 мМ [Hasman, Aarestrup, 

2002]. Ген tcrB генетически связан с генами, кодирующими устойчивость к макролидам (erm B) и глико-

пептидам (vanA) в плазмидах, из энтерококков, выделенных от свиней [Garrido, Galvez, Pulido, 2014]. 

Цинк является компонентом многих белков, таких как ДНК-полимеразы, протеазы и рибосомальные 

белки, а также кофактором многих ферментативных реакций. Несмотря на важность цинка, его избыток 

может быть вредным, поскольку он может конкурировать с другими металлами за связывание с актив-

ными центрами ферментов [Somerville, Proctor, 2009]. Два гена E. faecalis, кодирующие АТФазу P-типа, 

EF1400 и белок SapB EF0759, значимо активируются в присутствии высоких концентраций цинка. Zn2+-

чувствительный ДНК-связывающий мотив присутствует в промоторных областях этих генов [Abrantes, 

Kok, Lopes, 2014]. 

Кадмий. В настоящее время считается, что кадмий не является кофактором биохимических процес-

сов в клетке и по своей природе токсичен, нарушая клеточные процессы и вызывая гибель клеток выше 

определенного порога. Хотя этот металл может естественным образом присутствовать в окружающей 

среде или в результате антропогенного загрязнения, его распределение в окружающей среде имеет тен-

денцию быть неоднородным, и обычно он встречается в больших количествах только в определенных 

экосистемах [Parsons, Lee, Kathariou, 2020]. Кадмий оказывает чрезвычайно токсичное действие на мик-

роорганизмы при относительно низких дозах [Abou-Shanab, Berkum, Angle, 2007]. Кадмий может связы-

ваться с сульфгидрильными группами и, как следствие, – нарушать функцию белка [Jungmann et al., 

1993]. Кроме того, кадмий является репрессором тиоредоксина, который обеспечивает восстанавливаю-

щую способность для многих биологических реакций [Li, Krumholz, 2007]. Помимо этого, кадмий влияет 

на пролиферацию, дифференцировку, апоптоз клеток и увеличивает активацию онкогенов для канцеро-

генеза [Schwartz, Reis, 2000]. Несмотря на все вышеперечисленное, штаммы E. faecalis проявляют высо-

кую естественную устойчивость к кадмию [Paplace, Boutibonnes, Auffray, 1996]. В процессе защиты E. 

faecalis от кадмия участвуют такие гены, как cadA, ppx и dsbAм. Механизм абсорбции и устойчивости к 

кадмию начинается с системы поглощения магния, цинка и кальция [Wu et al., 2014]. Затем кадмий ча-

стично транспортируется через АТФазы P-типа [Tsai, Yoon, Lynn, 1992], осажденный фосфатными груп-

пами, которые секретировались PpX в виде фосфида кадмия. Затем белок DsbA связывается со свобод-

ным ионом кадмия в цитозоле для защиты тиоредоксина и других белков [Wu et al., 2014]. 

Несмотря на то, что тяжелые металлы могут естественным образом присутствовать в окружающей сре-

де в результате антропогенного загрязнения, их распределение в окружающей среде бывает неоднородным, 

и они обычно встречаются в больших количествах только в определенных экосистемах. Тем не менее, де-

терминанты устойчивости к токсичным металлам широко распространены у грамположительных бактерий 

и содержатся либо в хромосомах, либо на мобильных генетических элементах, таких как транспозоны и 

плазмиды, включая интегративные и конъюгативные элементы. Эти детерминанты могут распространяться 

посредством горизонтального переноса генов и, таким образом, могут быть широко распространены и вы-

сококонсервативны [Parsons, Lee, Kathariou, 2020]. Деятельность человека, способствующая такому распро-

странению, и является однозначным фактором, модифицирующим микробиоценоз морских и пресновод-

ных экосистем, что требует включать мониторинг за чувствительностью энтерококков к тяжелым металлам 

в рутинные схемы микробиологического мониторинга хотя бы на периодической основе. Цель работы – 

изучить влияние тяжелых металлов, выделенных из водной среды, на микробиологические свойства штам-

мов рода Enterococcus. 

Материалы и методы исследований 

Для исследования чувствительности штаммов рода Enterococcus к тяжелым металлам изучено 18 об-

разцов воды из устья р. Вторая Речка (43.160456, 131.905963), т.к. река находится в черте города и под-

вержена загрязнению тяжелыми металлами [Шулькин, Богданова, Киселев, 2007]. Выделено 30 штаммов 

бактерий рода Enterococcus, идентификация проводилась методом полимеразной цепной реакции. 

Штаммы идентифицировали с помощью ПЦР с использованием известных праймеров гена 16S рРНК5’-

AACGCGAAGAACCTTAC-3’ 5’-CGGTGTGTACAAGACCC-3’. Размер 440 п.о. [Skowron et al., 2016]. 

Синтез праймеров осуществлен компанией «Синтол» (Москва, Россия). 

Морфологию бактериальных клеток оценивали методом окраски по Граму. Исследование произво-

дилось с помощью микроскопа марки Primo Start, производитель Zeiss. Отмечали окраску мазка, а также 

размер, форму, способ расположения бактерий на предметном стекле [Прунтова, 2005]. 

Изучение устойчивости к металлам. Устойчивость к металлам изучали на среде для морских мик-

роорганизмов (СММ) (г/л: CaCO3 – 1.0; MgSO4 – 1.0; пептон – 5.0; дрожжевой экстракт – 5.0; K2HPO4 – 
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0.2; глюкоза – 0.2; агар – 15.0; дистиллированная вода – 1 000; рН 7.8–8.1) с добавлением в качестве се-

лективной добавки соли металлов (CuSO4, ZnSO4, CdSO4) в возрастающих концентрациях. Автоклавиро-

вали при 121°С в течение 15 мин. Суточную культуру бактерий с помощью микробиологической петли 

засевали на чашки Петри с питательной средой СММ. Посев проводился в трех повторениях. Культуру 

выращивали при комнатной температуре в течение 2–3 суток. Учет результатов проводился по наличию 

или отсутствию роста на чашках с металлами [Бузолева, 2011]. 

Статистическая обработка данных производилась в программе STATISTICA 10. Графики и таблицы 

формировались в программе Excel. 

Результаты и их обсуждение 

При исследовании чувствительности бактерий рода Enterococcus, выделенных в р. Вторая Речка, вы-

явлено, что все выделеные штаммы резистентны к тяжелым металлам (CuSO4, ZnSO4 и CdSO4). Они рос-

ли при концентрациях, которые превышали предельно допустимые концентрации (ПДК) [Шулькин, Бог-

данова, Киселев, 2007].  

ПДК для меди в морской воде составляет 0.05 мг/л, а в пресной – 0.01 мг/г [Коршенко, 2020], однако 

17% (5) штаммов рода Enterococcus, выделенные в бухте р. Вторая Речка, росли при 1 500 мг/л. (рис. 1). 

При концентрации 1 450 мг/л происходит резкое снижение роста у 57% (17) штаммов рода Enterococcus, 

поэтому данные штаммы можно считать чувствительными, а 43% (13) продолжают расти, оставаясь при 

этом устойчивыми. 

 
Рис. 1. Влияние различных концентраций меди на культивирование бактерии рода Enterococcus 

[The effect of different copper concentrations on the cultivation of bacteria of the genus Enterococcus] 

Отмечено изменение культуральных свойств: с увеличением концентрации CuSO4 до 1 400 мг/л стали 

появляться непрозрачные колонии оранжевого цвета и с металлическим блеском, а другие колонии, 

наоборот, стали прозрачными. Также отмечено изменение морфологии бактерий рода Enterococcus: при 

концентрации 800 мг/л бактериальные клетки располагались парами; при концентрации 1 400 мг/л – бак-

териальные клетки располагались парами и наблюдалось незначительное увеличение размера клеток; 

при 1 500 мг/л клетки располагались парами и короткими цепочками и стали более круглыми по сравне-

нию с более низкими концентрациями (рис. 2). Медь может оказывать токсическое воздействие на бакте-

риальные клетки, что связано с ее влиянием на стабильность белков. Медь может как увеличивать, так и 

уменьшать стабильность белков, особенно тех, которые участвуют в работе рибосом, синтезе белка и 

регулировании окислительно-восстановительных процессов в клетке [Wiebelhaus et al., 2021]. 

ПДК для цинка в морской среде составляет 0.05 мг/л, а для пресных вод – 0.01 мг/л [Коршенко, 2020]. 

Однако изученные штаммы росли и при более высоких концентрациях (рис. 3), демонстрируя при этом 

различия в морфологии культуры. Также нами было выявлено, что 60% штаммов (18) росли при концен-

трации 2 150 мг/л и были определены нами как устойчивые, а 40% (12) прекращали рост и являлись чув-

ствительными. При концентрации цинка, равной 800 мг/л, бактериальные клетки располагались парами; 

при концентрации 1 800 мг/л бактериальные клетки располагались парами, короткими и длинными це-

почками и наблюдались плеоморфные клетки (мелкие кокки и крупные палочки); при концентрации 

2 100 мг/л бактериальные клетки располагались парами, короткими и длинными цепочками (рис. 4).  

Согласно литературным источникам, цинк, подобно меди, способен оказывать токсическое воздей-

ствие на бактерии. Это объясняется его влиянием на стабильность белков, которые играют ключевую 

роль в жизнедеятельности бактериальных клеток. Цинк может влиять на работу рибосом, которые отве-

чают за синтез белка в бактериальной клетке. Это может привести к нарушению синтеза необходимых 

белков и, как следствие, к снижению жизнеспособности энтерококков. Цинк играет важную роль в регу-
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ляции окислительно-восстановительных процессов в бактериальной клетке. Нарушение этих процессов 

может привести к снижению жизнеспособности энтерококков. Цинк может как увеличивать, так и 

уменьшать стабильность белков в бактериальной клетке. Это может привести к нарушению работы бел-

ков, которые необходимы для жизнедеятельности энтерококков [Frei et al., 2023]. 

 

Рис. 2. Влияние различных концентраций меди на морфологию бактерий рода Enterococcus 

(микроскоп Primo Start, 100×). 

Концентрация CuSO4: а – контроль (среда СММ без добавления солей металлов), б – 800 мг/л, в – 1 400 мг/л, 

г – 1 500 мг/л 

[Effect of different copper concentrations on the morphology of bacteria of the genus Enterococcus 

(Primo Start microscope, 100×).  

CuSO4 concentration: a – control (SMM medium without the addition of metal salts), b – 800 mg/l, c – 1400 mg/l, 

d – 1500 mg/l)] 

 
Рис. 3. Влияние различных концентраций цинка на культивирование бактерии рода Enterococcus 

[The effect of different zinc concentrations on the cultivation of bacteria of the genus Enterococcus] 

ПДК для кадмия в морской воде составляет 0.01 мг/л, а для пресных вод – 0.005 мг/л [Коршенко, 

2020]. Однако изученные штаммы росли и при более высоких концентрациях (рис. 5): выявлено, что 37% 

(11) штаммов растут при концентрации 750 мг/л, следовательно, данные штаммы можно считать устой-

чивыми, а 63% (19) – чувствительными. При концентрации кадмия 250 мг/л наблюдалось расположение 

клеток короткими цепочками; при концентрации 500 мг/л наблюдались короткие цепочки и небольшое 
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количество плеоморфных клеток (разных форм и размеров); при концентрации 750 мг/л – наблюдались 

короткие цепочки и плеоморфные клетки (разных форм и размеров) (рис. 6). 

 

Рис. 4. Влияние различных концентраций цинка на морфологию бактерий рода Enterococcus 

(микроскоп Primo Start, 100×). 

Концентрация ZnSO4: а – контроль (среда СММ без добавления солей металлов), б – 800 мг/л, в – 1 800 мг/л, 

г – 2 200 мг/л 

[Effect of different concentrations of zinc on the morphology of bacteria of the genus Enterococcus 

(Primo Start microscope, 100×).  

Concentration of ZnSO4: a – control (SMM medium without the addition of metal salts), b – 800 mg/l, c – 1800 mg/l, 

d – 2200 mg/l]] 

 
Рис. 5. Влияние различных концентраций кадмия на культивирование бактерии рода Enterococcus 

[The effect of different cadmium concentrations on the cultivation of bacteria of the genus Enterococcus] 

В соответствии с данными, представленными в научной литературе, кадмий, как и другие тяжелые 

металлы, может оказывать токсическое воздействие на клетки бактерии. Это связано с его способностью 

накапливаться в клетках и нарушать их метаболические процессы. Проникая в клетки энтерококков, 

кадмий способен нарушать целостность их мембран, что приводит к гибели бактерий. Этот процесс обу-

словлен тем, что кадмий оказывает влияние на работу рибосом, отвечающих за синтез белка в бактери-

альной клетке. В результате может произойти нарушение синтеза необходимых белков, что негативно 
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сказывается на жизнеспособности энтерококков. Кроме того, кадмий может нарушать работу ферментов, 

участвующих в окислительно-восстановительных процессах в бактериальной клетке. Накопление кадмия 

в клетках энтерококков приводит к нарушению метаболических процессов, что негативно сказывается на 

жизнеспособности бактерий [Li, Krumholz, 2007; Wu et al., 2014]. Однако стоит отметить, что конкретные 

механизмы воздействия меди, цинка и кадмия на энтерококки требуют дальнейшего изучения. Также 

необходимо учитывать, что устойчивость энтерококков к цинку может зависеть от многих факторов, та-

ких как концентрация цинка, время воздействия и другие условия эксперимента. 

 

Рис. 6. Влияние различных концентраций кадмия на морфологию бактерий рода Enterococcus 

(микроскоп Primo Start, 100×). 

Концентрация CdSO4: а – контроль (среда СММ без добавления солей металлов), б – 250 мг/л, в – 500 мг/л, 

г – 750 мг/л 

[Effect of different cadmium concentrations on the morphology of bacteria of the genus Enterococcus 

(Primo Start microscope, 100×).  

Concentration of CdSO4: a – control (SMM medium without the addition of metal salts), b – 250 mg/l, c – 500 mg/l, 

d – 750 mg] 

Проблема устойчивости патогенных микроорганизмов к антибиотикам приобретает глобальный ха-

рактер. С одной стороны, бактерии становятся все более устойчивыми к существующим препаратам, а с 

другой – разработка новых антибиотиков замедляется. В связи с этим возникает необходимость поиска 

альтернативных методов борьбы с инфекциями. Тяжелые металлы, такие как медь, цинк, железо и мар-

ганец, играют важную роль в клеточных процессах бактерий. Около 30–40% известных белков содержат 

металлический кофактор, который критически важен для их структуры или функции [Frei et al., 2023]. 

Однако эти же металлы становятся токсичными в высоких концентрациях, и бактерии стараются ограни-

чить их поглощение. Тяжелые металлы, будучи токсичными, могут влиять на рост, морфологию и био-

химическую активность бактерий, что может привести к изменениям биомассы, а также разнообразия и 

структуры сообщества [Zhao et al., 2019]. Таким образом, для защиты микробной клетки бактерии регу-

лируют концентрацию тяжелых металлов, используя различные защитные механизмы, ферментативное 

преобразование в менее токсичные формы, снижение поглощения тяжелых металлов, или другие вариан-

ты, которые позволяют бактериям сопротивляться или переносить стресс, вызванный тяжелыми метал-

лами [Gupta et al., 2023]. 
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Заключение 

Выяснено, что штаммы бактерий рода Enterococcus способны расти при концентрациях, в тысячи раз 

превышающие ПДК тяжелых металлов в морской и пресной воде. При увеличении концентрации тяже-

лых металлов у бактерий рода Enterococcus изменяются морфологические характеристики, а превышение 

минимальной ингибирующей концентрации приводит к гибели бактерии. По степени действия изучен-

ных металлов их можно расположить в следующей последовательности: Cd> Cu> Zn, 800 мг/л, 1 550 мг/л 

и 2 200 мг/л соответственно. Особенно это важно в связи тем, что устойчивость к тяжелым металлам яв-

ляется селективным фактором для штаммов энтерококков и способствует появлению генетических ли-

ний микроорганизмов, выделенных из водных объектов окружающей среды, обладающих измененными 

свойствами, такими как устойчивость к антимикробным химиопрепаратам. 
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Введение 

Способность к пространственному перемещению дает бактериям множество преимуществ. Оно об-

легчает колонизацию среды, позволяет избегать влияния неблагоприятных факторов или перемещаться в 

область оптимального микроокружения, в том числе в условиях макроорганизма (фактор вирулентно-

сти). Это способствовало приобретению бактериями в ходе эволюции разнообразных способов трансло-

кации, как с помощью специализированных органелл, так и в их отсутствии [Henrichsen, 1972]. Скольже-

ние – это вид пассивного перемещения по поверхности сред, который возможен за счет действия экспан-

сивной силы, возникающей при делении клеток [Daffé, Draper, 1997; Martínez, Torello, Kolter, 1999]. 

Скольжение микобактерий не требует специализированных органелл, но становится возможным благо-

даря наличию в их клеточной оболочке гликопептидолипидов (ГПЛ) [Gupta et al., 2016; Hölscher, Kovács, 

2017], образующих липидный слой, окружающий клеточную стенку подобно наружной мембране гра-

мотрицательных микроорганизмов [Brennan, Nikaido, 1995; Ghosh, Indi, Nagaraja, 2013]. Согласно акту-

альной модели скольжения, ГПЛ придают гидрофобность поверхности бактериальной клетки, что сни-

жает ее трение о гидрофильные поверхности сред, благодаря чему микобактерии формируют широкий 

монослой, а не группируются в трехмерные структуры [Recht et al., 2000]. Патогенные виды микобакте-

рий также способны к скольжению [Schorey, Sweet, 2008]. Более того, способность к скольжению, как и 

биопленкообразование, прямо коррелирует с вирулентностью бактерий [Lai et al., 2018]. Скольжение по 

достаточно увлажненным поверхностям внутренних тканей макроорганизма ускоряет распространение 

патогена и усложняет борьбу с ним [Zegadło et al., 2023]. Таким образом, исследование механизмов 

скольжения и факторов, модулирующих этот процесс, является актуальной задачей современной микро-

биологии, которая на сегодняшний день остается одной из наименее изученных проблем в области фи-

зиологии микроорганизмов. 

Бактерии постоянно находятся под воздействием множества факторов внешней среды, которые инду-

цируют адаптационные процессы в клетках. При этом изменяется синтез различных соединений, кото-

рые могут оказать влияние на свойства внешней оболочки и, следовательно, на скольжение бактерий. У 

патогенных штаммов микобактерий это отражается на их способности к колонизации. Поэтому исследо-

вание влияния адаптационных процессов на скольжение бактерий и различных факторов их модуляции 

может способствовать совершенствованию современных средств противомикобактериальной терапии. 

Одним из ключевых элементов адаптации микобактерий к стрессам является алармонсинтетаза RelMsm 

[Prossliner et al., 2018]. Данный фермент контролирует уровень алармона – гуанозинтетрафосфата 

(ppGpp) – благодаря способности как синтезировать, так и гидролизовать это соединение. Кроме того, 

известно, что ppGpp может модулировать свойства клеточной поверхности микобактерий, оказывая вли-

яние на способность к скольжению [Gupta et al., 2016]. Другим известным фактором, который влияет на 

адаптацию бактерий к стрессу, являются биогенные полиамины. Данные соединения синтезируются в 

клетках различных организмов, включая эукариоты, чем объясняется их широкая распространенность в 

окружающей среде [Igarashi, Kashiwagi, 2010]. Микобактерии в ходе эволюции утратили способность к 

синтезу полиаминов [Zamakhaev et al., 2020], однако экзогенные молекулы способны модулировать про-

цессы биопленкообразования [Nesterova, Tsyganov, Tkachenko, 2020]. Таким образом, полиамины пред-

положительно могли бы опосредованно участвовать в модуляции скольжения. 

Видимое уменьшение площади растущей колонии бактерий может быть вызвано как бактерицидным 

эффектом изучаемого фактора, так и подавлением скольжения клеток. Поэтому исследование влияния 

различных факторов на скольжение требует разработки специфических методов, позволяющих диффе-

ренцированно оценить скольжение бактериальных клеток в условиях одновременно происходящих про-

цессов их пролиферации или гибели. Подобная дифференцированная оценка затруднена ввиду особенно-

стей, присущих данному объекту исследования. Микобактерии обладают гидрофобной оболочкой, спо-

собствующей агрегации клеток, что затрудняет перенос бактерий в жидкую среду и подсчет их количе-

ства как при высевах на плотную среду, так и в камере Горяева. В свою очередь, наблюдение за «живым» 

монослоем и подсчет бактерий в стандартном поле зрения также затруднительны из-за большого количе-

ства бактерий и значительной скорости их перемещения. 

Вышесказанное требует разработки нового подхода к изучению скользящих колоний, который позво-

лил бы дифференцировать факторы, влияющие непосредственно на подвижность, и исключить при этом 

изменение ростовых характеристик и выживаемость бактерий. 
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Материал и методика 

Объекты исследования. Объектом исследования служили штаммы Mycobacterium smegmatis mc2 155 

(таблица). Штамм без делеций генов использовали в качестве контроля, с которым сравнивали результа-

ты скольжения штамма с делецией гена relMsm. 

Штаммы 

[Strains] 

Штамм Источник 

Mycobacterium smegmatis 

mc2 155 

Штамм дикого типа [Mohan et al., 2015] (Институт биохимии им. А.Н. Баха 

РАН, АТСС #700084) 

Mycobacterium smegmatis 

mc2 155 ΔrelMsm  

Штамм с одиночной делецией relMsm. Коллекция Лаборатории адаптации мик-

роорганизмов ИЭГМ УрО РАН (сконструирован сотрудниками лаборатории) 

Условия культивирования. Бактериальную культуру выращивали на среде Middlebrook 7Н9 
(«Himedia», Индия), в которую предварительно добавляли ампициллин (5 мкг/мл) и твин-80 (0.05%), в 
термостатируемом шейкере (37оС, 200 об/мин) до оптической плотности 1.0 (600 нм). Затем бактериаль-
ные клетки отмывали от питательной среды центрифугированием (5 мин., 13 000 об/мин) в физиологиче-
ском растворе до оптической плотности 0.2 (600 нм). Полученную культуру использовали в эксперимен-
тах по изучению скользящих колоний M. smegmatis. 

Для исследования скольжения готовили специальную среду Middlebrook 7Н9 без глицерина с добавлени-
ем агарозы до концентрации 0.3% (полужидкий агар). После автоклавирования среду разливали в пластико-
вые чашки Петри диаметром 40 мм. При необходимости к среде добавляли полиамины до конечной концен-
тации 2 мМ. После этого чашки подсушивали при комнатной температуре в течение 24 часов. Инокулят в 
виде микрокапли (0.5 мкл) наносили на поверхность среды в центре чашки Петри. После полного впитывания 
капли чашки помещали в герметичный контейнер, где поддерживали постоянную относительную влажность 
на уровне 50%. Контейнер выдерживали в термостате (37оС) в течение 16 часов. 

Определение гидрофобности бактерий. Культуру в экспоненциальной фазе, выросшую до оптиче-
ской плотности 1.4 (590 нм), отмывали от питательной среды PUM-буфером [McNeil, Dennison, Parish, 
2017] и доводили до плотности 0.8 (590 нм). Подготовленную бактериальную культуру вносили по 5 мл в 
стеклянные пробирки и добавляли гексадекан до концентрации 0.5% от общего объема, после чего ин-
тенсивно встряхивали в течение 15 секунд. После встряхивания пробы оставляли на 30 мин., а затем из-
меряли оптическую плотность водной фазы. Степенью гидрофобности считали процентное отношение 
оптической плотности водной фазы после взаимодействия с гексадеканом к изначальной оптической 
плотности подготовленных проб (0.8, 590 нм). 

Определение параметров скользящих колоний. Выросшие скользящие колонии фотографировали 
при помощи фотоаппарата («Olympus», Япония) для последующего определения их площади, а затем 
исследовали монослой без применения красителей непосредственно в чашках Петри при 400-кратном 
увеличении с помощью микроскопа МИКМЕД-6 («ЛОМО», Россия), оборудованного цифровой камерой 
МС 6.3 («ЛОМО», Россия) и фазово-контрастным устройством. Метод фазового контраста, как известно, 
основан на принципе интерференции. Световая волна, попавшая на объект исследования (бактериальные 
клетки), после прохождения через кольцевую диафрагму изменяет фазу колебаний по сравнению с дру-
гими волнами. Из-за разности фаз световых волн бактерии выглядят темными образованиями на светлом 
фоне свободного пространства. Этот результат можно зафиксировать на камеру. Бактериальный моно-
слой фотографировали с помощью цифровой камеры МС 6.3. 

Для анализа микрофотографий с целью получения цифровых данных о локальном межклеточном 
пространстве и площади колоний использовали программу Adobe Photoshop CC 2015.5 («Adobe», США). 
Площадь колоний определяли путем подсчета количества пикселей, которые занимает колония на фото-
графии. Зная диаметр чашки, определяли количество пикселей, приходящихся на всю площадь поверх-
ности чашки и подсчитывали площадь (мм2), приходящуюся на 1 пиксель (формула 1):  

 ,                                                                                  (1) 
где Sп – реальная площадь, соответствующая одному пикселю на фотографии, Ld – фиксированный стан-
дартный диаметр чашки Петри, Nп – количество пикселей, приходящихся на отрезок Ld на фотографии. 

Для определения количества межклеточного пространства на цифровых фотографиях с помощью 
программы Adobe Photoshop с использованием инструмента «зернистость фотопленки», а также измене-
ния контрастности и яркости изображение переводили в альтернативное черно-белое состояние, в кото-
ром вся поверхность чашки была представлена только двумя видами пикселей: черными, приходящими-
ся на бактериальные клетки, и белыми, занимающими поверхность, свободную от бактериальных клеток, 
включая межклеточное пространство. Межклеточное пространство определяли как выраженную в про-
центах часть белых пикселей от общего их количества на фотографии (формула 2): 
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 ,                                                                  (2) 
где Дмкп – доля межклеточного пространства, ∑бп – сумма пикселей, которую занимает межклеточное 
пространство на микрофотографиях, ∑п – сумма всех пикселей на микрофотографии. 

Важным условием подобного анализа является максимально точное разграничение областей с разны-
ми значениями, особенно в случаях, когда бактерии плотно прилегают друг к другу. Этот фактор зависит 
как от разрешения камеры, так и от программных возможностей анализа. Благодаря описанному ранее 
методу обработки изображений нам удалось максимально точно сохранить реальное соотношение между 
межклеточным пространством и областями, занятыми бактериальными клетками. 

Статистическую обработку результатов проводили с использованием пакета стандартных программ 
Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., 2006). На рисунках 3, 5 отражены средние значения, а вертикальными отрез-
ками – ошибка среднего. Оценка статистической значимости различий произведена с использованием Т-
критерия Стьюдента. Различия считали значимыми при р≤0.05. На рисунке 4 отражены медианные зна-
чения, вертикальными отрезками обозначены первые и третьи квартили. Оценка статистической значи-
мости различий произведена с использованием критерия Манна-Уитни. Различия считали значимыми 
при р≤0.05. 

Результаты и обсуждение 

Известно, что процесс скольжения осуществляется за счет формирования момента силы, возникаю-
щего в точке соприкосновения клеток в процессе их роста и деления. Вектор момента силы ориентиро-
ван в направлении наименьшего сопротивления. Это определяется множеством факторов, включая свой-
ства поверхности скольжения, физиологические и метаболические параметры клеток, определяющие 
строение клеточной поверхности, скорость роста и деления, а также многие другие, природа которых до 
настоящего времени остается неизвестной. Горизонтальное скольжение клеток вдоль поверхности тра-
диционных плотных питательных сред или в отсутствие факторов скольжения затруднено. Это приводит 
к тому, что в процессе деления все больше начинает преобладать вектор момента силы, направленный 
вертикально по отношению к поверхности среды, что сопровождается «наслоением» вновь образованных 
клеток на своих предшественников и формированием «традиционных» многослойных колоний сравни-
тельно небольшого диаметра.  

В отличие от этого, при благоприятных условиях (увлажненная поверхность, продукция факторов 
скольжения или специфические особенности бактериальной поверхности) перемещение клеточного мо-
нослоя в скользящей колонии происходит преимущественно горизонтально, в направлении наименьшей 
скученности клеток и преобладания свободного межклеточного пространства. Исходя из этого, следует, 
что воздействие какого-либо фактора, повышающего способность клеток к скольжению, можно оценить 
по возрастанию свободного пространства между бактериями (межклеточного пространства) и, соответ-
ственно, возрастания диаметра скользящей колонии. Наоборот, условия, замедляющие скольжение, вы-
зовут снижение величины межклеточного пространства и диаметра скользящей колонии.  

Для определения параметров, характеризующих скольжение клеток M. smegmatis, нами разработан 
метод, основанный на компьютерном анализе цифровых микрофотографий скользящих колоний, полу-
ченных с использованием фазово-контрастной микроскопии (см. раздел «Материалы и методы»). Суть 
метода заключается в том, чтобы с помощью программной обработки изображений преобразовать дан-
ные так, чтобы все области пикселей на фото принимали только одно из этих двух значений, а именно: 
равное нулю – для области, занимаемой бактериями («черные пиксели»), и значение, равное 255 («белые 
пиксели») – для области межклеточного пространства (рис. 1). 

 

Рис. 1. Результат изменения фотографии монослоя M. smegmatis. 

Слева – изображение до обработки, справа – изображение после обработки 

[Result of modifying M. smegmatis monolayer photo: 

Left – before modifying, right – after modifying] 
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Использование данного метода дало возможность оценивать плотность расположения бактерий (формула 
2, «Материалы и методы исследований»). Кроме того, при необходимости и при соблюдении определенных 
условий (небольшие различия в размерах бактерий и отсутствие наслоений бактерий друг на друга), метод 
может использоваться для вычисления количества бактерий в поле зрения микроскопа посредством деления 
значения суммы черных пикселей на их число, приходящееся на 1 бактериальную клетку.  

С помощью данного метода нами изучено дифференцированное влияние на скольжение микобакте-
рий внутренних и внешних факторов адаптации – гена алармонсинтетазы RelMsm и экзогенных полиами-
нов – спермидина и спермина – в концентрации 2 мМ.  

Проведенное нами ранее сравнительное исследование показало отсутствие значимых отличий росто-
вых параметров у родительского и делеционного штамма M. smegmatis, лишенного гена relMsm, 
[Tsyganov, Tkachenko, 2022]. В то же время делеция данного гена приводила к почти двукратному увели-
чению площади скользящей колонии (рис. 2 А, В). Алармонсинтетаза RelMsm регулирует уровни ppGpp, 
который, в свою очередь, способствует накоплению полифосфатов и, таким образом, влияет на биоплен-
кообразование [Chakraborty, Kumar, 2019], скольжение [Gupta, Kasetty, Chatterji. 2015], вирулентность 
патогенных штаммов [Petchiappan, Naik, Chatterji. 2020] и процессы адаптации микобактерий к стрессу 
[Primm et al., 2000]. Следует отметить, что полученные нами данные не согласуются с более ранними 
исследованиями скольжения штамма с аналогичной делецией [Gupta, Kasetty, Chatterji. 2015]. Это, веро-
ятно, связано с тем, что свойства среды, использованной для изучения скольжения, в нашем эксперимен-
те отличались от таковых для среды, использованной упомянутыми авторами. Мы следовали рекоменда-
циям, данным в описании метода, разработанного для выращивания скользящих колоний микобактерий, 
согласно которым среда не должна содержать источников углерода [Martínez, Torello, Kolter, 1999]. В 
отличие от этого, в исследовании, проведенном Gupta с соавторами, в среде присутствовала глюкоза, что 
могло оказать значительное воздействие на фенотип колонии. Из результатов этих авторов следует, что 
штамм без делеций обладает способностью к скольжению, но образованная при этом колония по виду не 
является монослоем и представляет собой трехмерную структуру. Выявленные особенности, с одной 
стороны, подтверждают важность исследования связи между скольжением и регуляторами бактериаль-
ного стресса, но с другой – требуют более корректного подхода к его методической части, включая со-
став питательной среды, что учтено в нашей работе. 

Полиамины спермидин и спермин статистически значимо влияли на скольжение микобактерий (рис. 
2В). Несмотря на то, что оба из использованных нами полиаминов обладают положительным зарядом, их 
различия по молекулярной массе и величине заряда, по-видимому, являются причиной разнонаправлен-
ности их эффектов на скольжение. Спермидин увеличивал площадь скользящих колоний обоих штам-
мов, тогда как спермин – уменьшал.  

В обоих случаях изменения монослоя колоний на микроуровне прямо коррелировали с изменениями 
их площадей. Если колония микобактерий в присутствии какого-либо фактора увеличивалась в размерах, 
это приводило к возрастанию доли межклеточного пространства, и наоборот. Бактерии в скользящей 
колонии штамма с делецией relMsm были расположены значительно дальше друг от друга, что прямо кор-
релировало с увеличением площади всей колонии. Присутствие в среде спермидина также способствова-
ло росту площади и межклеточного пространства. В отличие от этого, внесение в среду спермина приво-
дило к обратному результату (рис. 2А). 

 

Рис. 2. Влияние полиаминов и алармонсинтетазы relMsm на скольжение M. smegmatis: 

А – микрофотографии монослоя колоний, В – скользящие колонии M. smegmatis, 

WT – штамм M. smegmatis mc2 155 без делеций генов, ΔrelMsm – штамм M. smegmatis mc2 155 с делецией гена 

relMsm, К –без добавок полиаминов, Sd – спермидин, Sm – спермин 

[Effect of polyamines and alarmone synthetase relMsm on M. smegmatis sliding motility: 

А – M. smegmatis sliding colony monolayer, В – M. smegmatis sliding colony, 

WT –M. smegmatis mc2 155 strain, ΔrelMsm –M. smegmatis mc2 155 with relMsm deletion, К –without polyamines, Sd 

– spermidine, Sm – spermine] 
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Для того, чтобы сделать достоверный вывод о плотности расположения бактериальных клеток в мо-

нослое, мы разработали метод преобразования полученных визуальных данных в числовые значения, 

пригодные для статистической обработки. Учитывая описанные проблемы, связанные с физиологиче-

скими особенностями микобактерий (см. «Введение»), в данной работе проведена оценка изменения 

пространства между клетками. Для этого фотографии монослоя обрабатывали согласно использованному 

нами методу (см. «Материалы и методы»), позволяющему охарактеризовать величину межклеточного 

пространства в поле зрения микроскопа. Благодаря этому нам удалось количественно оценить соотноше-

ние пространства между бактериями в монослое и пространства, занимаемого клетками. Для того, чтобы 

исключить разброс значений в разрешении фотографий, межклеточное пространство оценивали как про-

центную величину от общей площади поля зрения.  

В ходе сравнительного исследования межклеточного пространства в скользящих колониях M. smeg-

matis было установлено, что как полиамины, так и отсутствие RelMsm статистически значимо влияли на 

данный параметр. Спермидин и делеция relMsm приводили к значительному увеличению количества сво-

бодного пространства, в то время как спермин концентрации уменьшал его. При этом эффекты полиами-

нов и делеции суммировались (рис. 3). Поскольку данные факторы не влияли на скорость роста микобак-

терий [Tsyganov, Tkachenko, 2022], изменение плотности бактерий в колонии отражалось на ее площади. 

 

Рис. 3. Изменение межклеточного пространства колоний штаммов M. smegmatis в присутствии 

полиаминов: 

WT – штамм M. smegmatis mc2 155 без делеций генов, ΔrelMsm – штамм M. smegmatis mc2 155 с делецией гена 

relMsm, К –без добавок полиаминов, Sd – спермидин, Sm – спермин. 

* – статистически значимые отличия от площади контроля соотвествующего штамма без добавки полиамина, 
х – статистически значимые отличия от площади колонии родительского штамма WT (с использованием 

Т критерия Стьюдента, р≤0.05) 

[Changes in the intercellular space of colonies of M. smegmatis strains with polyamines: 

WT – M. smegmatis mc2 155 strain, ΔrelMsm – M. smegmatis mc2 155 with relMsm deletion, К – without polyamines, 

Sd – spermidine, Sm – spermine.  

* – statistically significant differences from the control area of the corresponding strain without the addition of poly-

amine, x – statistically significant differences from the colony area of the WT strain (using the Т-test, p≤0.05)] 

При сравнительном анализе площадей скользящих колоний M. smegmatis и доли межклеточного про-

странства на микрофотографиях данных колоний становится заметна положительная корреляция между 

данными параметрами (рис. 3, 4). Увеличение или уменьшение площади всегда сопровождалось соответ-

ствующим возрастанием или снижением межклеточного пространства в скользящих колониях микобак-

терий. 

Таким образом, благодаря применению разработанного нами метода удалось статистически досто-

верно дифференцировать эффекты ограничения скольжения, вызываемые спермином, и усиление бакте-

риального скольжения в присутствии спермидина. Кроме того, нам удалось показать связь между при-

сутствием алармонсинтетазы RelMsm и характером скольжения M. smegmatis. 
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Рис. 4. Изменение площадей скользящих колоний штаммов M. smegmatis в присутствии полиаминов 

WT – штамм M. smegmatis без делеций генов, ΔrelMsm – штамм M. smegmatis mc2 155 с делецией гена relMsm, К 

–без добавок полиаминов, Sd – спермидин, Sm – спермин. 

* – статистически значимые отличия от площади контроля соответствующего штамма без добавки 

полиамина, х – статистически значимые отличия от площади колонии родительского штамма WT 

(с использованием критерия Мана-Уитни, р≤0.05) 

[Changes in the areas of M. smegmatis sliding colony strains in the presence of polyamines: 

WT – M. smegmatis mc2 155 strain, ΔrelMsm – M. smegmatis mc2 155 with relMsm deletion, К – without polyamines, 

Sd – spermidine, Sm – spermine.  

* – statistically significant differences from the control area of the corresponding strain without the addition of polyamine, 
x – statistically significant differences from the colony area of the WT strain (using the Man-Whitney test, p≤0.05)] 

Согласно ранее описанной модели [Recht et al., 2000], способность к скольжению связана с изменени-

ем структуры поверхности микобактерий. Гидрофобная оболочка, как предполагается в описанной моде-

ли, позволяет микобактериям снижать трение о поверхность среды и облегчать скольжение. Таким обра-

зом, можно было бы ожидать, что бактерии с более гидрофобной бактериальной оболочкой должны ис-

пытывать меньшее сопротивление среды, благодаря чему они должны были бы формировать бóльшие по 

площади колонии, характеризующиеся более высоким значением межклеточного пространства. И наобо-

рот, чем менее гидрофобна бактериальная поверхность, тем большее сопротивление должны испытывать 

клетки в процессе скольжения и, соответственно, тем более плотно они должны располагаться относи-

тельно друг друга, что уменьшало бы площадь всей колонии.  

С целью исследования механизма влияния алармонсинтетазы RelMsm и полиаминов на скольжение 

нами изучено изменение гидрофобности поверхности бактериальных клеток M. smegmatis. Несмотря на 

статистически достоверные отличия в скольжении при добавлении в среду полиаминов, это не отража-

лось на гидрофобности родительского штамма (рис. 5). В то же время гидрофобность штамма с делецией 

гена relMsm, при добавлении в среду полиаминов увеличивалась. 

При этом результаты оценки скольжения обоих штаммов микобактерий в присутствии поликатионов 

не только отличались от контроля, но и демонстрировали разнонаправленный характер: спермидин сти-

мулировал скольжение, тогда как спермин подавлял его. 

Аналогичный результат был получен при исследовании влияния делеции relMsm на гидрофобность ми-

кобактерий. Суспензия контрольного родительского штамма в водном буферном растворе демонстриро-

вала снижение оптической плотности после контакта с органической фазой. Это подтверждало высокую 

гидрофобность клеток M. smegmatis. В свою очередь, оптическая плотность водной фазы штамма с деле-

цией гена relMsm после экспозиции с гексадеканом практически не менялась, что свидетельствует о сни-

жении гидрофобности по сравнению с родительским штаммом (рис. 5). Таким образом, согласно полу-

ченным нами данным, штамм, который способен лучше скользить по гидрофильной среде, обладает бо-

лее гидрофильной оболочкой, что противоречит ранее опубликованной модели скольжения [Recht et al., 
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2000]. Изменения в скольжении и гидрофобности штаммов микобактерий в присутствии полиаминов 

также не согласуются с общепринятой моделью. Спермидин и спермин, оказывавшие разнонаправлен-

ный эффект на скольжение, статистически значимо повышали гидрофобность у штамма с делецией гена 

relMsm, но не оказывали значительного эффекта на гидрофобность родительского штамма. 

 

Рис. 5. Влияние полиаминов на гидрофобность бактериальной поверхности M. smegmatis: 

К – без добавок полиаминов, Sd – спермидин 2 мМ, Sm – спермин 2 мМ,  

* – статистически значимые отличия от площади контроля соответствующего штамма без добавки 

полиамина, х – статистически значимые отличия от площади колонии родительского штамма WT (с 

использованием критерия Т-критерий Стьюдента, р≤0.05 

[Changes in the areas of M. smegmatis sliding colony strains in the presence of polyamines: 

К – without polyamines, Sd – spermidine, Sm – spermine. 

* – statistically significant differences from the control area of the corresponding strain without the addition of polyamine, 
x – statistically significant differences from the colony area of the WT strain (using the T-test, p≤0.05)] 

В то же время полученные нами результаты исследования гидрофобности и скольжения штаммов со-

гласуются с нашими ранними исследованиями биопленкообразования M. smegmatis [Tsyganov, 

Tkachenko, 2022]. В цитируемой работе нами было показано, что отсутствие алармонсинтетаз у мутант-

ных штаммов приводит к снижению количества ГПЛ в наружной оболочке, что, в свою очередь, вызыва-

ло снижение уровня гидрофобности клеточной поверхности и, по-видимому, было одной из причин 

нарушения процесса образования поверхностных биопленок микобактерий (пелликул). В конечном итоге 

поверхностные биопленки штаммов с делециями алармонсинтетаз фрагментировались и оседали на дно, 

в то время как пелликулы родительского штамма оставались целыми и продолжали удерживаться на по-

верхности [Tsyganov, Tkachenko, 2022]. При этом результаты, представленные нами в настоящей статье 

(рис. 5), дают возможность ретроспективно подтвердить, что восстановление целостности пелликул, 

наблюдаемое нами ранее у штаммов с делецией алармонсинтетазы в присутствии полиаминов, сопро-

вождается возрастанием гидрофобности бактериальной оболочки. На этом основании можно прийти к 

заключению о том, что достаточно высокий уровень гидрофобности микобактерий необходим для био-

пленкообразования, однако не является ключевым фактором, регулирующим скольжение микобактерий. 

Установление полного механизма скольжения микобактерий является перспективой наших дальнейших 

исследований. 

Заключение 

Таким образом, с помощью разработанного метода анализа микобактериального монослоя изучена 

связь между скольжением и гидрофобностью микобактерий, а также оценена специфичность воздей-

ствия эндогенных и экзогенных факторов адаптации к стрессу на скольжение, представляющее собой 

один из признаков вирулентности микобактерий [Lai et al., 2018]. Нам удалось дифференцировать влия-

ние на скольжение микобактерий алармонсинтетазы и биогенных полиаминов от влияния сопутствую-

щих неспецифических изменений ростовых параметров, что ранее было затруднительно. Исследования 

монослойной структуры скользящей колонии посредством сравнения расположения бактерий относи-

тельно друг друга сделали возможным получение прямых доказательств модуляции скольжения за счет 

воздействия изучаемых факторов на этот процесс. Кроме того, использованный нами метод может быть 

адаптирован для исследования сопутствующих явлений, таких как агрегация бактерий или иных видов 

их поверхностного перемещения, например, роения (swarming) и подтягивания (twitching) [Цыганов, 

Нестерова, Ткаченко, 2021]. С помощью использованного в работе метода можно также значительно 

ускорить процесс подсчета бактерий, например, в камере Горяева. В наших исследованиях результаты 
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подсчета бактерий традиционным методом, в сравнении с использованным для оценки скольжения, от-

личались не более, чем на 5%, что соответствует стандартному p-значению р≤0.05. 

Полученные данные позволяют сделать вывод об отсутствии прямой зависимости между наличием 

гидрофобной оболочки микобактерий и их способностью к скольжению по гидрофильным поверхно-

стям. Это указывает на то, что механизм скольжения является более сложным процессом и его регуляция 

зависит не только от скорости деления бактерий и силы трения о поверхность. Установление реальных 

факторов регуляции скольжения позволит усовершенствовать методы борьбы с возбудителями микобак-

териозов. 
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Аннотация. Изучено влияние шести психротолерантных метилотрофных бактерий, выделенных из 
образцов мохово-лишайниковой растительности и водных объектов на территории Антарктических оа-
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мов при совместном культивировании с хлореллой при температуре +10°С на численность хлореллы, 
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штаммами бактерий при температуре +20°С выявлено увеличение численности водорослей с хПрг3, кон-
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Abstract. The study is devoted to the effect of six psychrotolerant methylotrophic bacteria isolated from 

samples of moss-lichen community and water bodies, collected at the territory of Antarctic oases and mountain-

ous region of the Altai republic on the growth, pigment content and accumulation of protein and carbohydrates 
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by the green microalgae Chlorella vulgaris at temperatures of +10°C and +20°C. Standard growth curves of 

chlorella without bacterial suspension at +20°C and +10°C reached the stationary growth phase on days 5-6 and 

9, respectively, reaching 30 and 16×106 cells/ml. It was found that five of the six psychrotolerant strains had no 

effect on the number of chlorella cells, pigment content and protein concentration when co-cultured with micro-

algae at the temperature of +10°C. A positive effect was found only for xPrg3, in particularly on the carbohy-

drate concentration. A negative effect of Bel19 on the cell number and pigment content at +10°C was also found. 

Inoculation of chlorella under the temperature of +20°C with same bacterial strains lead to increase in: cell num-

ber with the strain xPrg3, chlorophyll a with Bel19 (119% of the control), carbohydrates with the isolate xPrg17 

and intracellular protein content with Al5, Bel19, Bel62 and xPrg17. 
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Введение 

Криосфера представляет интерес как долгосрочное хранилище микробного разнообразия планеты, где 

доминируют различные виды холодоустойчивых микроорганизмов [Priscu, Christner, 2004; Miteva, 2008; 

Sajjad et al., 2020]. Психрофильные и психротолерантные бактерии способны синтезировать широкий 

спектр пигментов, экзополисахаридов, уникальные ферменты холодового шока и другие полимеры для 

защиты от воздействий окружающей среды [Hoover, Pikuta, 2010; Sajjad et al., 2020]. Предполагается, что 

психротолерантные и психрофильные микроорганизмы как составная часть растительно-микробных ас-

социаций могут эффективно стимулировать рост и продуктивность сельскохозяйственных растений в 

условиях холодного климата [Balcazar et al., 2015]. 

Растения являются глобальным продуцентом C1-соединений, а аэробные метилотрофные бактерии 

часто ассоциированы с ними и могут заселять поверхность листьев, присутствуя в семенах и ризосфере 

многих растений, поставляя растению-симбионту фитогормоны (ауксины, цитокинины), витамины и 

другие биологически активные вещества [Kutschera, 2007; Madhaiyan et al., 2007; Delmotte et al., 2009]. 

Ввиду того, что источником метанола могут служить не только наземные растения, но и водоросли, 

можно сделать вывод о глобальном распространении фитосимбиоза метилотрофных бактерий на поверх-

ности планеты [Mincer, Aicher, 2016]. 

Зелёная микроводоросль Chlorella vulgaris наиболее интенсивно используется для биологической 

очистки сточных вод, получения зелёной биомассы, в качестве кормовой и пищевой добавки, в медицин-

ской и парфюмерной промышленности. Биомасса хлореллы может служить источником разнообразных 

высокомолекулярных соединений: белков, жиров, углеводов, органических кислот, витаминов и т.д. Бак-

териальное микроокружение хлореллы (фикосфера) играет существенную роль в продуктивности экоси-

стем и совместно с ассоциированными бактериями может использоваться в целях биоремедиации и про-

изводстве зелёной водорослевой биомассы [Wirth et al., 2020]. 

Несмотря на интерес со стороны исследователей к бактериям, ассоциированным с представителями 

рода Chlorella, есть единичные работы, где метилотрофные бактерии рассматривались как симбионты 

хлореллы и микроводорослей в целом. Поэтому, особенно актуально в этой связи использование экстре-

мофильных, в частности психрофильных метилотрофов для снижения негативного воздействия низких 

температур на хлореллу. 

Цель работы – изучить возможность использования холодоустойчивых метилотрофов, выделенных из 

Антарктики и горных районов, для стимулирования роста и увеличения содержания пигментов и мета-

болитов Chlorella vulgaris при пониженных температурах. 

Материалы и методы 

Объектом исследований служил штамм Chlorella vulgaris IMBR-19 (получен из Института морских 

биологических исследований им. А.О. Ковалевского РАН) без бактериального загрязнения, поддержива-

емый в стерильных условиях при оптимальной для данного штамма температуре +28°C (точность под-

держания температуры ±0.1°С) на жидкой среде BG-11, с освещённостью около 6500 Лк и чередованием 

световых и темновых фаз 12ч/12ч [Rogers et al., 2020]. Колбы, содержащие микроводоросли, встряхивали 

вручную два раза в день. 

Для выделения холодоустойчивых культур метилотрофов использовали образцы воды из водотоков, 

альгобактериальных матов и биообрастаний, почв, мха и лишайников, отобранные в ходе полевых работ 

65-й Российской антарктической экспедиции и в горных районах республики Алтай. Для получения изо-
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лятов метилотрофных бактерий использовали модифицированную среду «К» [Sharavin, Belyaeva, 2024]. 

Для выделения и культивирования метилобактерий, обладающих альтернативной метанолдегидрогена-

зой, вместо CaCl2×2H2O добавляли смесь LaCl3×7H2O и Ce2(SO4)3×4H2O до концентрации 30 μM каждо-

го. Культивирование метилотрофов осуществляли при +10°С. Оптическую плотность культур измеряли 

при длине волны 590 нм на спектрофотометре (Cary 100, Agilent Technologies). Бактериальные клетки 

осаждали центрифугированием при 6 000 об/мин, осадок ресуспендировали в физрастворе. Влияние 6 

штаммов метилобактерий (список штаммов представлен в таблице) на рост зелёной водоросли Chlorella 

оценивали в процессе их совместного культивирования в стеклянных ёмкостях объёмом 25 мл при тем-

пературах +10°С и +20°С. Засевная доза хлореллы содержала 1.5–1.6 ×106 кл./мл. Начальная pH культу-

ральной среды составляла 7.0. Оптимальная температура роста для большинства из используемых в дан-

ной работе культур бактерий составляла +20°С. 

Список использованных в работе культур бактерий 

[List of bacterial cultures] 

Штамм Источник выделения 
Координаты точки 

отбора 

Оптимальная температура 

роста культуры, °С 

Ал1 Вода с эпилитоном из горного озера 

(Алтай) 

49°52.6649' СШ  

86°34.3694' ВД 

20 

Ал5 Обрастания на камнях, р. Кучерла (Ал-

тай) 

49°54.1298' СШ  

86°24.9902' ВД 

20 

Бел19 Вода из руч. Станционный, вытекаю-

щего из оз. Китеж 

62° 11,869' ЮШ  

58° 57,777' ЗД  

20 

Бел62 Накипной лишайник (р-н ст. Беллинс-

гаузен, о. Кинг-Джордж) 

62° 12.713' ЮШ  

59° 00.374' ЗД 

20 

хПрг3 Мхи и водоросли на солнечной стороне 

скал (р-н ст. Прогресс, Холмы Ларсе-

манн) 

69° 22.975' ЮШ  

76° 23.252' ВД  

20 

хПрг17 Отложения чёрного цвета на дне озера 

(р-н ст. Прогресс, Холмы Ларсеманн) 

69° 23.200' ЮШ  

76° 22.538' ВД 

12 

Соотношение стартовых концентраций клеток бактерий и водорослей (при засеве) составляло 1:1. 

Подсчёт численности клеток хлореллы проводили в камере Горяева на микроскопе ZEISS Axiostar Plus 

(Германия) [Dvoretsky et al., 2017]. Эксперименты проведены в трёх биологических повторностях. 

Определение пигментов микроводорослей производили в карбиноловых экстрактах на 14-е сутки 

культивирования. Аликвоты культур осаждали центрифугированием и отмывали от культуральной жид-

кости дистиллированной водой. Осаждённые клетки хлореллы разрушали при помощи ручного гомоге-

низатора. Затем в гомогенат добавляли холодный ацетон «хч» (80%), содержимое встряхивали и поме-

щали в темноту на 12 часов при 4°C. После этого центрифугировали при 6 000 об/мин 10 мин. Надоса-

дочную жидкость, которая представляла собой вытяжку пигментов, переносили в кварцевую кювету и 

спектрофотометрировали на Cary 100 (Agilent Technologies, США) при длинах волн, соответствующих 

максимуму абсорбции пигментов (663 нм – хлорофилл а, 645 нм – хлорофилл b, 470 нм – каротиноиды и 

750 нм – поправка на неспецифическую абсорбцию и рассеяние света экстрактом). Концентрацию 

(мкг/мл) исследуемых пигментов – хлорофиллов a, b и каротиноидов – в клетках хлореллы определяли 

по формулам H.K. Lichtenthaler [1987]. 

Количественную оценку внутриклеточного белка в разрушенных при помощи ручного гомогенизато-

ра клетках осуществляли методом Бредфорда с использованием красителя Кумасси бриллиантовый си-

ний G-250 (100 мг) при длине волны 595 нм [Bradford, 1976].  

Общее содержание углеводов определяли по методу Герберт с антроновым реактивом при длине вол-

ны 625 нм. Концентрацию углеводов в пробах высчитывали по калибровочной кривой стандартных рас-

творов глюкозы [Herbert, Phipps, Strange, 1971]. 

Полученные результаты обработаны статистически с использованием программы Statistica 6.0 по 

t–критерию Стьюдента. 

Результаты и обсуждение 

Согласно графику роста хлореллы (рис. 1), полученному опытным путём, через 2 дня культиви-

рования количество клеток при +20°С достигало 11×106 кл/мл, в то время как при +10°С – не пре-

вышало 5×106 кл/мл. К пятым суткам плотность культур составляла 30 и 7 ×106 кл/мл при +20 и 

+10°С соответственно. Кривые роста выходили на плато на 5–6 сутки при +20°С и на 9 сутки при 

+10°С (до 16×106 кл/мл). 
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Рис. 1. Стандартный график роста хлореллы при +10°С и +20°С 

[Standard chlorella growth curve at +10°C and +20°C] 

При совместном культивировании хлореллы с тестируемыми штаммами метилотрофных бактерий 

стимулирующего влияния бактерий на численность микроводорослей при температуре +10°С на 7 и 

14 сутки не выявлено (рис. 2). Более того, эффект штамма Бел19 был негативный. При температуре ин-

кубации +20°С заметный положительный эффект на рост хлореллы оказал хПрг3 на 14е сутки (126% от 

контроля) (рис. 3). Остальные варианты опыта при +20°С не имели существенных отличий от контроля. 

 

Рис. 2. Численность хлореллы на 7 и 14 сутки при инокулировании с культурами бактерий при +10°С 

[The number of chlorella cells inoculated with bacterial cultures at +10°C on day 7 and 14] 

 

Рис. 3. Численность хлореллы на 7 и 14 сутки при инокулировании с культурами бактерий при +20°С 

[The number of chlorella cells inoculated with bacterial cultures at +20°C on day 7 and 14] 

На содержание пигментов микроводоросли при +10°С метилотрофные бактерии значимого положи-

тельного воздействия также не оказали. За исключением хлорофилла а у хПрг3 (3.13 мкг/мл), опытные 

варианты либо находились на уровне контрольных значений (К – 3.00 мкг/мл; хПрг17 – 2.98 мкг/мл), 
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либо имели более низкую концентрацию (рис. 4). Ранее, при +10°С, нами было выявлено стимулирую-

щее влияние штамма хПрг3 как на численность, так и на содержание пигментов хлореллы [Шаравин и 

др., 2023].  

В текущем эксперименте обнаружено негативное воздействие Бел19 как на содержание пигментов 

при +10°С, так и на численность клеток хлореллы. Однако при +20°С данный штамм оказал стимулиру-

ющее влияние на содержание хлорофилла а, превысив контроль на 19% (рис. 5), при этом численность 

соответствовала контрольным значениям (рис. 3). Количество каротиноидов при +20°С в эксперименте 

со штаммами Ал1, хПрг3 и хПрг17 на 14 сутки выше контрольных в среднем в 1.7 раза, что может быть 

связано со старением культуры водоросли. 

 

Рис. 4. Содержание пигментов, на 14 сутки (+10°С) 

[Pigment content, within 14 days (+10°C)]] 

 

Рис. 5. Содержание пигментов, на 14 сутки (+20°С) 

[Pigment content, within 14 days (+20°C)]] 

Эксперимент по совместному культивированию психротолерантных метилотрофов с хлореллой при 

+10 и +20°С выявил положительное влияние двух штаммов (хПрг3 на 16% при +10°С и хПрг17 на 37% 

при +20°С относительно контролей) на содержание углеводов в хлорелле (рис. 6). Концентрация углево-

дов в хлорелле в опытах при +10°С с Ал5, Бел19 и Бел62 не могла быть достоверно измерена из-за силь-

ного развития бактериальных культур и невозможности полного разделения компонентов.  

Данные по синтезу углеводов при воздействии низких температур, исходя из ряда источников – весьма 

противоречивы. Согласно [Lindberg et al., 2022], концентрация некоторых сахаров в Ch. vulgaris может суще-

ственно увеличиваться при пониженной (+5°С) температуре, по сравнению со значениями при +22°С. Однако 

показано, что при увеличении температуры роста относительно оптимальной (на 7–12°С), также может воз-
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растать содержание углеводов [Dai et al., 2022]. Некоторые представители рода Chlorella склонны выделять 

растворимые сахара в культуральную среду с увеличением температуры, в то время как содержание внутри-

клеточных растворимых сахаров не изменялось с колебаниями температуры [Cao et al., 2016]. 

На содержание внутриклеточного белка хлореллы в опытах при температуре +20°С выявлено поло-

жительное воздействие Ал5, Бел19, Бел62 и хПрг17 (120, 144, 111 и 136% относительно контроля соот-

ветственно). При инокулировании хлореллы штаммами Ал1 и хПрг3 при температуре +10°С на 14-е сут-

ки зафиксировано снижение количества белка в культуре микроводоросли относительно контроля (рис. 

7). Как и в случае с углеводами, данные по внутриклеточным белкам хлореллы при +10°С с Ал5, Бел19 и 

Бел62 получить не удалось по вышеуказанной причине. В литературе показано, что Chlorella sp.-Arc 

накапливает белки, а также липиды при низких температурах (менее +15°С) [Cao et al., 2016]. Также от-

мечено, что разные штаммы хлореллы могут синтезировать большее количество белка как при повышен-

ных, так и при пониженных (5–10°С) температурах [Cao et al., 2016; Idenyi et al., 2021]. В нашем случае 

используется относительно теплолюбивый штамм хлореллы и для него температура +10°С, исходя из 

графика роста (см. рис. 1), является существенным фактором, замедляющим рост культуры. При этом 

метилотрофные бактерии, продолжая своё развитие, вероятно, начинали подавлять микроводоросли, 

находясь в ограниченном объёме. 

 

Рис. 6. Концентрация углеводов в культуре Chlorella с бактериями на 14 сутки при +20°С и +10°С 

[Carbohydrate concentration in Chlorella culture with bacteria on day 14 at +20°C and +10°C]] 

 

Рис. 7. Концентрация белка в культуре Chlorella с бактериями на 14 сутки при +20°С и +10°С 

[Protein concentration in Chlorella culture with bacteria on day 14 at +20°C and +10°C]] 

В литературе можно встретить работы по изучению влияния психрофильного бактериального микро-

окружения холодоустойчивых микроводорослей, но не используемых в биотехнологии штаммов хлорел-

лы. Упоминания метилотрофных компонент таких сообществ единичны, а данные о положительном вли-

янии психрофилов на морфологические и биохимические показатели представителей рода Chlorella не 

отличаются стабильностью. 
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Заключение 

В результате проведённого исследования явного стимулирующего влияния психротолерантных мети-

лотрофных бактерий на численность, содержание пигментов и концентрацию белка хлореллы при тем-

пературе +10°С не выявлено, но при этом обнаружено положительное влияние на содержание углеводов 

в хлорелле при культивировании с хПрг3 (116% от контроля). 

Более значимое воздействие оказали используемые штаммы бактерий при сокультивировании с хло-

реллой при температуре +20°С. Заметный положительный эффект на численность культуры водоросли 

оказал только штамм хПрг3 (126% от контроля), на содержание пигментов, в частности хлорофилла а – 

Бел19 (119% от контроля), на содержание углеводов относительно контроля хПрг17 (137% от контроля). 

На содержание внутриклеточного белка хлореллы выявлено положительное воздействие с Ал5, Бел19, 

Бел62 и хПрг17 (120, 144, 111 и 136% от контроля соответственно). 

Для использования психротолерантных метилотрофов стимуляции роста Chlorella vulgaris при пони-

женных температурах необходимы дальнейшие исследования по подбору оптимальных соотношений 

численности бактерий и водорослей для достижения устойчивого положительного эффекта. 
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Аннотация. Комбинации генетических вариантов и факторов окружающей среды ответственны за 

развитие многих заболеваний человека. Информация об индивидуальной способности накапливать по-

вреждения ДНК необходима для развития разработки персонализированной профилактики заболеваний 

у населения, подвергшегося воздействию факторов окружающей среды. Угольные тепловые электро-

станции сжигают огромное количество угля и выделяют соответствующее количество токсичных газов, 

золы, летучих органических веществ. Элементы, входящие в состав угля, являются большой группой 

разнообразных загрязнителей, связанных с угрозами для здоровья человека и окружающей среды. Насто-

ящая работа основана на определении рисков, которые связаны со здоровьем работников угольных теп-

лоэлектростанций. Проведена оценка степени повреждений ДНК в связи с индивидуальной чувствитель-

ностью у 455 работников угольных теплоэлектростанций г. Кемерово и 533 жителей этого же региона, не 

связанных с производством. Для регистрации нарушений ДНК применялось микроядерное тестирование 

с цитокинетическим блоком на лимфоцитах периферической крови. Определение влияния генетических 

факторов на степень повреждения ДНК проводилось методом аллель-специфичной полимеразной цеп-

ной реакции полиморфных вариантов генов систем репарации ДНК APEX1 rs1130409, ERCC2 rs13181, 

PARP1 rs1136410. hOGG1 rs1052133 и ERCC5 rs17655. Выявлены повышенные частоты нарушений ДНК 

у носителей гетерозиготного генотипа гена APEX1 и минорных вариантов APEX1, ERCC2, hOGG1 и 

ERCC5. 
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Abstract. Combinations of genetic variants and environmental factors are responsible for the development of 

many human diseases. Information on individual capacity to accumulate DNA damages is essential to advance 

the development of personalized disease prevention in environmentally exposed populations. Coal-fired thermal 

power plants burn huge amounts of coal per year and emit corresponding amounts of toxic gases, ash, and vola-

tile organic compounds. The elements that make up coal are a large group of diverse pollutants associated with 

threats to human health and the environment. The current work is based on identifying the risks associated with 

the health of workers at coal-fired thermal power plants. The study is devoted to the assessement of the DNA 

damage degree in connection with individual sensitivity in 455 workers of coal-fired thermal power plants in the 

city of Kemerovo and 533 residents of the same region not associated with production. The research materials 

are represented by 988 samples of peripheral venous blood from residents of the Kemerovo region. Control do-

nors were selected according to the gender, age, and smoking status of coal-fired power plant workers. Micronu-

cleus testing with a cytokinetic block on peripheral blood lymphocytes was used to register DNA disorders. De-

termination of the influence of genetic factors on the degree of DNA damage was carried out using allele-

specific polymerase chain reaction of polymorphic variants of the DNA repair system genes APEX1 rs1130409, 

ERCC2 rs13181, PARP1 rs1136410, hOGG1 rs1052133 and ERCC5 rs17655. Increased frequencies of DNA 

disorders were detected in carriers of the heterozygous genotype of the APEX1 gene and minor variants of 

APEX1, ERCC2, hOGG1 and ERCC5. 
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Введение 

Оценка всех видов веществ с точки зрения безопасности для здоровья человека проводится при по-

мощи тестов на изучение генотоксичности. Генотоксические факторы не только могут убивать клетки, 

но и повреждать их генетический материал [Sommer, Buraczewska, Kruszewski, 2020]. Некоторые повре-

ждения могут сохраняться в клетке при условии ее выживаемости и наследоваться при делении [Sommer, 

Buraczewska, Kruszewski, 2020]. Методы определения генотоксичности включают в себя изучение обра-

тимых и необратимых повреждений структуры ДНК, а также нарушение механизмов сохранения геном-

ной стабильности [Corvi, Madia, 2017]. Особые виды хромосомных повреждений удается зафиксировать 

при помощи микроядерного теста. Анализ микроядер может способствовать понимаю механизмов взаи-

модействия генетических факторов и эффектов окружающей среды, поскольку он считается маркером 

воздействия мутагенов внешней среды и генетической нестабильности. Данный метод является стандар-

тизированным, позволяет проводить анализ нескольких типов ядерных повреждений [Vral, Fenech, 

Thierens, 2011]. 

Совокупность генетических вариантов и факторов окружающей среды является предиктором разви-

тия целого ряда заболеваний человека. Репарационные механизмы ДНК определяют результаты после 

выявления нарушений ДНК и необходимы для поддержания стабильности генома [Wang et al., 2022]. 

Под геномной нестабильностью подразумевают склонность генома к формированию мутаций [López-Gi, 

Pascual-Ahuir, Proft, 2023]. Такие процессы происходят при дисфункции механизмов репарации и репли-

кации или увеличении воздействия канцерогенных факторов на организм [Langie et al., 2015].  

Целостность генома измеряется увеличенной встречаемостью мутаций в геноме, например, модифи-

кациями в нуклеотидных последовательностях [Ferragut Cardoso et al., 2021]. К потере стабильности ге-

нома может привести экзогенно-индуцированное повреждение ДНК, вызываемое различными химиче-

скими факторами окружающей среды, радиационными агентами, наночастицами [Langie et al., 2015]. 

Информация об индивидуальной чувствительности к повреждениям ДНК необходима для развития 

разработки персонализированной профилактики заболеваний у населения, подвергшегося воздействию 

окружающей среды. Оценка индивидуальной изменчивости имеет решающее значение в выявлении био-

маркеров не только для первичной профилактики заболеваний, в том числе рака, и ранней диагностики, 

но и для их лечения благодаря индивидуально скорректированной терапии [Nagel, Chaim, Samson, 2014]. 

Кузбасс расположен в юго-западной части Сибири и является одним из крупнейших угольных бас-

сейнов мира [Labzovskii, Belikov, Damiani, 2022]. В столице Кузбасса, г. Кемерово, расположены три 

теплоэлектростанции (ТЭС), использующие в качестве топлива каменный уголь, – Кемеровская Государ-

ственная районная электрическая станция (ГРЭС), Кемеровская теплоэлектростанция и Ново-

Кемеровская теплоэлектростанция (ТЭЦ).  

На угольных теплоэлектростанциях сжигается огромное количество угля в год и выделяется не менее 

огромный объем углекислого газа, оксидов азота и серы, летучих органических веществ, золы [Munawer, 
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2018]. В состав угля входят элементы, которые определяют большую группу опасных для здоровья чело-

века веществ [Hossain, Paul, Hasan, 2015]. В список таких элементов входят тяжелые металлы, которые 

представляют серьезную угрозу для здоровья человека из-за их широкого распространения и долгого 

хранения, которое приводит к накоплению в биологических системах [Balali-Mood et al., 2021]. Помимо 

этого, установлено, что воздействие высокого уровня шума на работников повышено на угольных тепло-

электростанциях по сравнению с электростанциями на природном газе или гидроэлектростанциями 

[Sarker et al., 2010a, 2010b]. 

В связи с этим целью данной работы является анализ частот цитогенетических повреждений в связи с 

унаследованными вариантами генов ферментов репарации ДНК: APEX1 rs1130409, ERCC2 rs13181, 

PARP1 rs1136410. hOGG1 rs1052133 и ERCC5 rs17655. 

Материалы и методы исследования 

Исследование проводилось в соответствии с рекомендациями Хельсинской декларации Всемирной 

ассоциации «Этические принципы проведения научных медицинских исследований с участием челове-

ка» с поправками 2000 г. и «Прaвилaми клинической прaктики в Российской Федерaции» (утвержденны-

ми Прикaзом Минздрaвa РФ от 19.06.2003 г. № 2660).  Дизайн исследования (кандидатное исследование 

по принципу случай-контроль) был одобрен локальным этическим комитетом Федерального исследова-

тельского центра угля и углехимии СО РАН (г. Кемерово). Участие людей в исследовании базировалось 

на принципах добровольности и информированности о целях, методах и результатах работы. 

Материалы исследования представлены 988 образцами периферической венозной крови жителей Ке-

меровской области. Было обследовано 455 работников угольных теплоэлектростанций г. Кемерово и 533 

условно-здоровых жителей этого же региона, не связанных с промышленностью и составивших группу 

контроля (табл. 1). Контрольные доноры подбирались соответственно полу, возрасту и статусу курения 

работников угольных теплоэлектростанций. 

Таблица 1 

Характеристика исследуемых групп 

[Characteristics of the studied groups] 

Параметр Работники Группа сравнения 

Пол женщины 101 168 

мужчины 354 365 

Средний возраст, μ ± SEM 51,9 ± 0.5 49,4 ± 4 

Статус курения курящие 169 170 

некурящие 286 363 

Наличие хронических заболеваний обладают 79 - 

не обладают 161 - 

Всего 455 533 
Примечание. μ – среднее значение; SEM – стандартная ошибка среднего. 

Для определения степени повреждения ядерной ДНК применялся микроядерный тест с блокировкой 

цитокинеза на лимфоцитах периферической крови с рекомендациями M. Fenech [2007] и модификациями 

Ф. И. Ингель [2006]. В культуральные флаконы вносили 3 мл среды RPMI 1640. 0.8 мл эмбриональной 

телячьей сыворотки, 0.25 мл венозной крови, 0.05 мл фитогемагглютинина и оставляли в инкубаторе при 

37°С на 44 ч. По истечении 44 ч. в культуры вводили ингибитор цитокинеза цитохалазин В с конечной 

концентрацией 6 мкг/мл и продолжали инкубацию еще на 28 ч. Полученные клеточные культуры пере-

носили в фальконы объемом 15 мл и центрифугировали 10 мин. при 1 000 rpm. Избавлялись от суперна-

танта, разбивали осадок и добавляли 6 мл охлажденного гипотонического раствора (0.125 М калий хло-

ристый) для лизиса эритроцитов, перемешивали и добавляли 1 мл ледяного фиксатора Карнуа (3 объема 

метанола на 1 объем ледяной уксусной кислоты), перемешивали и центрифугировали 10 мин. при 1 000 

rpm. Удаляли супернатант, разбивали осадок и вносили 9 мл ледяного метанол-уксусного фиксатора, 

перемешивали и выдерживали экспозицию при 4°С в течении 20 мин., центрифугировали 10 мин. при 

1 000 rpm. Избавлялись от супернатанта, разбивали осадок и вносили 9 мл ледяного метанол-уксусного 

фиксатора, перемешивали и выдерживали экспозицию при 4°С на протяжении 50 мин. Центрифугирова-

ли 10 мин., удаляли супернатант и переносили полученный осадок во флаконы объемом 1.5 мл. Полу-

ченные суспензии переносили на предварительно обезжиренные и замороженные предметные стекла, 

выдерживали ночь и окрашивали 3% красителем Гимза. Полученные препараты просматривали на мик-

роскопах Axio Scope.A1 (Zeiss, Германия) и Eclipse E100 (Nikon, Япония). Регистрировались 500 клеток 

любой ядерности, на стадии митоза и апоптоза, нарушения (микроядра, мосты, протрузии), после учиты-

вали только двухъядерные лимфоциты и их нарушения, набирая количество данных клеток до 1 000 rpm. 

Критерии отбора двуядерных лимфоцитов, включаемых в анализ, и критерии для регистрации цитогене-
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тических нарушений соответствовали общепринятым рекомендациям1. Расчет индекса репликации про-

водили по формуле, предоставленной там же: 

ИР =  

Выделение ДНК проводилось фенол-хлороформным методом. В анализ включены кодирующие ферменты 

репарации ДНК гены, для которых ранее установлены связи с повреждениями ДНК [Tavares et al., 2020; Liu et 

al., 2021; Xin et al., 2021] (изучены базы SNPinfo Web Server (https://snpinfo.niehs.nih.gov) и RegulomeDB Ver-

sion 1.1 (https://regulomedb.org)). Характеристика (по данным базы National Center for Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)) отобранных SNP генов представлена в табл. 2. 

Таблица 2 

Характеристика выбранных для исследования полиморфных вариантов 

[Characteristics of polymorphic variants selected for study] 

Ген SNP Локализация (GRCh38) Замена нуклеотидов 

APEX1  rs1130409 Chr 14:20456995 T> G 

ERCC2  rs13181 Chr 19:45351661 T> G 

PARP1  rs1136410 Chr 1:226367601 T> C 

hOGG1 rs1052133 Chr 3:9757089 C> G 

ERCC5 rs17655 Chr 13:102875652 G> C 
Примечание. SNP – однонуклеотидный полиморфизм. 

Определение полиморфных вариантов генов APEX1 rs1130409, ERCC2 rs13181, PARP1 rs1136410. 

hOGG1 rs1052133 и ERCC5 rs17655 проводили с использованием наборов реактивов НПФ «Литех» 

(г. Москва) с последующим разделением продуктов амплификации методом горизонтального электрофо-

реза в 3% агарозном геле. Визуализацию результатов проводили универсальной системой гель-

документации Gel Doc (BioRad, США). 

Статистическая обработка полученных данных проводилась с использованием программного обеспе-

чения StatSoft Statistica 10.0. Соответствие выборки нормальному распределению проверялось критерием 

Колмогорова-Смирнова. Исходя из вида распределения, применялись методы непараметрической статисти-

ки, в частности U-критерий Манна-Уитни, с целью определения различий между изучаемыми выборками. 

Критический уровень значимости принимался равным 0.05. Оценка частоты редкого аллеля, соответствие 

распределения частот равновесию Харди–Вайнберга (χ2), статистическую значимость различий между груп-

пами по частотам аллелей и генотипов для теста χ2 на гомогенность выборок выполняли при помощи онлайн-

ресурса: https://www.had2know.org/academics/hardy-weinberg-equilibrium-calculator-2-alleles.html. 

Результаты и обсуждение 

Для определения влияния угольной производственной среды на формирование цитогенетических 

нарушений проведено сравнение показателей микроядерного теста работников угольных теплоэлектро-

станций с группой неработающих жителей той же области (табл. 3). 

Выявлены повышенные частоты (p < 0.000001) лимфоцитов с микроядрами, мостами и протрузиями, 

а также частота клеток на стадии апоптоза у работников угольных теплоэлектростанций по сравнению с 

контрольными донорами. Однако наблюдается повышенная встречаемость лимфоцитов на этапе клеточ-

ного деления (p < 0.000001) у жителей Кемеровской обл.  

Микроядро представляет собой небольшую хроматин-содержащую структуру, наблюдаемую в кле-

точной цитоплазме [Fenech, 2007]. Микроядра могут образовываться в результате естественных процес-

сов, таких как метаболизм или старение, или как результат взаимодействия с разнообразными факторами 

окружающей среды и многими заболеваниями [Sommer, Buraczewska, Kruszewski, 2020].  

Формирование цитогенетических нарушений обусловлено несколькими механизмами: 1) отставание 

хромосомы во время анафазы клеточного деления [Liu, Pellman, 2020]; 2) разрушение хромосом (хромот-

рипсис) в результате ошибок на стадии митоза и неспособности разрушить оболочку микроядра, содер-

жащего хромосомные фрагменты; 3) локальные нарушения репликации ДНК, приводящие к перестрой-

кам [Hatch, 2018]. 

Установлено влияние пола (p < 0.02) и возраста (p < 0.01) работника угольных теплоэлектростанций 

на накопление цитогенетических нарушений. Статус курения и хронические заболевания не влияют на 

формирование цитогенетических нарушений у работников угольных теплоэлектростанций (p > 0.05).  

Выявлено влияние стажа работы на угольном производстве (p < 0.0005) и профессиональной специали-

зации (p < 0.009) на образование геномных нарушений и пролиферативные показатели. 

                                                           
1 ГОСТ 32635-2014. Методы испытания по воздействию химической продукции на организм человека. Микро-

ядерный тест на клетках млекопитающих in vitro. М.: Стандартинформ, 2019. 14 с. 
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Таблица 3 

Параметры микроядерного теста в изученных группах 

[Parameters of the micronucleus test in the studied groups] 

Показатель 

Рабочие теплоэлектростанций 

(n = 455) 

Группа сравнения 

(n = 533) 

Медиана Мода 
Нижний 

квартиль 

Верхний 

квартиль 
Медиана Мода 

Нижний 

квартиль 

Верхний 

квартиль 

Частота двухъядерных клеток с цитогенетическими нарушениями (%) 

Микроядра 3.3* 3.6 1.9 4.5 0.6 0.8 0.4 0.9 

Мосты  1.5* 0.5 0.8 2.3 0.3 0 0 0.5 

Протрузии 2* 0 1.2 3 0.3 0 0 0.5 

Пролиферативные показатели (%) 

Ядерность  

клеток 

1 31.2 Мн. 24.6 37.8 32.1 Мн. 25.2 38.4 

2 45.8 48.2 40.6 50.8 44.0 43.6 39.6 50.2 

3 7 8.4 4.2 9.2 6.2 4.4 4.4 8.8 

4 15.2 11.2 10.8 18.6 14.5 17.4 10.4 17.2 

Митоз 0.6 0.4 0.4 1 2.4* 2.2 1.3 3.0 

Апоптоз 1.2* 0.2 0.4 1.8 0.4 0.2 0.2 1.0 

Индекс репликации  1.9 Мн. 1.7 2.1 2.0 1.9 1.8 2.1 
Примечание. * – отличается от группы сравнения по критерию Манна-Уитни: *р < 0.000001. 

Частоты встречаемости цитогенетических нарушений в клетках крови в связи с различными поли-

морфными вариантами генов APEX1 rs1130409, ERCC2 rs13181, PARP1 rs1136410. hOGG1 rs1052133 и 

ERCC5 rs17655 работников угольных теплоэлектростанций представлены в табл. 4.  

Таблица 4 

Цитогенетические показатели микроядерного теста у рабочих теплоэлектростанций с различными 

вариантами изученных генов 

[Cytogenetic parameters of the micronucleus test in thermal power plant workers with different variants 

of the studied genes] 

Цитогенетические 
показатели 

Медиана 
Квартили 
(25-75%) 

Медиана 
Квартили 
(25-75%) 

Медиана 
Квартили 
(25-75%) 

APEX1 rs1130409 

SNP TT (n = 138) TG (n = 234) GG (n = 83) 

Микроядра 3,3 1,9-4,5 3,6*1 2-4,9 3 1,8-3,9 

Мосты 1,5 0.8-2,3 1,5 0.8-2,4 1,4 0.7-2,2 

Протрузии 2,1 1,1-2,9 1,9 1,1-3,2 2,1*2 1,5-2,9 

ERCC2 rs13181 

SNP TT (n = 191) TG (n = 217) GG (n = 47) 

Микроядра 3,3 1,9-4,5 3,3 2-4,6 3 1,3-4,2 

Мосты 1,4 0.9-2,4 1,4 0.9-2,3 1.7*3 0.8-2,4 

Протрузии 2 1,2-2,2 2,1 1,2-2,3 2,3*3 1,2-3,2 

PARP1 rs1136410 

SNP TT (n = 273) TC (n = 163) CC (n = 19) 

Микроядра 3,3 1,9-4,5 3,3 1,9-4,3 3 1,5-4,7 

Мосты 1,4 0.8-2,3 1,5 0.7-2,3 1,2 0.9-2,6 

Протрузии 2,1 1,3-3 2 1,1-3 1,9 1-3,2 

hOGG1 rs1052133 

SNP CC (n = 245) CG (n = 180) GG (n = 30) 

Микроядра 3,5 1,6-4,6 2,9 1,7-4,3 3,7*4 2,2-4,8 

Мосты 1,5 0.9-2,5 1,4 0.8-2,2 1,4 0.6-2,4 

Протрузии 2 1,1-3,1 2 1,2-3 2,2 1,3-2,9 

ERCC5 rs17655 

SNP GG (n = 279) GC (n = 149) CC (n = 27) 

Микроядра 3,3 2-4,5 3,3 1,7-4,6 3,6*5 1,9-4,4 

Мосты 1,4 0.8-2,4 1,5 0.8-2,3 1,7*5 0.7-2,8 

Протрузии 1,8 1,2-2,8 2 1,1-3,2 1,9 1,5-3 
Примечание. *1 TC от TT и GG p = 0.04; *2 GG от TT и TG p = 0.02; *3 GG от TT и TG p < 0.01; *4 GG от CC и GC 

p = 0.004; *5 CC от GG и GC p < 0.002. 
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Установлены повышенные частоты клеток с микроядрами у носителей генотипа TG гена APEX1 

(p = 0.04). Также носители полиморфного варианта GG того же гена обладают повышенной частотой 

лимфоцитов с протрузиями (p = 0.02). У обладателей минорного генотипа гена ERCC2 наблюдаются по-

вышенные частоты встречаемости клеток крови с мостами и протрузиями (p = 0.01). Носители минорно-

го генотипа GG гена hOGG1 обладают повышенной частотой встречаемости клеток с микроядрами (p < 

0.01). У работников с минорным генотипом CC гена ERCC5 установлены повышенные показатели клеток 

с микроядрами и мостами (p < 0.002).  

Не выявлено статистически значимых отличий между генотипами гена PARP1 rs1136410 (p > 0.05). 

Частоты встречаемости цитогенетических нарушений в клетках крови в связи с различными поли-

морфными вариантами генов APEX1 rs1130409, ERCC2 rs13181, PARP1 rs1136410. hOGG1 rs1052133, 

ERCC5 rs17655 контрольных доноров представлены в табл. 5. 

Таблица 5 

Цитогенетические показатели микроядерного теста у индивидов контрольной группы 

с различными вариантами изученных генов 

[Cytogenetic parameters of the micronucleus test in individuals of the control group with different 

variants of the studied genes] 

Цитогенетические 

показатели 
Медиана 

Квартили 

(25-75 %) 
Медиана 

Квартили 

(25-75 %) 
Медиана 

Квартили 

(25-75 %) 

APEX1 rs1130409 

SNP TT (n = 280) TG (n = 221) GG (n = 32) 

Микроядра 0.76 0.5-1.63 0.7 0.58-1.01 0.6 0.6-0.8 

Мосты 0.49 0.2-1.13 0.4 0.2-0.8 0.2 0.2-0.4 

Протрузии 0.51 0.3-1.4 0.6 0.3-1.7 0.7 0.3-1.5 

ERCC2 rs13181 

SNP TT (n = 272) TG (n = 225) GG (n = 36) 

Микроядра 0.7 0.6-1.4 0.8 0.6-1.6 0.5 0.3-0.9 

Мосты 0.46 0.2-1.14 0.4 0.2-0.9 0.25 0-0.4 

Протрузии 0.5 0.3-1.43 0.5 0.3-1.5 0.35 0-1.2 

PARP1 rs1136410 

SNP TT (n = 311) TC (n = 192) CC (n = 30) 

Микроядра 0.8 0.6-1.4 0.7 0.6-0.9 0.5 0.5-0.5 

Мосты 0.42 0.2-1.03 0.4 0.2-0.93 0.4 0.1-0.4 

Протрузии 0.5 0.3-1.4 0.7 0.2-1.5 1.7* 1.4-2.2 

hOGG1 rs1052133 

SNP CC (n = 325) CG (n = 185) GG (n = 23) 

Микроядра 0.6 0.4-0.8 0.6 0.4-0.9 0.5 0.3-0.9 

Мосты 0.3 0-0.5 0.4 0-0.5 0.4 0.1-0.5 

Протрузии 0.3 0-0.5 0.3 0-0.5 0.5 0.1-0.5 

ERCC5 rs17655 

SNP GG (n = 290) GC (n = 210) CC (n = 33) 

Микроядра 0.5 0.3-0.8 0.6 0.3-0.8 0.4 0.2-0.8 

Мосты 0.3 0-0.5 0.3 0-0.5 0.4 0-0.5 

Протрузии 0.3 0-0.5 0.3 0-0.5 0.4 0-0.6 
Примечание. * CC от TT и TC p = 0.04. 

В группе контроля наблюдается повышенная частота встречаемости клеток с протрузиями у облада-

телей генотипа CC гена PARP1 (p = 0.04).  

В остальных исследуемых случаях в контрольной группе статистически значимых отличий выявлено 

не было (p > 0.05). 

Апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1/окислительно-восстановительный эффекторный фак-

тор 1 (APEX1/Ref-1) является многофункциональным ферментом, который необходим для поддержания 

клеточного гомеостаза. APEX1 является основной апуриновой/апиримидиновой эндонуклеазой в пути 

эксцизионной репарации оснований и действует как окислительно-восстановительный регулятор не-

скольких транскрипционных факторов, включая NF-κB, AP-1, HIF-1α и STAT3. Эти функции делают 

APEX1 жизненно важным для регуляции клеточного цикла, старения и воспалительных путей. В допол-

нение к регуляции экспрессии цитокинов и хемокинов путем активации окислительно-восстанови-

тельных факторов транскрипции, APEX1 участвует в других процессах иммунного ответа, включая про-

изводство активных форм кислорода. Кроме того, участвуя в активном деметилировании хроматина, 
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функция APEX1 заключается в регуляции транскрипции некоторых генов, включая цитокины, такие как 

TNFα [Oliveira et al., 2022].  

Ген АДФ-рибозилтрансферазы (PARP1) кодирует хроматин-ассоциированный фермент, поли(АДФ-

рибозу) полимеразу-1 (PARP-1), и синтезирует после повреждения ДНК и участвует в целостности гено-

ма, регулируя клеточные реакции на повреждение ДНК и апоптоз [Gadad et al., 2021]. Участвует в регу-

ляции различных важных клеточных процессов, таких как дифференцировка, пролиферация и трансфор-

мация опухоли, а также в регуляции молекулярных событий, участвующих в восстановлении клетки по-

сле повреждения ДНК [Zakharenko et al., 2023]. 

Пигментная ксеродерма группы D (ERCC2) является основным белком, участвующим в NER. Являясь 

важным геном репарации ДНК, он играет важную роль в белково-опосредованном комплексном NER 

транскрипционного фактора IIH (TFIIH) и его процессе транскрипции [Wang et al., 2020]. 

Ген hOGG1 расположен на хромосоме 3p26.2 и кодирует гликозилазу, катализирующую эксцизию 8-

оксогуаниновых аддуктов из поврежденной ДНК. Во многих исследованиях подтверждена связь между 

полиморфизмом hOGG1 rs1052133 и риском развития гинекологического рака в европейской популяции 

[Shi, Xu, Zhang, 2020]. Полиморфизм hOGG1 rs1052133, наиболее изученный полиморфизм hOGG1, вли-

яет на активность белка и, таким образом, способствует канцерогенезу [Zhang et al., 2017]. 

XPG, также называемая ERCC5, является основной эндонуклеазой DDR, дефицит которой приводит к 

серьезным дефектам развития, прогерии и раку. Он в основном известен своей ролью в вырезании по-

вреждений ДНК в эксцизионной репарации нуклеотидов (NER), но в последние годы было обнаружено, 

что он функционирует и в других механизмах поддержания генома. ERCC5 входит в семейство струк-

турно-специфических нуклеаз XPG/RAD2, которое у млекопитающих также включает FEN1, GEN1 и 

EXO1 и выполняет важные функции поддержания генома. Наследственные мутации гена ERCC5 связаны 

с несколькими заболеваниями человека, характеризующимися широким спектром симптомов, включая 

предрасположенность к раку, прогрессирующую нейродегенерацию и нарушение развития [Muniesa-

Vargas et al., 2022]. Некоторые мутации ERCC5 вызывают пигментную ксеродерму (XP), которая харак-

теризуется фоточувствительностью, аномальной пигментацией кожи, повышенным риском развития рака 

и иногда неврологическими заболеваниями [Rizza et al., 2021]. 

Важность репарации ДНК для поддержания целостности генома и предотвращения развития опухо-

лей подчеркивается тем фактом, что дефекты в репарации ДНК связаны с повышенной восприимчиво-

стью клеток к токсическим, мутагенным и канцерогенным эффектам воздействия окружающей среды 

[Huang, Zhou, 2021]. 

Важность удаления продуктов окисления ДНК отражается в избыточности ферментов репарации 

ДНК для этих поражений. Из-за этой избыточности определение роли АФК в развитии рака и ферментов 

репарации в его предотвращении является сложной задачей. Однако вмешательство окружающей среды 

в восстановление таких повреждений может способствовать развитию рака [Langie et al., 2015].  

Одним из примеров связи между индукцией АФК и развитием рака является повышенная заболевае-

мость раком легких, кожи, мочевого пузыря и печени у людей, которые подвергались воздействию аген-

та, индуцирующего АФК, мышьяка [Wang et al., 2012]. Кроме того, было показано, что оксид азота инги-

бирует ферменты репарации ДНК [Khan et al., 2020]. Также сообщалось, что репарация нуклеотидов мо-

жет быть ингибирована окислительным стрессом [Van Houten, Santa-Gonzalez, Camargo, 2018]. 

Генетическая изменчивость в генах репарации ДНК может модулировать восприимчивость к повре-

ждению ДНК [Angelini et al., 2012]. В связи с этим в работе проведена оценка влияния полиморфизмов 

генов репарации ДНК APEX1, ERCC2, PARP1. hOGG1, ERCC5 на формирование микроядер, мостов и 

протрузий, выявляемых при помощи микроядерного теста. 

В работе [Angelini et al., 2005] изучена частота микроядер в группе, подвергшейся воздействию низ-

ких уровней ионизирующего излучения, и в соответствующей контрольной группе. Как в исследуемой 

выборке, так и в контрольной группе также оценивалось возможное влияние однонуклеотидных поли-

морфизмов генов XRCC1, XRCC3 и ERCC2 на частоту микроядер. Также было рассмотрено влияние ста-

туса курения, возраста и пола. Авторами установлены повышенные частоты подвергшихся воздействию 

работников, обладающими аллелем дикого типа гена ERCC2, чем группа сравнения. Статус курения ста-

тистически значимо не влиял на частоту встречаемости микроядер в обеих группах. Однако увеличение 

возраста связано с повышением частоты клеток с микроядрами у работников. Также при объединении 

обеих групп исследования у женщин наблюдались повышенные частоты лимфоцитов с микроядрами.  

У рабочих-носителей генотипа CG гена hOGG1 выявлена повышенная чувствительность к хромосом-

ным повреждениям, выраженная в увеличенном формировании микроядер. 

В исследовании [Qiu et al., 2011] рассматривалась взаимосвязь между генетическим полиморфизмом 

семи генов системы репарации ДНК (XPA, ERCC2, XPC, ERCC5, XPF, ERCC1 и APEX1) и восприимчиво-

стью к хромосомному повреждению после воздействия винилхлорида. Было исследовано сто восемьде-

сят рабочих, подвергшихся профессиональному воздействию, и 43 контрольных донора, не подвергших-
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ся воздействию. У работников с вариантом минорного генотипа ERCC2 частота микроядер была незна-

чительно выше (p = 0.07). 

Sinitsky M.Y. с соавт. [2015] изучал влияние полиморфных вариантов генов системы репарации на ча-

стоту микроядер у детей, проживающих в школе-интернате г. Таштагол (Кемеровская обл., Россия). Вы-

явлено достоверное увеличение частоты двуядерных лимфоцитов с микроядрами у носителей полимор-

физма генотипа CC гена ERCC5 по сравнению с гетерозиготными и гомозиготными носителями. Кроме 

того, генотип CC гена ADPRT ассоциировался с повышенной частотой двуядерных лимфоцитов с нук-

леоплазматическими мостами. 

Этим же коллективом [Sinitsky et al., 2017] установлена повышенная частота двуядерных лимфоцитов с 

микроядрами у шахтеров с генотипом GG гена hOGG1 rs1052133 по сравнению с носителями генотипа CC.  

В исследовании [Angelini et al., 2012] оценено влияние полиморфизмов генов репарации ДНК 

(APEX1, hOGG1, NBS1, ERCC2, XRCC1 и XRCC3) на формирование микроядер как биомаркера ранних 

биологических эффектов при контакте с бензолом. Значительно более высокая частота микроядер была 

зарегистрирована у регулировщиков дорожного движения, чем в контрольной группе.  

Cheng J с соавт. [2007] изучали ассоциации между несколькими генетическими полиморфизмами ге-

нов эксцизионной репарации нуклеотидов (ERCC1, ERCC2, ERCC4, ERCC5 и ERCC6) и уровнем повре-

ждения хромосом у 140 коксохимических рабочих, подвергшихся воздействию высокого уровня полиа-

роматических углеводородов (ПАУ), и у 66 доноров, не подвергавшихся воздействию. Анализ показал 

значительную связь между полиморфизмом ERCC2 G23591A и частотами параметров микроядерного 

теста среди пожилых рабочих коксовых печей. Результаты показывают, что полиморфизмы ERCC1 

C19007T, ERCC6 A3368G и ERCC2 G23591A связаны с частотами показателей микроядерного теста среди 

коксовых рабочих. 

Заключение 

В работе подтверждено влияние производственной среды угольных теплоэлектростанций на форми-

рование повреждений ДНК в виде повышенных частот микроядер, мостов и протрузий в клетках крови 

работников.  

Установлены ассоциации минорного варианта ERCC2 rs13181 с повышенной частотой нуклеоплаз-

менных мостов и протрузий, минорного варианта ERCC5 rs17655 с увеличением формирования микро-

ядер и нуклеоплазменных мостов, гетерозиготного варианта гена APEX1 rs1130409 с повышенной часто-

той микроядер, минорного генотипа этого же гена с частотой клеток с протрузиями, минорного генотипа 

hOGG1 rs1052133 c микроядрами при воздействии на организм работников промышленной среды уголь-

ных теплоэлектростанций. Обладатели данных генотипических вариантов должны стать приоритетной 

группой при проведении профилактических мероприятий. Полученные результаты свидетельствуют о 

значимом вкладе генетических и средовых факторов в формирование генотоксических эффектов у ра-

ботников угольных теплоэлектростанций. 
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Молекулярно-генетический анализ гена CYP11B2,  
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Аннотация. Для корректировки тренировочного процесса важно знать предрасположенность единобор-
цев к развитию физических качеств, а также сердечно-сосудистых заболеваний, например, артериальной ги-
пертензии. Цель данного исследования – изучение связи полиморфизма гена CYP11B2 (англ. cytochrome P450, 
family 11, subfamily B, polypeptide 2) с развитием артериальной гипертензии у дзюдоистов школы «Витязь» г. 
Перми. Выборка для исследований включала 147 человек, распределенных на две группы: Группу I, включа-
ющую единоборцев с нормальным давлением, и Группу II, которую составили спортсмены с артериальной 
гипертензией. У испытуемых в возрасте от 10 до 16 лет проведены исследования с использованием полиме-
разной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) и выявлен полиморфизм T/C гена CYP11B2 
(rs1799998). Корреляционный анализ Спирмена выявил наличие положительной связи (rs=0.597) между пока-
зателями генотипа Т/Т гена CYP11B2 у испытуемых и наличием артериальной гипертензии. Данные генети-
ческого анализа необходимы в процессе подготовки единоборцев в спортивных школах, т.к. на их основе 
можно составлять индивидуальные программы тренировок с учетом генотипа и особенностей физической 
подготовки конкретного спортсмена. 
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Abstract. To adjust the training process, it is important to know the predisposition of martial artists to the de-

velopment of physical qualities, as well as the predisposition to the development of cardiovascular diseases, such 

as arterial hypertension. The purpose of this research is to study the relationship between the CYP11B2 gene 

polymorphism (cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2) and the development of arterial hyper-

tension in judokas of the «Vityaz school» in Perm. The research sample included 147 people divided into two 

groups: Group I, including martial artists with normal blood pressure, and Group II, which consisted of athletes 

with arterial hypertension. In subjects aged 10 to 16 years, studies were conducted using real-time polymerase 

chain reaction (RT-PCR) and T/C polymorphism of the CYP11B2 gene (rs1799998) was detected. Spearman 

correlation analysis revealed a positive relationship (rs=0.597) between the T/T genotype values of the CYP11B2 

gene in the subjects and the presence of arterial hypertension. Genetic analysis data are necessary in the process 

of training martial artists in sports schools, since they can be used to create individual training programs taking 

into account the genotype and physical fitness characteristics of a particular athlete. 
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Введение 

В ходе каждой спортивной игры у спортсмена возможна работа любой мощности, поэтому трениров-

ка должна быть направлена на развитие у единоборцев высокого уровня аэробной и анаэробной произво-

дительности. Большие энергетические затраты, высокая частота пульса, потеря веса свидетельствуют о 

высоких требованиях к организму спортсмена. У них наблюдается повышенная емкость легких, бради-

кардия, умеренная гипертрофия сердца, увеличение содержания гемоглобина в крови [Гурович, Иванова, 

1977]. Все это показывает важность изучения генетической компоненты успешности спортсменов. Для 

сохранения их здоровья и корректировки тренировочного процесса важно знать предрасположенность 

единоборца к развитию физических качеств, а также предрасположенность к развитию заболеваний, 

например, артериальной гипертензии. 

Артериальная гипертензия – это стойкое повышение артериального давления, в случае чего систоли-

ческое больше 140 мм рт.ст. и/или диастолическое выше 90 мм рт. ст. [Баранов, 2009]. Повышенное ар-

териальное давление чаще регистрируется у мальчиков, чем у девочек. Распространенность гипертензии 

у детей и подростков составляет около 17% [Образцова и др., 2005]. Распространенность артериальной 

гипертензии у спортсменов такая же, как в общей популяции [Смоленский, Михайлова, 2017]. К факто-

рам риска гипертензии можно отнести особенности тренировочного процесса, высокие нагрузки, боль-

шое потребление нестероидных противовоспалительных препаратов, стероидов и стимуляторов, высо-

кий уровень стресса, а также гипертонию в семейном анамнезе [Lehmann, Keul, 1984; Longás, Casanovas, 

1996; Izzo, 2009]. 

Артериальная гипертензия сопровождается развитием гипертрофии, увеличением жесткости миокар-

да, развитием диастолической дисфункции левого желудочка [Овечкин и др., 2000; Кобалава и др., 2017]. 

Также наряду с артериальной гипертензией повышается активность ренин-ангиотензин-альдостероновой 

системы [Querejeta et al., 2004; Dzeshka et al., 2017]. Если эти изменения возникают на фоне генетической 

предрасположенности, то может возникнуть фибрилляция предсердий [Dzeshka et al., 2017]. 

К факторам риска развития фибрилляции предсердий у пациентов с метаболическим синдромом, 

наряду с артериальной гипертензией, относится высокое содержание циркулирующих в крови профибро-

генных субстанций – альдостерона и трансформирующего фактора роста-бета1 [Зеленская и др., 2016]. 

Ген CYP11B2 (англ. cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2) кодирует 11/18-β-

гидроксилазу – фермент, который участвует в синтезе альдостерона в клетках клубочковой зоны коры 

надпочечников. Альдостерон способствует повышению содержания в организме натрия и внеклеточной 

жидкости. В то же время альдостерон повышает чувствительность гладких мышц сосудов к сосудосужи-

вающим веществам. Полиморфная замена в регуляторной зоне -344C>T приводит к увеличению уровня 

альдостерона за счет повышения экспрессии гена [Jia et al., 2013]. По литературным данным, наличие 

аллеля T несет в себе риск развития артериальной гипертензии. У людей с генотипом -344TT может 

иметь место высокий уровень альдостерона и более высокое артериальное давление при повышенном 

уровне потребления поваренной соли [Andersen, 2013]. Было показано, что у носителей -344Т-аллеля 

чаще отмечалась большая экскреция альдостерона, а также у них определялось повышенное артериаль-

ное давление, чем С/С-гомозиготы [Brand et al., 1998; Davies et al., 1999; Yu et al., 2015]. Несмотря на 

множество исследований данного гена, его значение как гена-маркера артериальной гипертензии у дзю-

доистов практически не изучено. 

Цель работы – изучение связи полиморфизма гена CYP11B2 с развитием артериальной гипертензии у 

дзюдоистов школы «Витязь» г. Перми. 

Материал и методы исследования 

Выборка для исследований включала 147 испытуемых из спортивной школы олимпийского резерва 

по самбо и дзюдо «Витязь» им. И.И. Пономарева г. Перми. Возраст испытуемых варьировал от 10 до 

16 лет. Среди них было 130 единоборцев мужского и 17 женского пола. Единоборства являются преиму-

щественно мужскими видами спорта, а потому в выборках преобладают лица мужского пола [Вострико-

ва, Боронникова, Закиров, 2020]. 
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Забор биологического материала (буккального эпителия) для генетического анализа проводили с по-

мощью соскоба эпителиальных клеток ротовой полости. От каждого испытуемого было получено добро-

вольное согласие на забор биологического материала. Измерение артериального давления проводили по 

методу Н. С. Короткова [Иванов, Лившиц, 2005] с использованием стандартных возрастных манжет при 

каждом визите пациента. Артериальное давление измеряли трехкратно с интервалом 5 мин. на обеих 

верхних конечностях с подсчетом среднего показателя. Нормальным систолическим и диастолическим 

артериальным давлением считается значение <90-го процентиля кривой распределения АД, высокое 

нормальное АД ≥90 и <95-го процентиля, АД в гипертензивном состоянии ≥95-го процентиля кривой 

распределения АД в популяции для соответствующего возраста, пола и роста. У подростков 16 лет ис-

пользуются единые критерии диагностики нормального (<130/85 мм рт. ст.), высокого нормального АД 

(≥130/85 мм рт. ст.) и ≥140/90 мм рт. ст. для артериальной гипертензии [Александров и др., 2009]. 

ДНК выделяли методом тотального осаждения и лизиса SDS (Sodium Dodecyl Sulfate, додецил суль-

фат натрия) с помощью коммерческого набора реагентов «EX-511 ДНК-Экстран-2» (Синтол, Россия) в 

соответствии с инструкцией. Концентрацию проб ДНК определяли с помощью спектрофотометра 

SpectrofotometrTM NanoDrop 2000 «Thermo scientific» (USA). В ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) при 

использовании подхода распознавания аллелей (Allelic Discrimination) выявлялись аллели гена CYP11B2, 

а также аллельные варианты гена или генотипы, ассоциированные с артериальной гипертензией. Реакти-

вы для выявления полиморфных локусов T344C гена CYP11B2 (rs1799998) синтезированы в ООО «Син-

тол» (г. Москва, Россия). Реактивы для амплификации ДНК смешивали в нужном объеме непосред-

ственно перед проведением исследований. К реакционной смеси добавляли 5 мкл пробы ДНК индивиду-

ально каждого единоборца. В качестве контроля использовали: а) отрицательный контроль (ОКО); 

б) положительный контрольный образец (ПКО) для гена CYP11B2 – ПКО 1 T/T, ПКО 2 T/C, ПКО 3 C/C. 

Определение аллелей и генотипов проводилось при помощи программы Bio-Rad (USA) на амплификато-

ре CFX96 (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, USA). ПЦР-РВ для амплификации полиморф-

ных локусов проводили по программе, описанной в инструкции к наборам реактивов. По каналу флуо-

ресценции ROX (оранжевый, длина волны возбуждения/детекции 580/602 нм) качественно определялось 

наличие в пробе аллеля T гена CYP11B2. По каналу флуоресценции HEX (зеленый, длина волны возбуж-

дения/детекции 530/560 нм) можно обнаружить аллель C гена CYP11B2. Каждая проба была проанализи-

рована индивидуально. Эксперимент повторялся дважды. ПЦР-РВ проведена при условиях, предусмот-

ренных в инструкции производителя набора реактивов ООО «Синтол». Интерпретация результатов ПЦР-

РВ была проведена в программе Bio-Rad CFX Manager по инструкции компании ООО «Синтол». 

Анализ полученных данных проводился с использованием программы STATISTICA 6.0 с определе-

нием нормальности распределения. Для хранения и обработки результатов исследований была создана 

матрица данных в виде электронных таблиц MS Excel 2010. Оценка взаимосвязи между двумя перемен-

ными (генотип и артериальное давление) осуществлялась с помощью корреляционного анализа Спирме-

на (rs). Сравнение частот генотипов между разными группами испытуемых (с нормальным давлением и с 

артериальной гипертензией) выполняли с помощью критерия χ2 – хи-квадрат. 

Результаты и обсуждение 

В ПЦР в реальном времени при использовании подхода распознавания аллелей (Allelic Discrimination) 

рост по каналу ROX указывает на присутствие аллеля T гена CYP11B2 (рис. 1). Рост по каналу HEX обо-

значает наличие аллеля С гена CYP11B2 в пробе ДНК. Соответственно, присутствие обоих аллелей в 

пробе свидетельствует о наличии генотипа T/С гена CYP11B2. Результаты подлежат учету только в слу-

чае, когда положительный контрольный образец имеет положительные результаты по каналам ROX и 

HEX, а отрицательный контрольный образец имеет отрицательные результаты по каналам ROX и HEX. 

Положительный контрольный образец необходим для определения специфичности набора реагентов к 

аллелям T и C гена CYP11B2. Отрицательный контрольный образец необходим для подтверждения от-

сутствия в реакционной смеси контаминации и ингибирования 

По результатам ПЦР в реальном времени было выявлено, что генотип Т/Т гена CYP11B2, ассоцииро-

ванный с артериальной гипертензией, встречается у 38 человек (частота 0.26). Самый благоприятный 

генотип С/С, не ассоциированный с артериальной гипертензией, обнаружен у 41 человека (частота 0.28). 

Чаще всего в общей выборке дзюдоистов встречался генотип С/Т – у 68 человек (частота 0.46). Таким 

образом, можно сделать вывод, что в выборке преобладает генотип со средней предрасположенностью к 

развитию артериальной гипертензии, что соответствует нормальному распределению и выявленному 

процентному соотношению распространения гипертензии среди детей [Образцова и др., 2005]. 

Анализ результатов измерения артериального давления показал, что в группе дзюдоистов у 121 чело-

века нормальное давление, а у 26 человек зарегистрирована артериальная гипертензия. Нами были выде-

лены две группы для сравнения между собой, чтобы определить связь между генотипами исследуемых 

генов и артериальным давлением. Группа I включала испытуемых с нормальным давлением (121 чело-
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век), Группа II состояла из 26 человек с артериальной гипертензией. Сравнение частот генотипов между 

Группой I испытуемых с нормальным давлением и Группой II с артериальной гипертензией выполняли с 

помощью критерия χ2 – хи-квадрат (таблица). 

 

Рис. 1. Кинетические кривые флуоресценции, полученные для проб ДНК из буккального эпителия 

единоборцев при анализе гена CYP11B2. 

Цвета, соответствующие каналам детекции флуоресценции: ROX (аллель T гена CYP11B2) – оранжевый, HEX 

(аллель C гена CYP11B2) – зеленый; ОЕФ – относительные единицы флуоресценции, циклы – циклы 

амплификации 

[Fluorescence kinetic curves obtained for DNA samples from the buccal epithelium of martial artists when analyzing 

the CYP11B2 gene. 

Colors corresponding to fluorescence detection channels: ROX (T allele of the CYP11B2 gene) – orange, HEX (C al-

lele of the CYP11B2 gene) – green; RFU – relative fluorescence units, cycles – amplification cycles] 

Полиморфизм гена CYP11B2 у дзюдоистов с разным артериальным давлением (n=147) 

[Polymorphism of the CYP11B2 gene in judokas with different blood pressure (n=147)] 

Генотипы 

Группы с разным артериальным давлением 

(147 человек) Частоты генотипа на 

общую выборку 

(147 человек) 

χ2 rs Группа I – нормальное 

давление 

(121 человек) 

Группа II – 

артериальная гипер-

тензия (26 человек) 

C/C 0.34 (41) 0 (0) 0.28 (41) 

0.589 0.597 

C/T 0.48 (58) 0.38 (10) 0.46 (68) 

T/T 0.18 (22) 0.62 (16) 0.26 (38) 

Примечание. Сравнение частот генотипов между двумя группами выполняли с помощью критерия хи-квадрат 

(χ2); оценка взаимосвязи между двумя переменными (генотип и наличие артериальной гипертензии) осуществлялась 

с помощью корреляционного анализа Спирмена (rs); жирным шрифтом выделены значимые отличия. 

С помощью критерия хи-квадрат была определена статистическая значимость между двумя выборка-

ми (Группой I с нормальным давлением и Группой II с артериальной гипертензией) и генотипами гена 

CYP11B2. Значение критерия χ2
эмп составляет 0.589, критическое значение χ2

кр при уровне значимости 

p<0.05 составляет 5.991. Таким образом, связь между двумя выборками и генотипами гена CYP11B2 ста-

тистически не значима при уровне значимости р > 0.05. 

С помощью корреляционного анализа Спирмена осуществлялось сравнение между двумя перемен-

ными – генотипами и наличием артериальной гипертензии. Анализ полиморфизма T344C гена CYP11B2 

в двух группах у испытуемых с разным давлением выявил, что характеристики экспериментальных 

групп значимо отличаются друг от друга (p=0.001), т.к. уровень значимости ниже 0.05. Корреляционный 

анализ (по критерию Спирмена) зависимости исследуемых показателей генотипа испытуемых и наличия 

артериальной гипертензии выявил наличие положительной связи (rs=0.597) между этими двумя перемен-

ными. Генотип Т/Т, ассоциированный с артериальной гипертензией, встречается у 22 человек (частота 

0.18) в группе с нормальным давлением (Группа I), при этом генотип С/С, не ассоциированный с гипер-

тензией, встречается в этой же группе чаще – у 41 человека (частота 0.34). В группе испытуемых с арте-

риальной гипертензией генотип С/С не встречается, при этом генотип Т/Т и С/Т обнаружен у 16 и 10 че-

ловек соответственно (частота 0.62 и 0.38). Таким образом, можно подтвердить ассоциацию Т аллели с 

артериальной гипертензией и заключить, что генотип Т/Т гена CYP11B2 имеет связь с артериальной ги-

пертензией и в выборке испытуемых. 
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Распределение частот генотипов гена CYP11B2, ассоциированного с артериальной гипертензией, 

представлено на рис. 2. 

 

Рис. 2. Распределение частот генотипов гена CYP11B2, ассоциированного с артериальной 

гипертензией, у дзюдоистов (n=147). 

Группа I с нормальным давлением, Группа II с артериальной гипертензией 

[Distribution of genotype frequencies of the CYP11B2 gene associated with arterial hypertension in judokas, n=147] 

В данной выборке артериальная гипертензия обнаружена у 26 человек из 147 (17% от общей выбор-

ки). Не обнаружены достоверно значимые различия при анализе полиморфизма T344C гена CYP11B2 в 

двух группах по критерию хи-квадрат (χ2
эмп = 0.589 при р > 0.05), однако при оценке взаимосвязи между 

генотипом и наличием артериальной гипертензии при помощи корреляционного анализа Спирмена об-

наружены достоверно значимые различия (rs = 0.597). Прослеживается связь генотипа T/T гена CYP11B2 

и артериальной гипертензии, таким образом, данный генотип может быть использован в качестве мар-

керного. 

Заключение 

Полученные данные свидетельствуют о том, что в процессе отбора отсеиваются спортсмены с небла-

гоприятными генотипами. Это происходит по многим причинам, одной из которых является их низкая 

работоспособность, обусловленная генетически, и долгое время восстановления после тренировки. Арте-

риальная гипертензия является мультифакторным заболеванием, в связи с чем она может проявиться в 

более позднем возрасте. Одним из факторов развития гипертензии является стресс, который сопровожда-

ет спортсменов и на тренировках, и на состязаниях. 

В данном исследовании установлено, что генотип T/T гена CYP11B2 может быть использован в каче-

стве маркерного для определения развития артериальной гипертензии у дзюдоистов. Данные генетиче-

ского анализа будут полезны в процессе подготовки единоборцев в спортивных школах, т.к. на их основе 

можно составлять индивидуальные программы подготовки с учетом генотипа и особенностей физиче-

ской подготовки конкретного спортсмена. Это должно привести к росту спортивных достижений, сохра-

нению здоровья и увеличению спортивного долголетия [Kambouris et al., 2012]. 

На основании всех полученных данных можно сделать вывод, что для спортсменов-единоборцев 

немаловажное значение имеет выявление генетической предрасположенности к развитию артериальной 

гипертензии, т.к. ее наличие может привести к развитию более серьезных заболеваний. Также состояние 

здоровья спортсмена напрямую влияет на его спортивные достижения. Изучение генетической предрас-

положенности спортсменов позволит в дальнейшем повысить надежность и эффективность системы ин-

дивидуального отбора и подготовки высококвалифицированных спортсменов. Полученные данные еще 

раз доказывают, что важно уделять особое внимание состоянию здоровья и интенсивности тренировок у 

единоборцев. 
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Аннотация. Обследованы 682 женщины русской национальности, проживающие в Кемеровской обл. 
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морфных вариантов генов репарации ДНК APEX1 444T>G (rs1130409), ATM 5557G >A (Ars180151), 
hOGG1 977C>G (rs1052133), XPD 2251Т>G (rs13181), XPG 3310G>C (rs17655), ADPRT 2285 T>C 
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Abstract. The study involved 682 women of Russian nationality living in Kemerovo oblast of Russia, includ-

ing 213 patients with triple-negative breast cancer and 249 women of a similar age with no signs of cancer. 

Comparative analysis of polymorphic variants of DNA repair genes APEX1 444T>G (rs1130409), ATM 5557G 

>A (Ars180151), hOGG1 977C>G (rs1052133), XPD 2251Т>G (rs13181), XPG 3310G>C (rs17655), ADPRT 

2285 T>C (rs11610) in patients with triple-negative breast cancer and individuals without cancer living in the 
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same area was performed. Analysis of single-locus effects showed significant associations between the risk of 

breast cancer and variants of the XPG 3310G>C gene (rs17655) (OR = 0.64, CI: 0.47-0.87, p = 0.004) in the 

overall group and (OR = 0.68, 95% CI: 0.49 -0.94; p = 0.019) in the non-smoking group, and the XPD 2251T>G 

gene (OR = 0.30, 95% CI: 0.11-0.78; p = 0.011) in the smoking group. MDR analysis of intergenic interactions 

showed that the XPD 2251T>G and APEX1 444T>G, XPG 3310G>C and ATM 5557G>A genes closely interact 

and mutually increase the risk of developing breast cancer in women. 

Keywords: breast cancer, triple negative, polymorphism of the APEX1, ATM, hOGG1, XPD, XPG, ADPRT genes 
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Рак молочной железы (РМЖ) — наиболее распространенная злокачественная опухоль, возникающая 

у женщин и занимающая второе место в мировой статистике по смертности [Siegel et al., 2021; Злокаче-

ственные…, 2021]. Благодаря новым методам профилактики и лечения смертность из-за этого заболева-

ния постепенно снижается. Данная злокачественная патология характеризуется высокой степенью гете-

рогенности и дополнительно подразделяется на несколько типов. Классификация РМЖ основана на экс-

прессии молекулярных маркеров. Тройной негативный рак характеризуется наихудшим прогнозом. Этот 

тип РМЖ встречается примерно у 15% пациенток. При этом на поверхности опухолевых клеток нет ре-

цепторов эстрогена и прогестерона, а экспрессия рецепторов эпидермального фактора роста (HER-2) 

нормальная. Это делает их крайне нечувствительными к терапии существующими на сегодняшний день 

препаратами, включая те, что целенаправленно действуют на HER-2 или гормональные препараты. 

Согласно данным исследований известно, что РМЖ появляется в результате генетических и гормо-

нальных изменений, возникающих под действием факторов окружающей среды и профессиональной 

деятельности, тесно связан с неправильным образом жизни (употребление алкоголя и табака, лишний вес 

и ожирение, физическая инертность) и  репродуктивной историей (возраст менархе, возраст первых ро-

дов, кормление грудью) [Sun et al., 2017; Obeagu, Obeagu, 2024]. Репарация ДНК является частью барье-

ров, защищающих от мутаций, увеличивающих риск онкопатологии [Torgovnick, Schumacher, 2015; Kur-

furstova et al., 2016]. Репарация ДНК отвечает за поддержание целостности генома путем защиты клеток 

от генетических и экологически обусловленных нарушений. Гены, связанные с механизмами репарации 

ДНК, считаются генами-кандидатами предрасположенности к раку, поскольку нарушение механизмов 

поддержания целостности генома может привести к злокачественной трансформации [Rudolph, Chang-

Claude, Schmidt, 2016]. Однако точные молекулярные механизмы развития рака молочной железы все 

еще находятся на стадии интенсивного изучения. 

В нашем исследовании мы сосредоточились на оценке роли однонуклеотидных полиморфизмов генов 

(SNP) репарации ДНК в формировании наследственной предрасположенности к РМЖ у женщин, прожива-

ющих в промышленно развитом регионе. Основными задачами нашей работы было выявление активно изу-

чаемых вариантов в генах репарации ДНК: APEX1 444T>G (rs1130409), ATM 5557G >A (Ars180151), hOGG1 

977C>G (rs1052133), XPD 2251Т>G (rs13181), XPG 3310G>C (rs17655), ADPRT 2285 T>C (rs11610) у жен-

щин Кемеровской обл. и оценка их эффектов относительно риска формирования онкопатологии. Резуль-

таты нашего исследования помогут наилучшим образом раскрыть молекулярную основу предрасполо-

женности к РМЖ и лечь в основу профилактики данного типа рака. 

Целью нашего исследования была оценка риска развития тройного негативного РМЖ у женщин Ке-

меровской обл. в соответствии с носительством полиморфных вариантов генов репарации ДНК. 

Материалы и методы исследований 

Были обследованы 682 женщины (русские по этнической принадлежности), проживающие на терри-

тории Кемеровской обл. РФ. От каждого человека было получено информированное согласие на участие 

в исследовании. Исследование выполнено в соответствии с Хельсинкской декларацией Всемирной меди-

цинской ассоциации: этические принципы проведения медицинских исследований с участием человека с 

поправками 2000 г. и «Правилами клинической практики в Российской Федерации», утвержденными 

Министерством здравоохранения Российской Федерации 19.06.2003 г. Проведение исследования было 

утверждено комитетом по этике Института экологии человека Федерального исследовательского центра 

угля и углехимии СО РАН. 

Группы формировались по принципу «случай–контроль» с учетом возраста, пола, этнической при-

надлежности и влияния факторов среды. Критерии включения: русские женщины, проживающие в Ке-

меровской обл. с момента рождения, возраст старше 40 лет. Критерии исключения: наличие наслед-
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ственных, аутоиммунных, аллергических, психических заболеваний, родственников с онкозаболевания-

ми, ранее диагностированный рак других органов. В первую группу вошли 217 впервые выявленных 

больных РМЖ (средний возраст 58.9±10.5). Диагноз РМЖ устанавливался по результатам клинического, 

эндоскопического и морфологического обследования на базе Кузбасского областного онкологического 

диспансера. Контрольную группу составили 465 не родственных женщин без онкозаболеваний в анамне-

зе, проживающих в той же местности (средний возраст 54.79±8.2). Все здоровые доноры, включенные в 

контрольную группу (онкопатология молочных желез была исключена по результатам маммографии и 

обследования у маммолога), не принимали препаратов с известным мутагенным действием и не прохо-

дили рентгенологических процедур в течение трех месяцев до участия в исследовании. ДНК выделяли из 

венозной крови с использованием стандартной методики фенольно-хлороформной экстракции 

[Sambrook, Fritsch, Maniatis, 1989]. После выделения клетки крови подвергались лизированию, белковая 

компонента разрушалась протеиназой К (SibEnzyme, Новосибирск, Российская Федерация). С учетом 

анализа данных литературы нами были выбраны полиморфные локусы генов APEX1 444T>G 

(rs1130409), ATM 5557G >A (Ars180151), hOGG1 977C>G (rs1052133), XPD 2251Т>G (rs13181), XPG 

3310G>C (rs17655), ADPRT 2285 T>C (rs11610). Частота редкого аллеля в популяциях европеоидов учи-

тывалась по данным доступного ресурса National Center for Biotechnology Information (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). Типирование полиморфных маркеров проводилось с помощью ал-

лель-специфической ПЦР (ООО “Литех НПП”, Москва, Россия). Амплификацию проводили на термоцик-

лере “Терцик” по программе, рекомендованной производителем наборов реагентов. Продукты ПЦР анализиро-

вали методом электрофореза в 3%-ном агарозном геле наличием бромистого этидия.  Последующая визуализа-

ция фрагментов ДНК осуществлялась в камере с УФ-светом. Статистическую обработку результатов проводили 

с использованием пакетов прикладных программ: SNPstat (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats), STATISTICA 

10.0, MDR (http://www.multifactordimensionalityreduction.org). Проводили оценку частоты аллелей и геноти-

пов; анализировали соответствие распределения частот генотипов равновесию Харди–Вайнберга; оцени-

вали статистическую значимость различий между группами по частотам аллелей и генотипов с учетом 

теста X2 на гомогенность выборок (статистически значимыми считали различия при p <0.05). Логистиче-

скую регрессию использовали для выявления ассоциации полиморфных локусов в различных моделях 

наследования (аддитивной, доминантной, сверхдоминантой, рецессивной, лог-аддитивной) c коррекцией 

на возраст, статус курения. Для выбора лучшей модели использовали информационный критерий Акайке 

(AIC). Исследование эффектов межгенных взаимодействий проводили в программе MDR – Multifactor 

Dimensionality Reduction (http://www.multifactordimensionalityreduction.org). 

Результаты 

Частоты генотипов и аллелей исследованных полиморфных локусов показали соответствие равнове-

сию Харди–Вайнберга как в группе больных РМЖ, так и в группе здоровых (табл. 1).  

Таблица 1 

Распределение частот генотипов и аллелей полиморфных локусов генов репарации ДНК  

[The genotype and allele frequency distribution at the polymorphic DNA repair gene loci] 

Локусы 

и генотипы 

Генотипы 

и аллели 

Больные РМЖ 

(Case) 

Здоровые женщины (Con-

trol) 
χ2 p 

APEX1 

444 T>G 

rs1130409 

TT 

TG 

GG 

80 (36.9%) 

108 (49.8%) 

29 (13.4%) 
 

159 (34.3%) 

232 (50.1%) 

72 (15.6%) 
 

0.54 0.69 

T/G 268(0.62)/166(0.38) 550(059)/376(0.41)   

pHWE 0.47 0.44   

ATM 

5557G >A 

Ars180151 

 

GG 

GA 

AA 

149 (73%) 

46 (22.6%) 

9 (4.4%) 
 

352 (75.7%) 

105 (22.6%) 

8 (1.7%) 
 

3.1 0.15 

G/A 344(0.84)/64(0.16) 809(0.87)/121(0.13)   

pHWE 0.6 1   

hOGG1 

977 C>G 

rs1052133 

CC 

CG 

GG 

130 (59.9%) 

79 (36.4%) 

8 (3.7%) 
 

289 (62.8%) 

147 (32%) 

24 (5.2%) 
 

1.3 0.4 

C/G 339(0.78)/95(0.22) 725(0.79)/195(0.21)   

pHWE 0.43 0.33   
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Окончание табл. 1 

Локусы 

и генотипы 

Генотипы 

и аллели 

Больные РМЖ 

(Case) 

Здоровые женщины (Con-

trol) 
χ2 p 

XPD 

2251 T>G 

rs13181 

TT 

TG 

GG 

98 (45.2%) 

93 (42.9%) 

26 (12%) 
 

211 (45.4%) 

198 (42.6%) 

56 (12%) 
 

0.01 0.995 

T/G 289(0.67)/145(0.33) 620(0.67)/310(0.33)   

pHWE 0.65 0.4   

XPG 

3310 G>C 

rs17655 

GG 

GC 

CC 

72 (47.7%) 

67 (44.4%) 

12 (8%) 
 

257 (60.8%) 

147 (34.8%) 

19 (4.5%) 
 

7.4 0.015 

 

G/C 211(0.7)/91(0.3) 661(0.78)/185(0.22)   

pHWE 0.57 0.89   

ADPRT 2285 

T>C rs11610 

 

TT 

TC 

CC 

137 (70.6%) 

50 (25.8%) 

7 (3.6%) 
 

309 (66.6%) 

144 (31%) 

11 (2.4%) 
 

1.7 0.31 

A/C 324(0.84)/64(0.16) 762(0.82)/166(0.18)   

pHWE 0.43 0.27   
Примечание. pHWE – значимость отличий распределения частот генотипов от равновесия Харди–Вайнберга (exact 

test for Hardy–Weinberg equilibrium); p – значимость отличий частоты встречаемости генотипа в группе больных и 

здоровых, критерий χ2 с поправкой Йетса. 

При сравнении изученных групп жительниц Кемеровской области больных РМЖ и здоровых было 

выявлено отличие частот по вариантам гена XPG3310G>C (rs17655). 

Расчеты соотношения шансов для различных моделей наследования (табл. 2) показали, что для поли-

морфного варианта XPG 3310 G>C ассоциации с риском РМЖ наиболее значимо проявлялись в сверхдоми-

нантной модели наследования в общей группе (ORadj = 0.64, 95% CI: 0.47-0.87; рadj =  0.004, AIC 657.3) и в 

лог-аддитивной модели в группе некурящих (ORadj = 0.68, 95% CI: 0.49-0.94; рadj = 0.019, AIC 552.2).  

Таблица 2 

Результаты анализа ассоциаций полиморфных локусов генов-кандидатов с риском РМЖ 

[Results of the analysis of polymorphic loci associations of candidate gene with the risk of breast cancer] 

Локусы 

и генотипы 
Группа Модель ORadj p AIC 

APEX1 

444 T>G 

rs1130409 

Общая Лог-аддитивная 1.11 (0.87-1.41) 0.4 854.9 

Курящие Доминантная 2.49 (0.94-6.57) 0.064 111.3 

Некурящие Лог-аддитивная 1.20 (0.92-1.56) 0.18 695.9 

ATM 

5557G >A 

Ars180151 

Общая Рецессивная 0.38 (0.14-1.00) 0.051 823.5 

Курящие Сверхдоминантная 0.76 (0.26-2.16) 0.6 110.5 

Некурящие Рецессивная 0.35 (0.12-1.03) 0.056 673.7 

hOGG1 

977 C>G 

rs1052133 

Общая Сверхдоминантная 0.82 (0.58-1.15) 0.25 852 

Курящие Сверхдоминантная 0.61 (0.24-1.54) 0.3 113.6 

Некурящие Сверхдоминантная 0.86 (0.59-1.25) 0.43 694.5 

XPD 

2251 T>G 

rs13181 

Общая Сверхдоминантная 0.99 (0.72-1.37) 0.96 857.2 

Курящие Доминантная 0.30 (0.11-0.78) 0.011 108.2 

Некурящие Доминантная 1.19 (0.83-1.70) 0.33 698.4 

XPG 

3310 G>C 

rs17655 

Общая Лог-аддитивная 0.64 (0.47-0.87) 0.004 657.3 

Курящие Доминантная 0.36 (0.11-1.14) 0.08 75.7 

Некурящие Лог-аддитивная 0.68 (0.49-0.94) 0.019 552.2 

ADPRT 

2285 T>C 

rs11610 

Общая Сверхдоминантная 1.30 (0.89-1.89) 0.17 800.2 

Курящие Сверхдоминантная 3.55 (1.06-11.84) 0.27 97.6 

Некурящие Рецессивная 0.61 (0.21-1.80) 0.38 659.9 
Примечание. ORadj – показатель отношения шансов для редкого аллеля с поправкой на возраст. P – значимость 

различий между группами. AIC – критерий Акайке. 

Для гена XPD2251 T>G наиболее значимые ассоциации проявлялись в доминантной модели наследо-

вания в группе пациентов, характеризующихся употреблением табачных изделий (ORadj = 0.30, 95% CI: 

0.11-0.78 ; рadj =0.011, AIC 108.2). 
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Связи риска развития злокачественных новообразований молочной железы с полиморфизмами других 

генов системы репарации ДНК выявлено не было. 

В результате анализа межгенных взаимодействий методом MDR были определены две треxлокусные 

модели, связанные с риском развития РМЖ у женщин (табл. 3). 

Таблица 3 

Анализ межгенных взаимодействий при формировании РМЖ у женщин 

[Analysis of intergenic interactions in the formation of breast cancer in women] 

Сочетания полиморфных 

локусов 

в модели 

Tr. 

Bal. 

Acc. 

Test. 

Bal. 

Acc. 

Sign Test 

(P) 
Se Sp CVC Pre. 

модели 

XPD 2251Т>G*  

APEX1444 T>G 

XPG 3310G>C 

(курящие) 

0.8484 0.622 0.0001 0.9375 0.7381 10/10 0.5769 

XPG 3310G>C* 

ATM5557G >A 

 XPD 2251Т>G 

(некурящие) 

0.6182 0.509 0.0001 0.5891 0.6398 8/10 0.3958 

Примечание. Tr.Bal.Acc. – тренировочная сбалансированная точность; Test.Bal.Acc. – тестируемая сбалансиро-

ванная точность; Sign Test – тест на значимость; Se – чувствительность; Sp – специфичность; CVС – повторяемость 

результата; Pre. (Precision) – точность модели; *алгоритм полного поиска (Exhaustive search algoritm). 

Первая модель включала в себя полиморфизмы XPD 2251Т>G, APEX 1444 T>G и XPG 3310G>C. 

Кластерный анализ позволил установить тесное взаимодействие и взаимное усиление эффектов (синер-

гизм) между полиморфными локусами XPD 2251Т>G и APEX1444 T>G, данный кластер взаимодействует 

с  геном XPG 3310G>C с дублирующим эффектом. 

Вторая модель ген-генного взаимодействия, ассоциированная с развитием РМЖ у некурящих жен-

щин, включала полиморфные варианты генов XPG 3310G>C, ATM 5557G>A и XPD 2251Т>G. Выявлен 

кластер тесно взаимодействующих генов XPG 3310G>C и ATM 5557G>A, эффекты которых синонимич-

ны. Данный кластер образовывал единый блок с геном XPD 2251Т>G с дублирующим эффектом данных 

генов (рис. 1). 

 

Модель 1. Курящие женщины 

 

Модель 2. Некурящие женщины 

Рис. 1. Дендрограмма межгенных взаимодействий у женщин больных РМЖ.  

Короткие линии указывают на сильное взаимодействие генных локусов, длинные – на слабую связь; черным 

цветом указывается синергизм, т.е. взаимное усиление эффектов между локусами, серым– дублирование эф-

фектов между локусами 

[Dendrogram of intergenic interactions in women with breast cancer.  

Short lines indicate strong interaction of gene loci, long lines indicate weak connection; black color indicates syner-

gism, i.e. mutual enhancement of effects between loci, gray color indicates duplication of effects between loci] 
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Анализ комбинаций всех возможных вариантов модели в таблицах сопряженности позволил выявить 

9 благоприятных и 9 негативных эффектов у курящих женщин и 10 благоприятных и 12 негативных у 

некурящих женщин комбинаций для развития тройного негативного РМЖ (рис. 2 и 3). 

 

Рис. 2. Сочетания вариантов генов XPD 2251Т>G, APEX1444 T>G и XPG 3310G>C, указывающих 

на предрасположенность к возникновению онкозаболеваний молочной железы у курящих женщин. 

Сочетания вариантов генов, указывающих на повышенный риск развития заболевания – темно-серые ячейки, 

на пониженный риск – светло-серые ячейки, отсутствующие сочетания генотипов – белые ячейки (столбики в 

ячейках слева – пациентки с РМЖ, правые – здоровые женщины) 

[Combinations of gene variants XPD 2251T>G, APEX1444 T>G and XPG 3310G>C indicating a pre-

disposition to breast cancer in women who smoke. 

Combinations of gene variants indicating a high risk of developing the disease - dark gray cells, lower risk - light 

gray cells, missing combinations of genotypes - white cells (bars in the cells on the left - patients with breast cancer, 

on the right - healthy women] 

 

Рис. 3. Сочетания вариантов генов XPG 3310G>C, ATM 5557G >A и XPD 2251Т>G, указывающих 

на предрасположенность к возникновению онкозаболеваний молочной железы у некурящих женщин 

[Combinations of gene variants XPG 3310G>C, ATM 5557G>A and XPD 2251T>G indicating 

a predisposition to breast cancer in non-smoking women] 

Обсуждение 

Рак молочной железы является наиболее распространенным злокачественным заболеванием у жен-

щин. По оценкам GLOBOCAN 2020 каждая четвертая женщина страдает раком молочной железы, а каж-

дая восьмая женщина умирает от рака молочной железы. Женщины старшего возраста имеют высокий 

уровень заболеваемости раком молочной железы. В 2018 г. 645 000 против 1–4 млн случаев рака молоч-

ной железы и 130 000 против 490 000 смертей были зарегистрированы в пременопаузальной и постмено-

паузальной группах соответственно [Sung et al., 2021]. В метааналитическом исследовании было отмече-
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но, что ранняя беременность и более длительное грудное вскармливание снижают ER (рецептор эстроге-

на) положительный и ER отрицательный риск развития рака молочной железы [Anstey et al., 2017; Fortner 

et al., 2019]. Поздний возраст вступления в брак и рождения ребенка приводит к недостаточной диффе-

ренциации тканей молочной железы, большему воздействию неэстрогенных мутагенов и генотоксично-

сти эстрогенов, тем самым увеличивая риск РМЖ [Dey et al., 2009].  

      Кроме того, ожирение является еще одним сильным фактором риска развития рака молочной же-

лезы у женщин в постменопаузе, а также ассоциируется с плохим исходом заболевания у женщин всех 

возрастов [Picon‐Ruiz et al., 2017, Guo et al., 2018]. Также продолжает расти количество данных, что ку-

рение сигарет связано с повышенным риском развития рака молочной железы [Reynolds, 2013; Reiner et 

al., 2022]. В исследовании Gram показано, что женщины, которые курили более 5 лет до родов по срав-

нению с теми, кто никогда не курил, имели более высокий риск развития рака молочной железы в целом 

на 42% (95% CI: 1.13–1.78). [Gram et al., 2019]. 

Тройной негативный тип рака молочной железы представляет собой большой интерес для фундамен-

тальных исследований генетики в виду его агрессивного течения. Его клетки характеризуются большим 

пролиферативным и метастатическим потенциалом в другие органы. Данный тип РМЖ может дополни-

тельно подразделяться на другие подтипы, учитывая особенности экспрессии генов и молекул РНК, а 

также белков в составе опухолей. В итоге различают шесть подтипов: базальный 1-ого типа, базальный 

2-ого типа, мезенхимальный, подтип подобный мезенхимальным стволовым клеткам, люминальный AR 

и иммунномодуляторный типы [Lehmann et al., 2011]. Тройной негативный тип возникает в 12–17% слу-

чаев у молодых женщин, которые также являются носителями мутаций в области генов BRCA. Его спо-

радическое формирование во многом определяется эпигенетическими изменениями в составе BRCA. В 

виду своего агрессивного течения, тройной негативный тип РМЖ более чувствителен к химиотерапии, 

что определяет наилучший прогноз лечения [Liedke et al., 2008]. В особенности наилучшую выживае-

мость среди пациентов обеспечивает неоадьювантная терапия.  

В результате проведенного настоящего исследования были выявлены ассоциации между унаследо-

ванными вариантами ряда генов ферментов репарации ДНК и риском тройного негативного РМЖ. Была 

показана статистическая значимость вариантов гена XPG 3310G>C (rs17655) в общей и группе некуря-

щих пациентов, и гена XPD 2251Т>G (rs13181) в группе курящих пациентов с риском формирования 

тройного негативного РМЖ у женщин, проживающих в промышленном регионе. По генам APEX1 

444T>G (rs1130409), ATM 5557G >A (Ars180151), hOGG1 977C>G (rs1052133), ADPRT 2285 T>C 

(rs11610) статистически значимых ассоциаций выявлено не было. 

Ген XPG кодирует белок, представляющий собой эндонуклеазу, которая вырезает поврежденный уча-

сток ДНК. XPG взаимодействует с комплексом TFIIH и обеспечивает прикрепление хеликаз для пра-

вильного разъединения цепей ДНК, делая их доступными для действия эндонуклеаз. Нарушение взаимо-

действия XPG–TFIIH приводит к диссоциации хеликаз и нарушению белкового комплекса, прерывая 

процесс репарации [Ito et al., 2007]. Adolf с соав. в своей работе показал, что генотип His/His XPG увели-

чивает риск РМЖ в 1.2 раза у молодых пациенток (<40 лет) (р = 0.028). Наличие генотипов 

Asp/His+His/His в 1.3 раза повышало риск развития РМЖ у пациенток с PR+ и в 1.1 раза снижало риск 

развития РМЖ у пациенток с люминальным-A типом РМЖ (p = 0.014, p = 0.020 соответственно) [Adolf et 

al., 2023]. Еще несколько ранее произведенных исследований также показали связь гена XPG с раком 

молочной железы [Na et al., 2015; Malik et al., 2018]. 

Ген XPD (ERCC2) кодирует АТФ-независимую хеликазу. Это ключевой белок эксцизионной репара-

ции нуклеотидов (NER), который узнает и исправляет различные мутации, образующиеся, например, 

после УФ-облучения или оксидативного стресса. В составе комплекса транскрипционных факторов 

(TFIIH) хеликаза XPD раскручивает цепь ДНК, обеспечивая доступ эндонуклеаз к поврежденному участ-

ку [Broughton, Steingrimsdottir, Lehmann, 1996]. Полиморфизм Lys751Gln (rs13181) является одним из 

наиболее широко изученных генетических маркеров XPD, и его роль в развитии рака очевидна [Ben-

hamou, Sarasin, 2002]. В работах Smolarz с соав. генотип Gln/Gln гена XPD был связан с повышенным 

риском РМЖ и с тройным негативным РМЖ [Smolarz et al., 2014, 2019]. Samson и др. также сообщали, 

что генотип XPD Gln/Gln значительно связан с повышенным риском рака молочной железы у женщин 

Южной Индии [Samson et al., 2011]. Точно также Roberts с коллегами пришли к выводу, что варианты 

генов BER и NER могут влиять на риск развития рака молочной железы у человека [Roberts et al., 2011]. 

В рамках настоящего исследования проведено моделирование межгенных взаимодействий методом 

MDR. Для оценки межгенных взаимодействий с помощью MDR-анализа в отношении риска развития 

РМЖ у женщин использовали алгоритм всестороннего поиска (Exhaustive search algorithm), который 

оценивал все возможные комбинации исследованных полиморфных локусов. В результате анализа были 

выявлены наиболее информативные модели межгенных взаимодействий, детерминирующих формирова-

ние тройного негативного РМЖ у женщин: XPD 2251Т>G, APEX 1444 T>G, XPG 3310G>C и XPG 

3310G>C, ATM 5557G>A, XPD 2251Т>G. Первая модель межгенных взаимодействий включала в себя 

гены XPD 2251Т>G, APEX 1444 T>G, XPG. Между генами XPD и APEX был выявлен сильный синергизм. 
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Ген XPG представляет собой локус с дублирующим эффектом. Вторую модель межгенных взаимодей-

ствий, связанную с развитием тройного негативного РМЖ у некурящих женщин, составили полиморф-

ные локусы XPG 3310G>C, ATM 5557G>A, XPD 2251Т>G. Между генами XPG 3310G>C и ATM 

5557G>A было выявлено взаимно усиливающее действие, а ген XPD 2251Т>G образовывал единый кла-

стер с дублирующим эффектом данных генов. 

Заключение 

Подводя итог, можно сказать, что это исследование способствует раскрытию молекулярной основы 

тройного негативного рака молочной железы. Наши результаты указывают на гены репарации ДНК и их 

полиморфизмы, которые могут быть вовлечены в формирование рака молочной железы у женщин Кеме-

ровской обл. Они могут найти практическое применение для улучшения диагностики рака на ранних 

стадиях развития и привести к снижению заболеваемости и смертности больных тройным негативным 

раком молочной железы. 
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Аннотация. При физиологической беременности в периферической крови увеличивается количество 

нейтрофилов низкой плотности, однако их фенотипические и функциональные особенности практически 

не изучены. Поэтому цель данной работы – изучение экспрессии молекул, характеризующих цитоток-

сичность (CD16, CD107a), транспорт глюкозы (GLUT-1) и состояние митохондрий (по включению кра-

сителя MitoSpy Green FM) гранулоцитами низкой плотности и в общем пуле гранулоцитов при физио-

логически протекающей беременности. Объектом исследования была периферическая кровь условно 

здоровых женщин в I и III триместрах физиологически протекающей беременности. Группу сравнения 

составили условно здоровые небеременные женщины в фолликулярной фазе менструального цикла. Гра-

нулоциты низкой плотности анализировали как процент CD3-CD16+ клеток в мононуклеарных лейкоци-

тах, выделенных на градиенте плотности фиколла-урографина (1.077 г/мл). Общий пул гранулоцитов 

исследовали как процент CD3-CD16+ клеток в гейте гранулоцитов периферической крови после удаления 

эритроцитов. Среди гранулоцитов выделяли субпопуляции с высокой экспрессией СD16 (CD16hi) и сни-

женной (CD16int). Установлено, что у небеременных CD16hi гранулоциты доминируют как в общем пуле, 

так и среди гранулоцитов низкой плотности. В динамике беременности количество гранулоцитов низкой 

плотности увеличивается, а CD16int гранулоциты становятся доминирующей субпопуляцией как в общем 

пуле гранулоцитов, так и среди гранулоцитов низкой плотности. У небеременных и беременных в I три-

местре CD16hi- и CD16int-гранулоциты низкой плотности и общего пула сравнимы по экспрессии GLUT-1, 

CD107a, массе и объему митохондрий. В III триместре экспрессия CD107a на CD16int-гранулоцитах низ-

кой плотности и в общем пуле снижается по сравнению с небеременными, а масса и объем митохондрий 

увеличиваются и в CD16hi, и CD16int-гранулоцитах только общего пула по сравнению с I триместром. По-

лученные результаты расширяют наше понимание механизмов регуляции функций гранулоцитов при 

физиологической беременности. 

Ключевые слова: гранулоциты низкой плотности, CD107a, Glut-1, митохондрии, беременность 

Для цитирования: Фенотипические особенности гранулоцитов низкой плотности при физиологиче-

ской беременности / Е. Г. Орлова, О. А. Логинова, О. Л. Горбунова, С. В. Ширшев // Вестник Пермского 

университета. Сер. Биология. 2024. Вып. 4. С. 451‒460. http://dx.doi.org/10.17072/1994-9952-2024-4-451-460. 

Благодарности: работа выполнена при поддержке госзадания ИЭГМ УрО РАН (№ гос. регистрации 

124020500027-7). 

IMMUNOLOGY  

Original article 

Phenotypic features of low-density granulocytes in physiological 
pregnancy 

Ekaterina G. Orlova1, 2, Olga A. Loginova3, Olga L. Gorbunova4, 

Sergey V. Shirshev5 



452 
 

1, 3-5 Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, PFRC Ural Branch of the RAS, Perm, Russia 
2 Perm State University, Perm, Russia 
1, 2 orlova_katy@mail.ru  
3 jallopukki@ya.ru 
4 olia15_77@mail.ru 
5 shirshev@iegm.ru 

Abstract. During physiological pregnancy, the number of low-density neutrophils in the peripheral blood in-

creases, but their phenotypic and functional features have not been practically studied. Therefore, the aim of this 

work is to study the expression of molecules characterizing cytotoxicity (CD16, CD107a), glucose transport 

(GLUT-1) and the state of mitochondria (by the inclusion of the MitoSpyGreen FM dye) by low-density granu-

locytes and in the general pool of granulocytes during physiologically proceeding pregnancy. The object of the 

study was the peripheral blood of conditionally healthy women in the first and third trimesters of physiological 

pregnancy. The comparison group consisted of conditionally healthy non-pregnant women in the follicular phase 

of the menstrual cycle. Low-density granulocytes were analyzed as a percentage of CD3-CD16+ cells in mono-

nuclear leukocytes isolated on a ficolla-urographin density gradient (1.077 g/ml). The total granulocyte pool was 

studied as the percentage of CD3-CD16+ cells in the gate of peripheral blood granulocytes after removal of eryth-

rocytes. Among granulocytes, subpopulations with high CD16 (CD16hi) and reduced CD16int expression were 

isolated. It was found that in non-pregnant women CD16hi granulocytes dominate both in the general pool and 

among low-density granulocytes. During pregnancy, the number of low-density granulocytes increases and 

CD16int granulocytes become the dominant subpopulation both in the general pool of granulocytes and among 

low-density granulocytes. In non-pregnant and pregnant women in the first trimester, CD16hi- and CD16int-

granulocytes of low density and total pool are comparable in expression of GLUT-1, CD107a, mass and volume 

of mitochondria. In the third trimester, CD107a expression on low-density CD16int granulocytes and in the gen-

eral pool decreases compared to non-pregnant ones, and the mass and volume of mitochondria increase in both 

CD16hi and CD16int granulocytes of the general pool only compared to the first trimester. The results obtained 

expand our understanding of the mechanisms regulating granulocyte functions during physiological pregnancy. 
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Введение 

Физиологическая беременность характеризуется глубокими изменениями функций клеток как адап-

тивного, так и врожденного иммунитета, что необходимо для выживания полуаллогенного плода и со-

хранения защитных свойств организма матери [Ширшев, 2009]. Нейтрофилы преобладают среди грану-

лоцитов периферической крови и являются ведущими эффекторами врожденного иммунитета. Их функ-

ции не ограничиваются обеспечением противомикробной защиты. Нейтрофилы активно инфильтруют 

ткани матки, стимулируют ангиогенез, выполняют регуляторные функции, участвуют в репарации, а 

стимуляция их фагоцитарной и цитотоксической активности ассоциирована со спонтанными абортами 

[Циркин и др., 2015; Потапнев, Гущина, Мороз, 2019]. При физиологической беременности происходит 

увеличение относительного и абсолютного содержания нейтрофилов в периферической крови, их фаго-

цитарная и цитотоксическая активность снижается, что является частью системного гормон-зависимого 

угнетения цитотоксических реакций при беременности и необходимо для сохранения плода [Ширшев, 

Куклина, Баженова, 2008; Патурова и др., 2018].  

Физиологическая беременность характеризуется увеличением количества нейтрофилов низкой плот-

ности [Denny et al., 2010; Ssemaganda et al., 2014; Ye et al., 2023]. Нейтрофилы низкой плотности выделя-

ются вместе с фракцией мононуклеарных клеток периферической крови при разделении методом седи-

ментации на градиенте плотности фиколл-урографина (1.077 г/см3) [Denny et al., 2010; Ye et al., 2023]. 

Подобные клетки присутствуют и у здоровых доноров вне беременности, но не превышают 1–2% [Denny 

et al., 2010; Ye et al., 2023]. Количество нейтрофилов низкой плотности значительно повышается при 

воспалении, аутоиммунных процессах, онкологических заболеваниях [Denny et al., 2010; Carmona-Rivera, 

Kaplan, 2013; Yang et al., 2019; Ning, Wang, Jin, 2022]. При подобных патологических состояниях 

нейтрофилы низкой плотности характеризуются как преимущественно незрелые, избыточно экспресси-

рующие маркеры активации, способные к спонтанному формированию нейтрофильных ловушек, актив-

ной продукции провоспалительных цитокинов и цитотоксичности в отношении эндотелиальных клеток 

[Denny et al., 2010; Carmona-Rivera, Kaplan, 2013; Yang et al., 2019; Ning, Wang, Jin, 2022]. При физиоло-

гической беременности нейтрофилы низкой плотности не отличаются по маркерам зрело-
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сти/дифференцировки, активационного статуса, бактерицидности от нейтрофилов нормальной плотности 

[Ssemaganda et al., 2014; Deniset, Kubes, 2018], но имеют сниженную фагоцитарную активность [Denny et 

al., 2010; Ye et al., 2023]. Предполагается, что эти клетки способны к индукции формирования Т-

регуляторных лимфоцитов в зоне фето-плацентарного контакта [Ssemaganda et al., 2014; Deniset, Kubes, 

2018]. Однако их функциональные особенности, как и динамика их численности при физиологической 

беременности, остаются малоизученными.  

Нейтрофилы периферической крови отличаются по экспрессии молекулы CD16 – рецептора к Fc-

фрагментам IgG, необходимого для фагоцитоза IgG-опсонизированных патогенов [Asakura et al., 2002]. 

Гранулоциты с высокой экспрессией CD16 (CD16hi) и средней экспрессией CD16 (CD16int) дифференци-

рованы по степени зрелости и характеризуются разной адгезионной способностью к активированному 

эндотелию и экстравазации, что определяет их разную активность при воспалении, дополнительно пред-

полагая участие в изменении иммунореактивности при беременности [Boron et al., 2022]. В немногочис-

ленных исследованиях показано, что нарушение субпопуляционного состава CD16hi- и CD16int-

нейтрофилов и их функций ассоциировано со спонтанными абортами в ранние сроки беременности [Ра-

попорт, Курмышкина, Бовин, 2008]. В наших предыдущих исследованиях показано, что при физиологи-

ческой беременности нарастает доля (CD16int) нейтрофилов в общем пуле гранулоцитов периферической 

крови, а количество CD16hi гранулоцитов снижается, метаболическая активность CD16hi- и CD16int-

нейтрофилов увеличивается к концу беременности [Орлова и др., 2024]. Однако особенности экспрессии 

CD16 на гранулоцитах низкой плотности и их метаболический статус при физиологической беременно-

сти не изучены.  

В большинстве работ гранулоциты низкой плотности описываются как избыточно активированные 

клетки, что предполагает их высокую метаболическую активность [Denny et al., 2010; Carmona-Rivera, 

Kaplan, 2013; Yang et al., 2019; Ning, Wang, Jin, 2022]. Для большинства клеток иммунной системы глю-

коза является основным энергетическим субстратом и поступает в клетку при помощи белков-

транспортеров (GLUT-1), а количество и состояние митохондрий отражают активность основных мета-

болических путей [Stojkov et al., 2022]. Поэтому целью данной работы является изучение экспрессии мо-

лекул, характеризующих цитотоксичность (CD16, CD107a), транспорт глюкозы (GLUT-1) и состояние 

митохондрий (MitoSpy Green FM) нейтрофилов низкой плотности и общей фракции гранулоцитов в 

разные триместры физиологической беременности. 

Материалы и методы исследования 

Объектом исследования являлась венозная кровь женщин в I и в III триместрах физиологической бе-

ременности (табл. 1). Группу сравнения составили условно-здоровые небеременные женщины в фолли-

кулярной фазе менструального цикла, сравнимые по возрасту с исследуемыми группами. Использова-

лись следующие критерии включения: добровольное информированное согласие на использование био-

логического материала, наличие одной и более успешных беременностей; отсутствие патологий бере-

менности в прошлом и настоящем; отсутствие острых и хронических заболеваний; отрицание диет, при-

ема контрацептивных, гормональных, противовоспалительных или антибактериальных препаратов. Ис-

следование выполнено в соответствии с этическими стандартами национального комитета по исследова-

тельской этике и Хельсинкской декларации 1964 г. с ее последующими изменениями или сопоставимым 

нормам этики и одобрено локальным этическим комитетом ИЭГМ УрО РАН (протокол № 16 от 

05.06.2022).  

Таблица 1 

Характеристика участников исследования 

[Characteristics of study participants] 

Исследуемые группы Количество Возраст Срок беременности, недель 

Небеременные женщины 6 20.5 (20–27) - 

Беременные, I триместр 7 31 (25–32) 12 (10–12) 

Беременные, III триместр 6 29 (25–32) 31 (30–32) 
Примечание. Возраст и срок беременности представлены в виде медианы, верхнего и нижнего квартилей Me(Q1-Q3). 

Венозную кровь получали из локтевой вены утром натощак в вакуумные пробирки с этилендиамин-

тетрауксусной кислотой в качестве антикоагулянта после 8 ч. голодания. Собранную кровь делили на две 

равные части. Для анализа нейтрофилов низкой плотности выделяли фракцию мононуклеарных лейко-

цитов периферической крови (МНПК). Для этого одну часть крови разводили средой RPMI 1640 в соот-

ношении 1:1, наслаивали на фиколл (1.077 г/см3) и центрифугировали 40 мин про 400 g. МНПК собирали 

пипетированием с границы раздела фаз, затем ресуспендировали в фосфатно-солевом буфере (ФСБ), со-

держащим 2мМ ЭДТА и 0.1% бычьего сывороточного альбумина (БСА), дважды отмывали центрифуги-

рованием по 5 мин. при 300 g. Для исследования общего пула гранулоцитов из второй части крови уда-
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ляли эритроциты с помощью лизирующего буфера (BioLegend, USA). Окрашивание моноклональными 

антителами проводили согласно инструкции производителя. Характеристика использованных антител 

представлена в табл. 2. Фенотип клеток анализировали на проточном цитометре «CytoFlex S» 

(BeckmanCoulter, США) с использованием программы «CytExpert 2.0» (Beckman Coulter, США). Анали-

зировали не менее 100 000 событий в каждой пробе. Для уменьшения неспецифического связывания и 

адгезии клеток окрашивание проводили в ФСБ, содержащем 2мМ ЭДТА и 0.1% БСА, без использования 

консервантов. Для контроля неспецифического связывания и выделения негативного по флюоресценции 

окна использовали соответствующие изотипические и негативные контроли. Стратегия гейтирования 

представлена на рис. 1. 

Таблица 2 

Характеристика антител 

[Antibodies characteristic] 

Антитела Флюорохром Клон Изотип Производитель 

CD3 PE OKT3 Mouse/IgG2a,  BioLegend, USA 

CD16 Pacific blue™ 3G8 Mouse IgG1, κ BioLegend, USA 

CD107a APC H4A3 Mouse IgG1, κ BioLegend, USA 

GLUT-1 PE-Cy5.5 Polyclonal Rabbit IgG Biorbyt, Great Britain 

 

Рис. 1. Стратегия гейтирования гранулоцитов 

[Granulocyte gating strategy] 

Последовательно: определение региона живых клеток с использованием красителя Zombie UV; определе-

ние одиночных неслипшихся клеток (синглетов) по параметрам площади и высоты прямого светорассеивания 

(FSC-A/ FSC-H); выделение гранулоцитарного гейта по параметрам площади прямого (FSC-A) и высоты бо-

кового (SSC-H) светорассеивания в периферической крови во фракции мононуклеарных клеток после выде-

ления на градиенты фиколла (нейтрофилы низкой плотности у НБ и в III триместре (Б III) или в общей фрак-

ции гранулоцитов периферической крови после лизирования эритроцитов (общая фракция гранулоцитов у 

НБ и в III триместре (Б III)); определение CD3- клеток в гейте гранулоцитов; выделение CD16hi и CD16int суб-

популяций среди CD3-CD16+ гранулоцитов; оценка экспрессии GLUT-1, CD107a среди CD16hi- и CD16int-

клеток; определение включения флюоресцентного красителя MitoSpy Green FM в CD16hi- и CD16int-клетки. 

Представлены гистограммы одного репрезентативного эксперимента 
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Статистический анализ проводили с помощью программы Prism v.8.0.1 (Graphpad, США). Для про-

верки нормальности распределения использовали критерий Колмогорова-Смирнова. Данные представ-

лены в виде медианы (Me), нижних (LQ) и верхних квартилей (UQ). Достоверность различий между 

группами: небеременные – НБ (группа сравнения); беременные в I триместре (Б I); беременные в III три-

местре (Б III) определяли с использованием критерия Крускала-Уоллиса для множественных сравнений 

независимых переменных. Различия считали достоверными при p<0,05. 

Результаты и обсуждение 

Среди гранулоцитов периферической крови доминирующей популяцией являются нейтрофилы (более 

93%) [Кишкун, 2013]. При изучении гранулоцитов низкой плотности во фракции МНПК также показано, 

что эти клетки относятся к нейтрофильным гранулоцитам [Torell et al., 2023]. В проведенном исследова-

нии показано, что у здоровых небеременных женщин репродуктивного возраста процент гранулоцитов 

низкой плотности от фракции МНПК составляет 1.37% (0.96–3.72), а при беременности увеличивается: в 

I триместре – 5.83% (3.77–21.54; p<0,05 к НБ), в III триместре – 3.21% (0.64–6.99) (рис. 1), что согласует-

ся с работами других авторов [Torell et al., 2023]. У небеременных CD16hi-нейтрофилы являются преоб-

ладающей субпопуляцией как в общем пуле гранулоцитов, так и среди клеток низкой плотности (рис. 2). 

Ранее подобные результаты для общей фракции нейтрофилов описаны и другими авторами для доноров 

обоих полов [Kamp et al., 2012; Medara et al., 2021; Martin et al., 2022]. Считается, что CD16hi-нейтрофилы 

являются более зрелыми и проявляют бо́льшую цитотоксичность по сравнению с CD16int-нейтрофилами 

[Kamp et al., 2012]. В динамике беременности соотношение CD16hi/CD16int-клеток меняется аналогичным 

образом как среди общей фракции нейтрофилов, так и среди нейтрофилов низкой плотности: количество 

CD16hi – снижается, а CD16int-клеток увеличивается пропорционально сроку беременности (рис. 2). 

Нарастание пропорции CD16int-клеток в периферической крови на фоне развития нейтрофильного лейко-

цитоза, по-видимому, объясняется стимулирующим влиянием гормонов плаценты на миелопоэз и выхо-

дом менее зрелых форм нейтрофилов в периферическую кровь. Можно полагать, что системное угнете-

ние цитотоксических реакций клеток адаптивного иммунитета, участвующих в антимикробной защите, 

при беременности компенсируется увеличением количества нейтрофилов, тогда как вопрос о причинах 

увеличения количества нейтрофилов низкой плотности при физиологической беременности остается 

открытым [Hassani et al., 2020]. Согласно данным литературы, нейтрофилы низкой плотности включают 

как незрелые формы, так и зрелые, которые приобретают характеристики данной популяции под влияни-

ем активационных факторов [Hassani et al., 2020]. По-видимому, при беременности увеличение количе-

ства нейтрофилов низкой плотности в периферической крови обусловлено стимуляцией миелопоэза гор-

монами плаценты. 

Цитотоксическую активность нейтрофилов оценивали по экспрессии молекулы CD107a (белок мем-

браны гранул), появление которой на поверхности клетки свидетельствует о ее дегрануляции и выбросе 

содержимого гранул во внеклеточное пространство. Анализ присутствия CD107a показал, что у небере-

менных женщин и в I триместре беременности количество CD107a-позитивных клеток не отличалось в 

субпопуляциях CD16hi- и CD16int-нейтрофилов как в общей фракции, так и среди нейтрофилов низкой 

плотности (рис. 3). В III триместре беременности процент CD16int-нейтрофилов, экспрессирующих 

CD107a, достоверно снижался по сравнению с небеременными как в общей фракции, так и среди 

нейтрофилов низкой плотности. Учитывая преобладание CD16int-нейтрофилов к концу беременности, 

можно сделать вывод о снижении цитотоксичности как общего пула нейтрофилов периферической кро-

ви, так и нейтрофилов низкой плотности в III триместре физиологической беременности. Таким образом, 

полученные результаты дополняют наше понимание механизмов снижения антимикробной резистентно-

сти организма матери, характерное для физиологической беременности.  

Известно, что увеличение экспрессии GLUT-1 отражает усиление потребления глюкозы и активации 

метаболических процессов в клетке [Martin et al., 2022]. Краситель MitoSpy Green может избирательно 

накапливаться в матриксе митохондрий, где связывается белками [Cottet-Rousselle et al., 2011]. Накопле-

ние MitoSpy Green в клетке прямо пропорционально массе и объему митохондриального компартмента, 

что свидетельствует об усилении биогенеза энергетических органелл [Cottet-Rousselle et al., 2011]. Уста-

новлено, что у небеременных CD16hi- и CD16int-нейтрофилы как в общем пуле, так и среди клеток низкой 

плотности, не отличались по экспрессии GLUT-1 и способности накапливать MitoSpy Green, что свиде-

тельствует об их сходной метаболической активности. В I триместре беременности экспрессия GLUT-1, 

масса и объем митохондрий достоверно не менялись в сравнении с небеременными женщинами. В III 

триместре масса и объем митохондрий достоверно увеличивались в CD16hi- и CD16int-нейтрофилах об-

щего пула, тогда как среди гранулоцитов низкой плотности присутствовала подобная тенденция, но она 

не являлась достоверной (рис. 3В). Таким образом, можно заключить, что метаболическая активность 

нейтрофилов увеличивается к концу беременности, что, по-видимому, сопряжено с активацией в них 

синтетических процессов. 
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Рис. 2. Процентное содержание (А) и соотношение (Б) CD16hi- и CD16int-нейтрофилов в общей 

фракции гранулоцитов и среди гранулоцитов низкой плотности у небеременных (НБ), беременных 

в I (Б I) и III триместрах (Б III). 

Данные (А) представлены в виде медианы и межквартильного размаха, Me (Q1-Q3); процентное соотношение 

CD16hi/CD16int-клеток; значения «p» представлены по критерию Крускала-Уоллиса с апостериорным тестом Данна 

[Percentage (A) and ratio (Б) of CD16hi- and CD16int-neutrophils in the total fraction of granulocytes and among low-

density granulocytes in non-pregnant (НБ), pregnant women in I (Б I) and III trimesters (Б III). 

Data (A) are presented in the form of median and interquartile range, Me (Q1-Q3); percentage ratio of 

CD16hi/CD16int cells; values of "p" are presented according to the Kruskal-Wallis criterion with the posteriori Dunn test] 

Согласно данным литературы и нашим ранее проведенным исследованиям, гормоны, продуцируемые 

плацентой при беременности, оказывают мощные модулирующие эффекты на функциональную актив-

ность нейтрофилов периферической крови [Некрасова, Ширшев, 2013; Патурова и др., 2018]. Можно 

полагать, что выявленные нами функциональные особенности нейтрофилов при беременности также 

объясняются влиянием гормонов плаценты, поскольку нейтрофилы экспрессируют специфические ре-

цепторы к гормонам беременности [Revelli, Mascobrio, Tesarik, 1998]. Учитывая способность нейтрофи-

лов к инфильтрации тканей матки и участию в иммунном отторжении, модуляция их цитотоксической 

активности важна не только для обеспечения антимикробной резистентности, но и благополучного тече-

ния беременности. Полученные результаты раскрывают новые механизмы регуляции функциональной 

активности нейтрофилов при беременности. 
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Рис. 3. Процент CD16hi- и CD16int-гранулоцитов, позитивных по экспрессии GLUT-1 (А), CD107a (Б), 

включению митохондриального зонда MitoSpy Green (В) в общей фракции гранулоцитов и среди 

гранулоцитов низкой плотности у небеременных (НБ), беременных в I (Б I) и III триместрах (Б III). 

Данные представлены в виде медианы и межквартильного размаха, Me (Q1-Q3); (В) по оси ординат 

представлена медиана интенсивности флуоресценции (MFI, Median Fluorescence Intensity) в клетках, 

содержащих MitoSpy Green FM; значения «p» представлены по критерию Крускала-Уоллиса 

[The percentage of CD16hi- and CD16int-granulocytes positive for the expression of GLUT-1 (A), CD107a (Б), the 

inclusion of MitoSpy Green mitochondrial probe (В) in the total fraction of granulocytes and among low-density 

granulocytes in non-pregnant (НБ), pregnant women in the I (Б I) and III trimesters (Б III) 
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Заключение 

Таким образом, при физиологически протекающей беременности в периферической крови увеличива-

ется количество гранулоцитов низкой плотности. В динамике беременности количество CD16int-

нейтрофилов нарастает, а CD16hi-нейтрофилов снижается как в общей фракции гранулоцитов, так и сре-

ди клеток низкой плотности. Различия между нейтрофилами низкой плотности и общей фракции грану-

лоцитов выявлены по показателям метаболической активности в III триместре беременности. Также в III 

триместре беременности CD16int-нейтрофилы характеризуются меньшей цитотоксичностью как в общей 

фракции гранулоцитов, так и среди клеток низкой плотности по сравнению с CD16hi -нейтрофилами. По-

лученные результаты важны для понимания механизмов регуляции функций нейтрофилов при беремен-

ности и перспективны для направленной модуляции функций нейтрофилов периферической крови. 
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On the 100th anniversary of Alexander Stepanovich Utochkin  

Viktor E. Efimik1, Sergei L. Esyunin2 

1, 2 Perm State University, Perm, Russia 
1 efimik.viktor@mail.ru 
2 esyunin@psu.ru 

 

В этом году 15 октября исполни-

лось 100 лет одному из крупных рос-

сийских систематиков пауков – Алек-

сандру Степановичу Уточкину. 

Родился Александр Степанович в 

крестьянской семье в селе Канадей 

Николаевского района Ульяновской 

области. Как и многие его сверстники, 

в 1942 г. был призван на фронт Вели-

кой Отечественной войны. Участво-

вал в боях под Вязьмой, на Орловско-

Курской дуге и под Смоленском, был 

награжден орденами и медалями. По-

сле трех ранений в 1944 г. был 

направлен на трудовой фронт. Работая 

на заводе в г. Дзержинске Нижегород-

ской (тогда Горьковской) области, 

параллельно доучивался в вечерней 

школе, которую не удалось закончить в тяжелые военные годы. 

В 1950 г. Александр Степанович поступил на биологический факультет Пермского университета. С это-

го времени и до последних дней вся дальнейшая его жизнь была связана с деятельностью университета. 

Со студенческих лет Александр Степанович увлекся научной работой. Его учителем и наставником 

стал всемирно известный ученый, основатель Пермской арахнологической школы Дмитрий Евстратье-

вич Харитонов (1896–1970). По окончании учебы именно Д.Е. Харитонов пригласил Александра Степа-

новича поступать в аспирантуру, а потом и работать преподавателем на кафедру зоологии беспозвоноч-

ных. В 1972 г. он был избран на должность заведующего кафедрой, которой руководил до 1983 г. 

В начале своей научной деятельности Александр Степанович занимался изучением биологии пауков-

каракуртов, участвуя в довольно опасных экспедициях в советские республики Средней Азии. Затем он 

переключился на систематику пауков-бокоходов (сем. Thomisidae). По этой теме им выполнен ряд работ, 

получивших известность как в стране, так и за рубежом. А.С. Уточкин подготовил и успешно защитил в 

1964 г. кандидатскую диссертацию на тему «Пауки сем. Xysticidae фауны СССР», которая легла в основу 

монографии, в которой описано 14 новых для науки видов и представлен определительный ключ 39 видов. 

Наряду с таксономическими исследованиями, в результате которых им было описано 26 новых для 

науки видов, в круг интересов Александра Степановича входили исследования по фауне пауков Ураль-

ского региона и прилежащих территорий. 

Александр Степанович имел обширные контакты с отечественными и зарубежными специалистами-

арахнологами. Многие годы он был главным редактором межвузовских сборников научных трудов, по-
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священных результатам исследований паукообразных: «Вопросы арахноэнтомологии», Пермь, 1971, 

1977; «Фауна и экология насекомых», Пермь, 1981, 1990; «Фауна и экология паукообразных», Пермь, 

1988. Начиная с 1971 г. и до последних дней работал в качестве корреспондента Международного Цен-

тра арахнологической документации в Париже (C.I.D.A) и представлял сведения о работах, выполненных 

в стране. Он оказывал большую консультационную помощь многим отечественным специалистам, вел 

обширную переписку с зарубежными коллегами. На координационном Всесоюзном совещании арахно-

логов (Ленинград, 1984 г.) он был избран в состав бюро секции арахнологии при Всесоюзном энтомоло-

гическом обществе. 

Коллеги-арахнологи увековечили память о пермском арахнологе, назвав в его честь четыре вида пау-

ков: Ozyptila utotchkini Marusik, 1990, Synema utotchkini Marusik et Logunov, 1995 (Thomisidae) и Philo-

dromus utotchkini Marusik, 1991, Tibellus utotchkini Ponomarev, 2008 (Philodromidae). 

Статья поступила в редакцию 10.11.2024; одобрена после рецензирования 19.11.2024; принята к публикации 
26.11.2024. 
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