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УДК 577.345

СВЕРХСЛАБАЯ ФОТОННАЯ ЭМИССИЯ БИООБЪЕКТОВ:  
ВОЗМОЖНОЕ БИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ  
И ПУТИ ПРАКТИЧЕСКОГО ИСПОЛЬЗОВАНИЯ

В. А. КОСТЮК1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Широко распространенная в природе способность биообъектов испускать фотоны (биофотоны) позволила создать 
приборы для неинвазивного и непрерывного контроля метаболизма органов и тканей, применяемые в качестве мощ­
ного клинического диагностического инструмента, а также в целях визуализации и пространственно-временного 
анализа функционирующих органов, и в частности мозга. Многочисленные экспериментальные данные, сви­
детельствующие об участии биофотонов в процессах меж- и внутриклеточной коммуникации, послужили тео­
ретическим обоснованием медицинского использования низкоинтенсивной световой терапии для эффективного 
лечения широкого спектра заболеваний, в том числе при замедленном заживлении ран, болях при артрите, остром 
инсульте.

Ключевые слова: биофотоны; митогенетическое излучение; биосигнализация; низкоинтенсивная световая те­
рапия; оксидантный стресс.
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SUPERWEAK BIOPHOTON EMISSION:  
POSSIBLE BIOLOGICAL SIGNIFICANCE  

AND WAYS OF PRACTICAL USE

V. A. KOSTYUK а

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus

Widespread in nature ability of biological objects to emit photons (biophotons) made it possible to create devices for 
non-invasive and continuous monitoring of the metabolism of organs and tissues, used as a powerful clinical diagnostic 
tool, as well as for visualisation and spatio-temporal analysis of functioning organs and, in particular, the brain. Numerous 
experimental data indicating the participation of biophotons in the processes of inter- and intracellular communication 
served as a theoretical basis for the medical use of low-intensity light therapy for the effective treatment of a wide range 
of diseases, including delayed wound healing, pain in arthritis, and acute stroke.

Keywords: biophotons; mitogenetic radiation; biosignaling; low-intensity light therapy; oxidative stress.

Введение
В настоящее время хорошо известно, что, помимо физических (естественных или искусственных) ис­

точников ионизирующего и неионизирующего излучения, которые обладают высокой энергией и в за­
висимости от дозы способны вызывать повреждения, приводящие к немедленной гибели клеток путем 
некроза либо инициирующие внутренние или внешние сигнальные пути, включающие механизмы апоп­
тоза, источником излучения могут быть живые объекты. Исследование сверхслабого фотонного излуче­
ния живой материи было начато в 1920-х гг. российским биологом А. Г. Гурвичем, который обнаружил 
изменение митотического режима у одного биологического объекта (детектора) под внешним нехими­
ческим воздействием другого биологического объекта (индуктора) и назвал это явление митогенетиче­
ским эффектом (МГЭ) [1]. На основании экспериментов с различными УФ-экранами сделан вывод, что 
действующим фактором индукторов является УФ-свет очень низкой интенсивности с длиной волны 
менее 350 нм. Эти световые волны получили название митогенетического излучения (МГИ) [2; 3]. МГЭ 
и МГИ вызвали огромный интерес научного сообщества, что привело к значительным академическим 
достижениям, включая публикацию известными биологами, физиками и химиками статей в ведущих 
журналах (например, не менее 10 статей в журнале «Nature») [4]. Однако наряду с исследованиями, 
показывающими существование межклеточной коммуникации посредством электромагнитного излу­
чения, приводящей к  стимуляции деления клеток, активации нейтрофилов, индукции респираторного 
взрыва и изменению стадий развития, были и многочисленные безуспешные попытки подтвердить био­
логическое значение МГИ. Подробный анализ результатов этих исследований приведен в ряде ориги­
нальных и обзорных статей [4 – 9].

Общие представления о биофотонах 
Хотя данные, касающиеся биологических эффектов МГИ, довольно противоречивы, способность 

биообъектов испускать фотоны (биофотоны) в спектральном диапазоне от 350 до 1300 нм оказалась 
широко распространенной в природе [6]. Еще в 1934 г. была выдвинута гипотеза, что МГИ возникает 
в результате рекомбинации свободных радикалов [9]. Последующие исследования доказали, что появле­
ние биофотонов связано с биолюминесцентными радикальными и нерадикальными реакциями активных 
форм кислорода (АФК) и активных форм азота (АФА), а также с процессами превращения и рекомбина­
ции возбужденных состояний [10 –12]. 

Эмиссия биофотонов биохимически отличается от более известного явления биолюминесценции. 
Так, биолюминесценция (как, например, у светлячков) обычно видна без использования специально­
го оборудования и происходит благодаря наличию специальных ферментных механизмов, в частности 
системы люциферин – люцифераза. Излучение биофотонов, напротив, намного слабее (как правило, 
составляет менее 1000 фотонов в секунду на 1 см2, что на несколько порядков ниже уровня излучения, 
видимого глазом [13]) и протекает в обычных клетках и тканях. Современные разработки в области 
обнаружения МГИ с использованием малошумящих фотоэлектронных умножителей и способов их ре­
гистрации с помощью фоточувствительных матриц цифровых устройств с зарядовой связью позволяют 
усилить световой сигнал в 100 млн раз и детектировать даже отдельные фотоны  [14]. Установлено, 
что в ходе естественных метаболических процессов, происходящих в различных живых организмах, 
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наблюдается постоянное и спонтанное сверхслабое излучение биофотонов в диапазоне от нескольких 
единиц до нескольких тысяч фотонов без какого-либо внешнего воздействия [8]. В частности, пока­
зано, что биофотоны могут возникать в виде когерентного излучения, и хроматин был предложен как 
один из наиболее важных источников излучения биофотонов [15;  16]. Получены убедительные экс­
периментальные данные, свидетельствующие, что эти процессы активируются в момент гибели клеток, 
в результате чего излучение становится намного сильнее, чем испускаемое в нормальных условиях [17].

Благодаря достижениям в области фотодетектирования в УФ, видимом и ближнем инфракрасном 
диапазонах электромагнитного спектра удалось визуализировать процессы окислительного метаболиз­
ма и окислительного стресса во времени и пространстве. С начала 1980-х гг. ученые регистрировали 
излучение биофотонов из печени, сердца, легких и мышечной ткани млекопитающих [18–23]. Данная 
методология использовалась для анализа излучения как цельных органов, так и тканевых гомогенатов 
и субклеточных фракций. Было показано, что митохондрии и микросомы (сферические частицы, об­
разующиеся при разрушении эндоплазматического ретикулума) являются преобладающими источни­
ками излучения клеточных биофотонов [24–26] благодаря наличию в данных структурах мембранно-
связанных систем переноса электронов. В митохондриях это дыхательная цепь, локализованная на 
внутренней мембране, в микросомах – короткая электронтранспортная цепь, включающая флавопротеи
ды и цитохром P450. В обеих структурах максимальная фотоактивность наблюдается в присутствии 
кислорода. Для более точной идентификации молекулярного источника биофотонов в клетках печени, 
мозга, легких и сердца, а также в микросомальных фракциях печени был проведен спектральный ана­
лиз испускаемого излучения и выявлен ряд полос излучения в диапазоне 400 –700 нм, свидетельствую
щих, что основным источником испускания биофотонов во время свободнорадикальных процессов, 
и в частности перекисного окисления липидов, является синглетный молекулярный кислород [24 –31]. 

Нервные клетки также непрерывно испускают биофотоны. Интенсивность излучения биофотонов 
находится в прямой зависимости от нервной активности, церебрального кровотока и энергетического 
метаболизма (окислительных процессов) [32; 33]. По данным [34], существует корреляция между ко­
лебаниями излучения биофотонов и колебаниями амплитуды альфа-ритма. Считается, что состояние 
биофотонного поля человека может быть связано с состоянием мозга, характеризуемым электроэнце­
фалограммой (ЭЭГ) (например, степенью синхронизации и когерентности), хотя исследования, досто­
верно подтверждающие согласованность биофотонного поля и показаний ЭЭГ, пока не проведены [35].

Поскольку излучение биофотонов связано с генерацией АФК и образованием электронно-возбуж­
денных состояний в биологических системах, регистрацию биофотонов можно использовать в качестве 
мощного клинического диагностического инструмента. Возможность неинвазивно и непрерывно кон­
тролировать метаболизм органов и тканей, оценивать окислительно-восстановительный статус и сте­
пень оксидантного стресса in vivo, регистрируя продукцию биофотонов, обеспечивает существенное 
преимущество данной методологии перед методами, базирующимися на использовании электронного 
спинового резонанса, анализе углеводородного спектра в выдыхаемом воздухе или накопления продук­
тов перекисного окисления в плазме крови [36 – 40]. Кроме того, на основе обнаружения биофотонов 
разработаны методы визуализации и пространственно-временного анализа. Двумерная биофотонная 
визуализация мозга крысы in  vivo осуществлена в  1999  г., когда с  помощью высокочувствительной 
сверхмалошумящей системы камер было продемонстрировано, что пространственно-временная эмис­
сия биофотонов в головном мозге крысы коррелирует с энергетическим метаболизмом мозга и окисли­
тельным стрессом [33]. Окислительный стресс клеток можно определить как дисбаланс между окси­
дантами и антиоксидантами в пользу оксидантов, приводящий к нарушению редокс-передачи сигналов 
и окислительному повреждению биомолекул [41]. Развитие окислительного стресса в клетках и тканях 
может происходить в результате воздействия многочисленных внешних факторов (химических, физи­
ческих и биологических) [42]. В частности, получены убедительные доказательства, свидетельствую­
щие, что окислительный стресс способны вызывать фармакологические препараты, имеющие в своей 
структуре хинонные группы [43]. Хиноны широко используются в качестве противоопухолевых, анти­
бактериальных или противомалярийных препаратов и фунгицидов. Окислительный стресс возникает, 
когда хинон восстанавливается редуктазами до семихинонового радикала, который восстанавливает 
кислород до супероксидных радикалов и преобразует хинон. Этот окислительно-восстановительный 
цикл и активацию кислорода можно рассматривать как побочную реакцию, которая создает цитотокси­
ческие уровни перекиси водорода и окисленного глутатиона (GSSG). Кроме того, большинство хино­
нов образуют конъюгаты с восстановленным глутатионом (GSH), которые также вовлекаются в побоч­
ный окислительно-восстановительный цикл, ведущий к активации кислорода [43]. Среди производных 
п-бензохинона очень высокая цитотоксическая активность, обусловленная рассмотренными выше ме­
ханизмами, была обнаружена у 2,3,5-(CH3)-3-бензохинона (кумохинон) и 2,3,5,6-(CH3)-4-бензохинона 
(дурохинон) [44].
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Термин «сверхслабая биолюминесценция» («сверхслабая фотонная эмиссия биообъектов») может 
вводить в заблуждение, поскольку можно думать, что в силу чрезвычайно низкой продукции биофотоны 
не важны для клеточных процессов и организма в целом. Однако теоретические выкладки, учитываю
щие способность внутриклеточных хромофоров поглощать фотоны, позволяют считать, что реальная 
интенсивность потока биофотонов, генерируемого в клетках, может быть на 2 порядка выше, чем ин­
тенсивность, которую можно было бы ожидать от измерения сверхслабой биолюминесценции, обычно 
осуществляющейся макроскопически на расстоянии нескольких сантиметров от ткани или клеточной 
культуры [45– 48]. Причем поглощение «сигнальных биофотонов» происходит в клетках наиболее ин­
тенсивно [48]. Биофотоны могут поглощаться естественными хромофорами, такими как кольца порфи­
рина, флавиновой кислоты, пиридиновые кольца, липидные хромофоры, ароматические аминокислоты 
и др. [29; 48–50]. Митохондриальные цепи переноса электронов содержат несколько хромофоров, среди 
которых наиболее значимым является фермент цитохромоксидаза [29; 49]. В результате поглощения 
биофотонов светочувствительными молекулами последние переходят в электронно-возбужденное со­
стояние, которое обычно характеризуется другими химическими и физическими свойствами по срав­
нению с основным состоянием. При этом биофотоны могут выполнять сигнальную функцию, запуская 
и регулируя меж- и внутриклеточную передачу сигналов [51]. 

Механизм продукции и физиологическая  
роль биофотонов в митохондриях нервных клеток

Считается, что микротрубочки (МТ) играют важную роль в передаче сигналов и обработке инфор­
мации, которые происходят в мозге [52–54]. Нейроны позвоночных обычно имеют нитчатые мито­
хондрии, связанные с МТ цитоскелета и образующие вместе с ними непрерывную сеть (митохонд
риальный ретикулум) [55]. В составе таких структур митохондрии благодаря МТ способны совершать 
быстрые движения [56]. Показатель преломления как митохондрий, так и МТ выше, чем у окружающей 
цитоплазмы [48]. Это означает, что митохондрии и МТ могут действовать как оптические волново­
ды, т. е. электромагнитное излучение может распространяться в их сетях [48; 53; 57]. Формирование  
и рост МТ, а следовательно, и быстрый митохондриальный трафик могут регулироваться редокс-
зависимым фосфорилированием, связанным с кальциевой сигнализацией. Таким образом, митохонд
риальный ретикулум может действовать как Ca2+-регулируемая органическая квантовая оптоволоконная 
система в нейронах. МТ состоят из димеров тубулина, каждый из которых включает восемь остатков 
триптофана [58], являющихся независимыми центрами флуоресценции. Общеизвестно, что положение 
максимумов поглощения и испускания, а также интенсивность флуоресценции зависят от конформа­
ции тубулина. Это позволяет использовать определение данных параметров в качестве стандартного 
метода оценки состояния полимеризации МТ. 

Изложенный выше феномен можно рассматривать как один из возможных механизмов, обусловли­
вающих взаимосвязь между колебаниями в процессе роста МТ и в процессе поглощения и излучения 
биофотонов. Существуют и другие энергетические состояния колебательного характера [53; 58; 59], ко­
торые реализуются на уровне димеров тубулина и MT в целом и могут поддерживаться энергией митохон­
дрий [60]. Кроме того, полимеризация МТ чувствительна к УФ [61] и синему свету [62], а митохондрии, 
как известно, являются источниками биофотонов, соответствующих этим же длинам волн [63– 65], 
что подтверждает возможность реализации молекулярных механизмов, обеспечивающих взаимосвязь 
между ростом МТ и поглощением и излучением биофотонов. Также получены убедительные данные, 
свидетельствующие, что излучение фотонов в видимом и инфракрасном диапазонах отражает патофи­
зиологические изменения в митохондриях, приводящие как к нарушению продукции АТФ, так и к раз­
витию окислительного стресса. Таким образом, регистрация кинетики испускания биофотонов и опре­
деление их спектральных характеристик позволяют оценивать функциональное состояние системы 
окислительного фосфорилирования митохондрий [33].

Биофотоны и низкоинтенсивная световая терапия
Установление сигнальной функции биофотонов послужило теоретическим обоснованием медицин­

ского использования низкоинтенсивной световой терапии (НИСТ) для эффективного лечения широко­
го спектра заболеваний, в том числе при замедленном заживлении ран, болях при артрите, остром ин­
сульте [66 – 69]. Результаты многочисленных экспериментальных исследований свидетельствуют, что 
под воздействием НИСТ активируется образование АТФ и снижается глубина окислительного стресса, 
который возникает из-за чрезмерного производства АФК или низкой эффективности антиоксидантной 
защитной системы [70 –72]. Активация митохондриальных процессов красным и ближним инфракрас­
ным светом, в свою очередь, стимулирует метаболизм в клетках и тканях, обеспечивающих развитие 
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местного иммунного ответа [73–76]. Показано, что результат воздействия красной и инфракрасной 
низкоинтенсивной фототерапии на клетки и ткани зависит от длины волны, интенсивности и частоты 
импульсов [71; 72], а также от степени оксигенации клеток и тканей и уровня продукции АФК [73]. 
По мнению ряда исследователей, вариабельность результатов лечения пациентов с помощью НИСТ 
можно объяснить различиями в редокс-состоянии клеток и тканей мишеней [77; 78]. Еще одним фак­
тором, определяющим чувствительность клеток к красному и инфракрасному свету in vitro и in vivo, 
является фаза клеточного роста [67; 71], которая, в свою очередь, связана с уровнем АФК [78; 79].

Есть мнение, что НИСТ и биофотоны имеют общие молекулярные механизмы, и, подобно НИСТ, 
биофотоны могут влиять на клетки посредством фотобиостимуляции [15; 80]. Противники этой идеи, 
которая основывается в  том числе и на работах, выполненных в 1920-х  гг. А. Г. Гурвичем  [1; 2; 5], 
в качестве возражения указывают, что низкоинтенсивные лазеры и светодиоды эффективны при ин­
тенсивности светового потока, как минимум на несколько порядков превышающей интенсивность за­
регистрированной эмиссии биофотонов. Однако выше уже указывалось, что реальная интенсивность 
потока биофотонов, генерируемого в клетках, может быть на 2 порядка выше, чем интенсивность, кото­
рую можно было бы ожидать от измерения сверхслабой биолюминесценции [45– 48]. Таким образом, не­
смотря на отсутствие убедительных доказательств, несколько лабораторий в разных странах продолжают 
проводить систематические исследования возможной роли биофотонов в межклеточной коммуникации.

Межклеточная коммуникация  
сигналами, проходящими через неводную среду

Интересное исследование, подтверждающее наличие физической связи между клетками, находящи­
мися на значительном удалении друг от друга, выполнено с использованием Paramecium caudatum – 
одноклеточного пресноводного, обитающего в Евразии [81]. Авторы работы изучали, каким образом 
плотность клеток-индукторов влияет на рост популяции как самих клеток-индукторов, так и клеток-
детекторов. С этой целью две популяции были отделены друг от друга с помощью кварцевых или сте­
клянных кювет (флаконов) двух размеров. Клетки-индукторы с плотностью в диапазоне 50 –300 клеток 
на 1 мл помещали в большие кюветы, а клетки-детекторы с начальной плотностью 5 клеток на 1 мл 
помещали в малые кюветы, которые располагали внутри больших кювет. Такие пары взаимно экспони­
ровались в условиях полной темноты в течение 48 ч, после чего определялась плотность клеток в кюветах 
и рассчитывалась скорость роста популяций. Оказалось, что скорость роста популяции клеток-индукторов 
была обратно пропорциональна их исходной плотности. Однако наибольший интерес представляют ре­
зультаты, свидетельствующие, что и скорость роста популяции клеток-детекторов как в кварцевых, так 
и в стеклянных кюветах уменьшалась с увеличением плотности клеток-индукторов во внешней кювете. 
При этом эффект подавления роста популяции клеток-детекторов отсутствовал, когда внутренние кю­
веты были экранированы графитом, который, как известно, экранирует электромагнитное излучение 
от 109 до 1015 Гц, поскольку поглощает энергию от микроволн до света. 

Синхронность клеточных ответов механически разделенных биологических систем хорошо известна. 
Обычно такое синхронное поведение обеспечивается с помощью химической или электрической сигна­
лизации. Однако со времени публикации работ А. Г. Гурвича получены многочисленные данные, свиде­
тельствующие, что механизмы синхронизации поведения биообъектов могут реализовываться и при уча­
стии биофотонов. В этом плане весьма интересны эксперименты, выполненные А. Фархади и др. [82], 
в которых культура клеток Caco-2 была разделена на три группы. Клетки-индукторы подвергали воз­
действию H2O2. Клетки-детекторы помещали в отдельные контейнеры рядом с клетками-индукторами, 
но не подвергали воздействию H2O2. Контрольные клетки также не подвергали воздействию H2O2, но 
инкубировали в  соседней лаборатории. В качестве тестируемых маркеров оценивали концентрацию 
общего белка, активацию фактора транскрипции NFκB – ключевого звена внутриклеточной передачи 
сигналов, связанных с воздействием на клетки различных стресс-факторов, а также изменение морфо­
логии актиновых филаментов цитоскелета и нарушение соединительных клеточных контактов через 
10; 30 и 60 мин после воздействия. Установлено, что воздействие H2O2 на клетки-индукторы привело 
к значительному снижению общего содержания белка (–50 %), увеличению ядерной активации NFκB 
(+38 %) и структурному повреждению цитоскелета в 56 % клеток по сравнению с контролем. Сходные, 
хотя и несколько менее выраженные, изменения – снижение общего содержания белка (– 48 %), уве­
личение ядерной фракции NFκB (+35 %) и структурные повреждения цитоскелета (25 %) – отмечены 
и у клеток-детекторов. 

Межклеточная коммуникация сигналами, проходящими через неводную среду, была выявлена и в слу­
чае развития окислительного стресса в клетках-индукторах под воздействием триметил-п-бензохинона 
(кумохинон)  [83]. В  этих экспериментах использовались кератиноциты HaCaT, фибробласты легких 
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и клетки рака молочной железы MCF-7. Клетки высевали в 96-луночных планшетах таким образом, что 
на каждом планшете был ряд (8 лунок) клеток-индукторов, по обе стороны которого находились два 
ряда (16 лунок) клеток-детекторов, через четыре ряда от клеток-индукторов высевали условно-контроль­
ные клетки. После достижения клетками 100 % монослоя полную ростовую среду заменяли на среду 
без сыворотки, которая в случае клеток-индукторов дополнительно содержала 200 мкмоль/л кумохи­
нона. Клетки культивировали 24 ч, после чего различными методами оценивали их жизнеспособность. 
В результате развития оксидантного стресса в клетках-индукторах наблюдалась не только практически 
стопроцентная гибель последних, но и достоверная гибель клеток-детекторов. Наиболее выраженный 
эффект был отмечен для кератиноцитов HaCaT, в случае которых количество жизнеспособных клеток 
снижалось более чем на 80 %, тогда как в экспериментах с культурой MCF-7 количество жизнеспо­
собных клеток снижалось менее чем на 40 %. Интересно, что внесение в среду культивации клеток-
детекторов ингибиторов апоптоза достоверно повышало количество жизнеспособных клеток через 24 ч 
инкубации. Таким образом, выявлена способность различных типов клеток в условиях окислительного 
стресса, вызванного п-бензохиноном, генерировать сигналы смерти, которые могут воздействовать на 
клетки-мишени на больших расстояниях через неводную среду, что приводит к их морфологическим 
изменениям и потере жизнеспособности. 

Представленные выше результаты могут рассматриваться как доказательства в поддержку нехими­
ческой неэлектрической межклеточной коммуникации. Такого рода сигналы, возможно, играют роль 
в синхронных клеточных ответах на повреждающие стимулы, что может обусловить ряд клеточных фе­
номенов, которые трудно объяснить, основываясь только на обычных клеточных сигнальных системах. 
Р. А. Миллер и Б. Уэб [84] рассматривали нехимическую коммуникацию между клетками как функцию 
генома, который может напрямую отправлять и получать электромагнитную информацию. Недавно 
было высказано предположение, что электроакустические резонансы между сходными последователь­
ностями ДНК составляют основу передачи сигналов в геноме и координируют функцию клетки [85].

Заключение
Наряду с хорошо известными физическими источниками ионизирующего и неионизирующего излу­

чения в 1920-х гг. А. Г. Гурвичем было обнаружено, что живые объекты также могут быть источником 
излучения, получившего название «митогенетическое излучение». Последующие исследования дока­
зали, что способность биообъектов испускать фотоны (биофотоны) широко распространена в природе 
и связана с биолюминесцентными радикальными и нерадикальными реакциями и процессами пре­
вращения и рекомбинации возбужденных состояний. Кроме того, биофотоны могут возникать в виде 
когерентного излучения, генерируемого на уровне хроматина и митохондриального ретикулума. Со­
временные разработки в области обнаружения МГИ позволили создать приборы для неинвазивного 
и непрерывного контроля метаболизма органов и  тканей, способные детектировать даже отдельные 
фотоны, и использовать их в качестве мощного клинического диагностического инструмента, а также 
для визуализации и пространственно-временного анализа функционирующих органов, и в частности 
мозга. К настоящему времени получено много экспериментальных данных, свидетельствующих, что 
биофотоны способны участвовать в процессах меж- и внутриклеточной коммуникации. Установление 
сигнальной функции биофотонов послужило теоретическим обоснованием медицинского использова­
ния НИСТ для эффективного лечения широкого спектра заболеваний.
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КАТАЛАЗА КЛЕТКИ:  
СТРОЕНИЕ, БИОГЕНЕЗ, МНОГООБРАЗИЕ, ФУНКЦИИ

Т. Л. АЛАДЬЕВА1), С. М. ЗИМАТКИН 1)

1)Гродненский государственный медицинский университет,  
ул. Горького, 80, 230009, г. Гродно, Беларусь

Каталаза – важный антиоксидантный фермент, который разрушает пероксид водорода, образующийся в ре­
зультате нормального метаболизма клетки, до воды и кислорода, предупреждая перекисное окисление липидов 
мембран и повреждение клетки. В настоящем обзоре анализируется и обобщается информация об истории от­
крытия, строении, биогенезе, полиморфизме и биологических функциях каталазы клеток.

Ключевые слова: каталаза клетки; пероксид водорода; окислительный стресс.

CELLULAR CATALASE:  
STRUCTURE, BIOGENESIS, DIVERSITY, FUNCTIONS

T. L. ALADYEVAa, S. M. ZIMATKIN a

aGrodno State Medical University, 80 Horkaha Street, Hrodna 230009, Belarus
Corresponding author: T. L. Aladyeva (aladyevatl@mail.ru)

Catalase is an important antioxidant enzyme that destroys hydrogen peroxide formed in a result of normal cell meta
bolism, with the formation of water and oxygen, preventing lipid peroxidation of membranes and cell damage. This review 
analyses and summarises information about the history of discovery, structure, biogenesis, polymorphism and biological 
functions of cellular catalase.

Keywords: cellular catalase; hydrogen peroxide; oxidative stress.

Введение
Каталаза (КФ 1.11.1.6) – фермент, относящийся к классу оксидоредуктаз. Она катализирует гетеро­

литическое расщепление О — О-связи в пероксиде водорода (Н2О2 ) с образованием молекулярного кис­
лорода и воды [1] и является одним из основных ферментов, предотвращающих накопление пероксида 
водорода в клетке [2]. Это особенно важно в связи с тем, что в результате действия H2O2 мембранные 
липиды подвергаются перекисному окислению, которое повреждает структуру мембран и нарушает их 
функции. При этом образуются высокореактивные гидроксильные радикалы, вызывающие дальнейшее 
повреждение и гибель клетки [3].
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Исследования каталазы имеют давнюю историю [4]. В 1818 г. Л. Ж. Тенар и Ж. Л. Гей-Люссак от­
крыли пероксид водорода, а позже Л. Ж. Тенар заметил, что ткани животных и растений его разлагают. 
Вещество, ответственное за эту реакцию, в 1900 г. О. Лоу назвал каталазой [5], высказав предположе­
ние, что нет ни одного растения или животного, которые существовали бы без данного фермента [6]. 
Известно, что даже некоторые анаэробные бактерии содержат каталазу [7]. Ген каталазы человека был 
выделен и охарактеризован в 1986 г. Он расположен на хромосоме 11, полосе р13 и разделен на 13 эк­
зонов 12 интронами и промежутками [8; 9].

Каталаза – это фермент с очень высокой каталитической активностью [10 –12]. При этом скорость ре­
акции лимитируется лишь скоростью диффузии субстрата к активному центру каталазы [12; 13]. Фермент 
сохраняет высокую каталитическую активность в широком диапазоне рН (5,0 –10,5), он термостабилен 
и устойчив к действию органических растворителей (спирт, ксилол, ацетон и др.) [14].

Каталаза содержится преимущественно в пероксисомах (концентрация – до 10– 6 моль/л) [15], в мень­
шей степени в митохондриях [16; 17] и микросомах [18] всех типов про- и эукариотических аэробных 
клеток, но, в отличие от других ферментов антиоксидантной системы, не требует восстановителя для 
протекания реакции [19].

Широкое распространение, фундаментальное значение каталазы в живой природе и важные прикладные 
аспекты ее функций в организме определяют необходимость дальнейшего исследования этого фермента.

Строение каталазы
Каталаза представляет собой гомотетрамерный белок c молекулярной массой 240 кДа [20], который 

содержит четыре гема (в составе каталазы присутствует 0,09 % железа, по одному атому железа прихо­
дится на один мономер фермента) [21] с молекулярной симметрией 222 (по системе Германа – Могена). 
Каждая субъединица включает 527 аминокислотных остатков, один гем, а именно протопорфирин IX 
железа(III), и прочно связанную молекулу НАДФН [6; 22; 23].

Субъединица каталазы разделена на четыре домена: N-концевое нитевидное плечо (содержит дисталь­
ный гистидин – незаменимую аминокислоту для каталазной реакции); С-концевые спирали; оборачиваю
щую петлю; b-баррель [20; 24]. b-Нити расположены антипараллельно и формируют линейный b-лист 
(b-складчатый лист), при этом первая и последняя нити взаимодействуют в месте соединения, образуя 
классическую бочкообразную форму, от которой происходит их название – b-баррель (b-бочонок) [25]. 
Каждая субъединица имеет гидрофобное ядро, включающее b-баррель из восьми переплетенных анти­
параллельных b-нитей (b1 – β8), окруженный a-спиралями [24]. Между нитями b1 – β4 расположен гем, 
нити b5 – β8 принимают участие в создании кармана, связывающего НАДФН. N-концевое нитевидное 
плечо субъединицы (остатки 5–70) соединяет две субъединицы через длинную оборачивающую петлю 
(остатки 380 – 438). На одной из граней b-баррелей спиральная область состоит из четырех С-концевых 
спиралей (рис. 1) [26].

Вода заполняет промежутки между данными четырьмя доменами субъединицы и между субъедини­
цами внутри тетрамера (как в любом гидрофильном белке), но в каталазе есть гидрофобный β-баррель 
и область в непосредственной близости от активного центра, которые практически не имеют структур­
ных молекул воды [21]. Помимо гема, активная часть фермента содержит по одной прочно связанной 
молекуле НАДФН в каждой субъединице [6; 27]. Механизм сборки этой сложной конструкции пока 
остается неизвестным [1; 28].

Биогенез каталазы млекопитающих
Клеточные механизмы, влияющие на биогенез каталазы, до настоящего времени не совсем ясны. 

Ранее сообщалось о наличии апокаталазы (промежуточного продукта созревания каталазы)  [29; 30], 
при этом недостаток гема может увеличивать пул апокаталазы и способствовать ее обороту [31; 32].

Первоначально считалось, что каталаза в основном является пероксисомным белком, но последую­
щие исследования показали также значительный цитозольный пул [29; 33].

Для пероксисомной транслокации каталазы требуется челночный рецептор (PEX5), который взаи­
модействует только с мономерной каталазой. Следует отметить, что PEX5 функционирует как раство­
римый рецептор, распознающий белки в цитозоле и способствующий их перемещению через мембрану 
внутрь пероксисом [34]. Это взаимодействие ингибирует тетрамеризацию каталазы в цитозоле, так как 
тетрамеризация  – пероксисомное явление. Однако некоторые зарубежные исследователи сообщают, 
что цитозольная сборка каталазы может происходить независимо от пероксисом: ферментативно актив­
ные тетрамерные комплексы образуются и в цитозоле (рис. 2) [35]. М. Уэда и его соавторы в результате 
проведения анализа белковой структуры каталазы бычьей печени выявили, что N-концевой участок ка­
талазы важен для полной сборки белка в активный тетрамер, а консервативная спираль a2 необходима 
не только для сборки тетрамера, но и для связывания гема [36]. 
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Порядок событий в процессе биогенеза каталазы: шаг 1 – связывание гема с частично свернутой моно
мерной апокаталазой; шаг  2  – олигомеризация гемилированных субъединиц с  образованием фер­
ментативно активного тетрамера. В отсутствие гема апокаталаза разрушается протеазами (стадия P) 
(см. рис. 2) [32].

Каталаза в различных живых системах может встречаться в виде олигомера высокого порядка, диме­
ра или мономера [37; 38]. В некоторых случаях также было выявлено, что димерная каталаза активна. 
Однако известно, что апокаталаза не является ни активной, ни тетрамерной по структуре [26; 39].

Регуляция экспрессии генов каталазы
Структура гена каталазы человека была впервые определена Ф. Куаном [8]. В гене каталазы иденти­

фицированы несколько однонуклеотидных полиморфизмов, из которых наиболее широко изучен поли­
морфизм rs1001179 (C262T) [40; 41]. Полиморфизм C262T кодируется в промоторной области и влияет 
на регуляцию транскрипции и сплайсинга [42]. По сравнению с аллелем варианта С аллель варианта Т 
полиморфизма C262T указывает на более низкую активность фермента и повышает содержание актив­
ных форм кислорода (АФК) [43].

Экспрессия генов каталазы регулируется на уровне транскрипции  [44; 45] активированным проли­
фератором пероксисом рецептором g (PPARg) [46; 47]. Известно, что PPARg – это активируемый лиган­
дом транскрипционный фактор, который контролирует экспрессию гена каталазы непосредственно через 

Рис. 1. Кристаллическая структура молекулы каталазы эритроцита человека:  
1 – N-концевое нитевидное плечо; 2 – b-баррель; 3 – С-концевая спираль;  

4 – b-нить b-барреля; 5 – a-спираль. 
Источник: [24]

Fig. 1. Crystal structure of the human erythrocyte catalase molecule:  
1 – N-terminal filamentous arm; 2 – b-barrel; 3 – C-terminal spiral;  

4 – b-thread of β-barrel; 5 – a-spiral. 
Source: [24]

Рис. 2. Сборка каталазы из апопротеина и гема
Fig. 2. Assembly of catalase from apoprotein and heme
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PPARg-связывающие элементы в его промоторной области. Лиганды PPARg, которыми в основном яв­
ляются тиазолидиндионы (сиглитазон, росиглитазон, пиоглитазон), повышают количество мРНК и ак­
тивность каталазы [48; 49]. Целевым геном для PPARg выступает ген каталазы [50].

При длительном воздействии АФК снижают экспрессию каталазы путем гиперметилирования CpG-
сайтов в промоторе гена каталазы. Причем АФК регулируют каталазу не только по прямому механизму, 
но и через транскрипционный активатор Oct-1 [51].

Также регуляция каталазы может осуществляться белком р53 (опухолевый супрессор). При повреждении 
ДНК он активирует несколько генов, обусловливающих повышенное образование АФК, что способствует 
индукции апоптоза в клетках с поврежденной ДНК, не подлежащей репарации [52]. Белок р53 и его ми­
шени – р53-индуцибельная рибонуклеотидредуктаза (р53R2) и р53-индуцибельный ген 3 (PIG3) – взаимо
действуют с каталазой для эффективной регуляции внутриклеточных АФК в зависимости от интен­
сивности окислительного стресса. В физиологических условиях антиоксидантные функции белка р53 
опосредуются рибонуклеотидредуктазой р53R2, которая поддерживает повышенную активность ката­
лазы и тем самым защищает клетку от эндогенных АФК [53].

Ряд исследований показали, что экспрессия генов каталазы может быть стимулирована H2O2 [54; 55] 
или окисленными липидами [56].

Каталитические реакции с участием каталазы
Ферментативная реакция, приводящая к разрушению Н2О2, происходит в два этапа. Первый этап 

включает окисление железа гема с использованием H2О2 в качестве субстрата с образованием соедине­
ния I каталазы (КAT-I): 

Каталаза + H2О2 → КAT-I + H2О.
На втором этапе другая молекула H2О2 выступает донором электрона (восстановление соединения I): 

КAT-I + H2О2 → Каталаза + H2О + О2.
Таким образом, соединение I каталазы выполняет согласованное двухэлектронное окисление второй 

молекулы Н2О2 и возвращается в исходное состояние фермента [57; 58].
Соединение I каталазы представляет собой p-катионный радикал оксоирона(IV) порфирина (Por• +  

+ Fe(IV) —— O) – двухэлектронного продукта окисления группы гема [59], который восстанавливается 
обратно в фермент с трехвалентным железом второй молекулой пероксида водорода с выделением мо­
лекулярного кислорода и воды:
	 PorFe(III) + H2O2 → КAT-I (Por• + Fe(IV) —— O) + H2O,	 (1)

	 Por• + Fe(IV) —— O + H2O2 → PorFe(III) + H2O + O2.	 (2)
Таким образом, в каталазном цикле H2O2 действует как окислитель (реакция (1)) и восстановитель 

(реакция (2)).
Соединение I также может подвергаться внутримолекулярному одноэлектронному восстановлению, 

что приводит к образованию альтернативного соединения I, которое каталитически неактивно: 
AAPor• + Fe(IV) —— O + H+ → AA• + PorFe(IV) — OH.

Здесь белковая часть (AA) отдает электрон, который гасит радикал порфирина. Данная реакция отве­
чает за снижение активности каталазы со временем, поскольку образовавшийся промежуточный продукт 
очень медленно возвращается к изначальному состоянию фермента. НАДФН при связывании с некото­
рыми разновидностями монофункциональных каталаз выступает донором двух электронов для перехода 
AAPor• + Fe(IV) —— OH обратно в железо каталазы [60].

Каталаза в пероксисомах клетки объединена в функциональном комплексе с ферментом супероксид­
дисмутазой (СОД), их кооперативное действие представлено в реакции [61]

O H H O H O O
0B0; 070

2 22  → + .→СОД каталаза− �� 22 22O H H O H O O
0B0; 070

2 22  → + .→СОД каталаза− �� 22 22

Многообразие форм каталазы в живой природе
В настоящее время известны более 300 аминокислотных последовательностей каталазы, которые под­

разделяются на монофункциональные каталазы (свыше 225 последовательностей), бифункциональные 
каталазы-пероксидазы (более 50) и марганецсодержащие каталазы (более 25). Биохимические и физио­
логические исследования каталаз различных организмов выявили широкий спектр их каталитической 
активности, несмотря на схожую аминокислотную последовательность [10].

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=ru&prev=search&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2959186/&usg=ALkJrhgOGil5Jwmc-ODga6IIg3kYUv_oLA#FD2
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=ru&prev=search&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2959186/&usg=ALkJrhgOGil5Jwmc-ODga6IIg3kYUv_oLA#FD3
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=ru&prev=search&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2959186/&usg=ALkJrhgOGil5Jwmc-ODga6IIg3kYUv_oLA#FD4
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Каталазы развивались в организмах по трем филогенетическим направлениям. Из них два основных 
направления – гемовые ферменты с высокой каталитической активностью, но большими различиями 
в структурах активного центра, а также третичных и четвертичных структурах, такие как монофункцио
нальные (типичные) каталазы [31] и бифункциональные каталазы-пероксидазы. Третье направление – 
второстепенные негемовые марганецсодержащие каталазы. Изначально марганецсодержащие катала­
зы назывались псевдокаталазами, они присутствуют только в бактериях [62; 63].

Монофункциональные каталазы (к которым относят каталазу млекопитающих) в основном выде­
ляют из клеток животных, растений, грибов и бактерий. Молекулярные свойства каталаз этой группы 
сходны: они образованы четырьмя равными по размеру субъединицами, содержащими 2,5– 4,0 прото
гема IX на тетрамер, с молекулярной массой 225–270 кДа [39]. Отдельные белковые мономеры фер­
мента не обладают активностью по разложению пероксидов. По размеру субъединиц эту группу можно 
подразделить на каталазы с малыми (55–69 кДа) и крупными (75–84 кДа) субъединицами. Помимо раз­
мера, существует различие и в простетической группе гема. В ферментах с малыми субъединицами 
присутствует гем B (например, каталаза печени крупного рогатого скота), а в ферментах с большой 
субъединицей – гем D (например, каталаза кишечной палочки). Каждый мономер каталазы содержит 
один гем [64].

Филогенез каталазы
Филогенетический анализ, основанный на аминокислотной последовательности монофункциональ­

ной каталазы, выявил четкое подразделение фермента на три клады [65]. 
Каталазы клады 1 обладают малыми субъединицами (55–69 кДа) и содержат гем B в качестве про­

стетической группы. Преимущественно они имеют растительное происхождение. Также их содержат 
непатогенные или условно-патогенные бактерии, широко распространенные в природе, такие как Pseudo­
monas. 

Каталазы клады 2 представляют собой ферменты с крупными субъединицами (75–84 кДа), гемом D 
в качестве простетической группы и дополнительным флаводоксиноподобным доменом. Их включают 
бактерии и грибы [66]. 

Каталазы клады 3 имеют субъединицы размером 43–75 кДа, содержат гем B и НАДФН в качестве 
второго редокс-активного кофактора. Они есть у бактерий, архей, а также грибов и других эукариот. 
К этой разновидности каталаз относятся важные с научной и медицинской точек зрения каталазы эри­
троцитов человека и печени крупного рогатого скота [7; 24; 67].

В эволюционном развитии организмов каталаза была одним из первых возникших ферментов анти­
оксидантной защиты [66; 68].

Каталаза в организме человека и млекопитающих
Каталаза является широко распространенным ферментом у млекопитающих и содержится в различ­

ных органах, где ее активность значительно варьирует. Так, максимальная активность каталазы наблю­
дается в печени и эритроцитах, относительно высокая – в почках и жировой ткани, промежуточная – 
в легких и поджелудочной железе, очень низкая – в сердце и головном мозге [19; 39; 69]. У человека 
каталаза отсутствует в гладкомышечных клетках сосудов и эндотелиальных клетках. Ее активность 
также была выявлена в человеческом молоке (в 10 раз превышает таковую в коровьем молоке) [70].

Каталаза эритроцитов защищает гемоглобин путем удаления более половины пероксида водорода, 
образующегося в нормальных эритроцитах человека, которые подвергаются воздействию значитель­
ных концентраций кислорода. Также каталаза эритроцитов защищает гетерологичные соматические 
клетки от воздействия высоких уровней экзогенного Н2О2, например, в зонах воспаления [71; 72]. При 
отсутствии каталазы в эритроцитах гемоглобин окисляется Н2О2 до метгемоглобина (т. е. PorFe(III)), 
а затем до оксоирона(IV) (Por• + Fe(IV) —— O) с радикалами на основе белка. Как следствие, наблюдаются 
гемолиз эритроцитов, полимеризация гемоглобина и агрегация поврежденных эритроцитов [73].

Каталаза предохраняет b-клетки поджелудочной железы от повреждения Н2О2  [74]. Было высказа­
но предположение, что дефицит каталазы и окислительное повреждение способствуют развитию диа­
бета [75; 76].

В отличие от печени, где окисление алкоголя осуществляется преимущественно алкогольдегидроге­
назой, в головном мозге основным этанолокисляющим ферментом является каталаза [77; 78]. В голов­
ном мозге каталаза окисляет этанол до ацетальдегида, который опосредует действие алкоголя в мозге 
и участвует в патогенезе алкоголизма [77; 78]. Введение крысам ингибитора каталазы 3-амино-1,2,4-
триазола снижает добровольное потребление этанола [79].
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По количеству и динамике активности каталазы можно косвенно судить о состоянии организма, степе­
ни оксидативного стресса и уровне эндогенной интоксикации, которые являются следствием патологиче­
ских процессов [80]. Каталаза активно исследуется из-за предполагаемого ее влияния на продолжитель­
ность жизни, вероятно, за счет снижения окислительного стресса [81]. 

С. Е. Шрайнер и другие ученые в целях определения значения АФК для продолжительности жизни 
млекопитающих создали трансгенных мышей (MCAT), которые сверхэкспрессируют каталазу челове­
ка, локализованную в пероксисомах, ядре или митохондриях. Максимальная продолжительность жиз­
ни мышей MCAT была увеличена в среднем на 5,5 месяца. При этом сердечная патология и развитие 
катаракты были заторможены, продукция H2O2 и индуцированная H2O2 инактивация аконитазы ослаб
лены, а развитие митохондриальных делеций и окислительное повреждение уменьшены [82].

Заключение
Таким образом, каталаза – древнейший и широко распространенный в живой природе фермент, важ­

нейшее значение которого заключается в участии в антиокислительной защите клеток и поддержании 
клеточного окислительно-восстановительного гомеостаза. Кроме того, каталаза выступает маркером 
важных органелл клетки – пероксисом, которые преимущественно и являются носителями этого фер­
мента.
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ЭЛЕКТРИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ СЕНСОРНОГО НЕЙРОНА  
И ОБОРОНИТЕЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ МОЛЛЮСКА LYMNAEA STAGNALIS  

В УСЛОВИЯХ ПРОЛОНГИРОВАННОЙ ГИПЕРГЛИКЕМИИ
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Возрастание содержания глюкозы в гемолимфе (с 0,12 (0,05; 0,18) до 4,10 (3,18; 6,08) ммоль/л) приводит к мо­
дификации оборонительного поведения моллюсков, проявляющейся в увеличении втянутости тела животного 
в раковину и возрастании доли слабых защитных реакций в ответ на тактильную стимуляцию щупальца мол­
люска. Колебаний в длине щупалец и длительности латентного периода протракции выявлено не было. В ус­
ловиях экспериментальной гипергликемии (нахождение препарата изолированной ЦНС в 10 ммоль/л растворе 
D-глюкозы в течение 2 ч) изменяются базовые электрические характеристики FMRF-амидергического нейрона 
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RPaD1, вовлеченного в детекцию сенсорных стимулов и кардиорегуляцию у Lymnaea. Речь идет о деполяриза­
ции его мембраны, сопровождаемой увеличением частоты генерации потенциала действия при неизменности 
вольт-амперной характеристики и мембранного сопротивления (емкости и постоянной времени) по сравнению 
с контролем. Отмечено возрастание длительности фаз деполяризации и реполяризации, а также амплитуды сле­
довой гиперполяризации при неизменности других фаз спайка RPaD1. На основании выявленных особенностей 
формы потенциала действия при гипергликемии предполагается, что указанные изменения могут быть вызваны 
активацией Na+-глюкозного котранспортера и АТФ-чувствительных К+-каналов мембраны RPaD1. Действие глю­
козы следует рассматривать в качестве метаболического сигнала, в том числе и в отношении непищевых нейро­
нов мозга моллюсков.

Ключевые слова: оборонительное поведение; электрическая активность нейронов; потенциал действия; глю­
коза; FMRF-амид; метаболические сигналы.
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AT CONDITIONS OF PROLONGED HYPERGLYCEMIA
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Hemolymph glucose level rise (from 0.12 (0.05; 0.18) to 4.10 (3.18; 6.08) mmol/L) modify the defensive behaviour 
of molluscs. This results in increase of the degree of animal’s body retracted into the shell and in reinforcement of weak 
defense reactions in response to tentacles’ tactile stimulation. No fluctuations in the tentacles length and the duration of 
the latent period of protraction were found. At experimental hyperglycemia (incubation of the isolated CNS preparation in 
10 mmol/L D-glucose solution for 2 h), the basic electrical characteristics of FMRFamide-containing neuron RPaD1, 
involved in sensory stimuli detection and heart beat regulation in Lymnaea, were changed. Membrane depolarisation, ac­
companied by firing rate increase were observed, while current-voltage curve characteristics, as well as membrane resis
tance, capacity and time constant remains unchanged in comparison with control. An increase in rising and falling phases 
duration, undershoot amplitude were noted, while other parameters of the RPaD1 spike remained unchanged. Based on 
the revealed features of the action potential shape at hyperglycemia, it is assumed that these changes can be caused by the ac­
tivation of the Na+-glucose co-transporter and ATP-sensitive K+-channels of the RPaD1 membrane. The action of glucose 
should be considered as a metabolic signal also in relation to non-feeding neurons in the mollusc brain.

Keywords: defense behaviour; neuronal electrical activity; action potential; glucose; FMRFamid; metabolic signals.
Acknowledgements. This work supported by state program for scientific research «Convergence-2020» (task 3.10.2).

Введение
Различные нутриенты и метаболиты в значительной степени предопределяют особенности теку­

щего поведения животных. Среди всего разнообразия таких веществ особенно выделяется глюкоза, 
чувствительность к уровню которой в интерстиции характерна для многих клеток организма, в  том 
числе нервных [1; 2]. Согласно глюкостатической гипотезе, введенной в обиход в середине XX в. [3], 
именно реакции глюкозочувствительных клеток мозга, сосредоточенных в области гипоталамуса (если 
речь идет о млекопитающих), на повышение содержания глюкозы в крови определяют формирование 
итогового ответа организма, связанного прежде всего с корректировкой пищедобычи. Чувствитель­
ность нейронов к уровню глюкозы во внутренних жидкостях организма (кровь, гемолимфа) отмечена 
как для позвоночных [4; 5], так и беспозвоночных [6] организмов, т. е. представляет собой общее звено 
универсального механизма поддержания глюкозного гомеостаза. Более того, нервные клетки беспозво­
ночных, чувствительные к уровню глюкозы, как правило, относятся к пептидсодержащим нейронам, от­
ветственным за продукцию в том числе инсулиноподобных пептидов [7], например, у моллюсков (Lym­
naea) или регулирующим содержание инсулина и глюкагона у насекомых (Drosophila) [8].
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Ранее было установлено, что электрическая активность крупных пептидсодержащих нейронов (VD1 
и RPaD2) кардиореспираторной сети ЦНС моллюска Lymnaea stagnalis выраженно изменяется уже в пер­
вые минуты после многократного возрастания уровня глюкозы в интерстиции [9]. В сочетании с фактом 
увеличения частоты сердечных сокращений моллюска в условиях гипергликемии [10] и с учетом того, 
что работа сердца является основополагающей для формирования гидроскелета животного [11], опреде­
ляя характер движения тела моллюсков, это позволяет предположить, что некоторые моторные формы 
поведения также претерпят изменение в таких условиях. Для прудовика характерно пассивно-оборо­
нительное поведение, связанное с втягиванием частей тела (щупальца, губы) или прикрытием всего 
тела раковиной, вплоть до полного его втягивания внутрь  [12], в случае действия слабых или силь­
ных тактильных раздражителей соответственно. Благодаря идентификации в ЦНС L. stagnalis клеток, 
участвующих в обработке и передаче различной сенсорной информации [13], в частности расположен­
ного в правом париетальном ганглии пептидергического нейрона RPaD1, открывается дополнитель­
ная возможность оценить влияние пролонгированного действия высоких концентраций глюкозы на 
электрические характеристики мембраны нервных клеток и параметры генерируемых ими сигналов 
(потенциалов действия), что раньше сделано не было. Именно устоявшиеся изменения электрических 
свойств нейронов являются начальным звеном в цепи событий, приводящих как к текущей модификации 
поведения, так и к последующему закреплению и сохранению сформированного ответа, т. е. к научению 
и памяти, а модуляторное действие глюкозы на эти процессы не вызывает сомнений [14; 15]. Сказанное 
выше и предопределило проведение данного исследования.

Материалы и методы исследования
В работе использовали моллюсков L. stagnalis, собранных в осенний период в мелких мелиоратив­

ных каналах на территории Минской области. В лаборатории их содержали в аквариумах (на каждую 
особь приходилось не менее 1 л воды) при температуре (20 ± 1) °С. Смену воды проводили еженедельно. 
Пищей служили листья салата (питание ad libitum). Опыты выполнены на животных одинакового раз­
мерного класса с высотой раковины от 3,5 до 4,5 см.

Исследование поведения. При анализе оборонительного поведения моллюсков помещали в чашки 
Петри, наполненные отстоявшейся водопроводной водой (контрольная группа) или 100 ммоль/л рас­
твором глюкозы, приготовленным на основе отстоявшейся водопроводной воды (опытная группа), по 
3 особи в каждую чашку. Отмечали характер реакции животного в ответ на тактильное раздражение 
щупальца волоском Фрея (максимальная сила воздействия – 10–2 Н). Выделяли следующие типы отве­
тов (по мере увеличения выраженности оборонительной реакции): 1 – игнорирование стимула; 2 – ре­
тракция щупальца; 3 – надвигание раковины на передний конец тела; 4 – полное прикрытие тела рако­
виной. Тестирование проводили на протяжении 2 ч с 15-минутными интервалами между тактильными 
стимулами. Длину щупалец и участка тела, не прикрытого раковиной, регистрировали с помощью из­
мерителя и линейки, не касаясь тела моллюска, при верхнем равномерном освещении. Латентный пе­
риод протракции определяли как время, прошедшее с момента помещения моллюска в новые условия 
(из аквариума в чашку Петри) до начала его выдвижения из раковины и последующей локомоции.

Создание гипергликемии и  контроль содержания глюкозы в  гемолимфе. Животные опытной 
группы предварительно в течение 2 ч содержались в аквариумах объемом 10 л, наполненных 100 ммоль/л 
водным раствором D-глюкозы («ч. д. а.»), а животные контрольной группы аналогичное время находи­
лись в «чистой» отстоявшейся водопроводной воде, что способствовало многократному возрастанию 
содержания глюкозы в гемолимфе [16]. Дополнительный контроль за уровнем глюкозы во внутренней 
среде проводили по окончании экспериментов по изучению поведения. Для этого сильной тактильной 
стимуляцией ноги моллюска вызывали реакцию полного втягивания тела, сопровождающуюся выбро­
сом гемолимфы (в среднем объемом около 1 мл). Полученную пробу использовали для определения 
концентрации глюкозы глюкозооксидазным методом (набор реагентов компании «Анализ Х» (Беларусь)). 
Измерения оптической плотности проводили на длине волны 520 нм (длина оптического пути – 1 см) при 
20 °С посредством спектрофотометра Cary 50 (Variant Inc., Австралия). Объем материала для анализа – 
100 мкл, время инкубации с реагентом (1 мл) – 30 мин. В качестве стандарта использовали 100 мкл 
свежеприготовленного 1 ммоль/л раствора глюкозы. 

Электрофизиологические исследования. Эксперименты были выполнены на препаратах изолиро­
ванной ЦНС. Нейроны RPаD1 идентифицировали по расположению в пределах ЦНС, размеру и окра­
ске сомы. Для размягчения периневральной оболочки и облегченного проникновения микроэлектродов 
в нейроны препараты предварительно обрабатывали раствором проназы (Protease E, type XIV (Sigma, 
США)) в концентрации 1 мг/мл, приготовленным на нормальном физиологическом растворе для L. stag­
nalis, в течение 5 мин при температуре 20 °С. Электрическую активность нейронов регистрировали 
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после промывки обработанного препарата свежим физиологическим раствором в течение 30 мин. Пре­
параты ЦНС контрольной группы помещали в нормальный физиологический раствор (концентрация 
указана в миллимолях на литр): NaCl – 44,0; KCl – 1,7; CaCl2 – 4,0; MgCl2 ⋅ 6H2O – 1,5; HEPES – 10,0 
( pH 7,50 ± 0,03). Препараты ЦНС опытной группы не менее 2 ч инкубировали в нормальном физиологиче­
ском растворе, концентрация глюкозы в котором составляла 10 ммоль/л. Внутриклеточную регистрацию 
электрических параметров нейронов осуществляли с помощью Ag/AgCl-электродов и микроэлектрод
ного усилителя МС-01М (ООО «Линтех», Беларусь). Микропипетки заполняли 2,5 моль/л раствором 
KCl (сопротивление микроэлектрода – 10 –20 МОм). В качестве индифферентного электрода использо­
вали хлорированную серебряную проволоку. Частотные характеристики спонтанной импульсной актив­
ности определяли для четырех последовательных 30-секундных участков нейронограммы общей дли­
тельностью 2 мин, записанных с шагом квантования 5 мс. Параметры потенциала действия (см. рис. 1 
и его описание) для четырех произвольно выбранных спайков оценивали по 30-секундным отрезкам 
нейронограммы, выполненным с шагом квантования 0,5 мс и обработанным с использованием спе
циальных возможностей программы электронного осциллографа InputWin [17]. В случае если нейрон 
находился в молчащем состоянии (спайковая активность отсутствует), генерацию потенциалов дейст
вия вызывали пропусканием через мембрану клетки положительного тока (+ 0,5 нА).

Для построения кривой вольт-амперной характеристики мембраны, отражающей зависимость сопро­
тивления клетки от мембранного потенциала, последовательно подавали импульсы гиперполяризую
щего и деполяризующего тока в диапазоне от – 2 до + 2 нА (с шагом 0,5 нА) длительностью 3 с, одновре­
менно фиксируя значение мембранного потенциала нейронa RPaD1. Полученные данные представляли 
в графической форме.

Рис. 1. Оцениваемые в работе амплитудно-временны́е характеристики  
потенциала действия (спайка) в нейроне RPaD1 ЦНС L. stagnalis. Вертикальные пунктирные  

линии обозначают границы временны́х фаз спайка (указаны в поле рисунка).  
Горизонтальная пунктирная линия отмечает значение потенциала покоя.  

Амплитуда порога отсчитывалась от уровня потенциала покоя до регенеративного  
возрастания натриевой проводимости (точка А), амплитуда потенциала действия – до положительного  

пикового значения спайка (точка B), амплитуда следовой гиперполяризации – до отрицательного  
пикового значения спайка (точка С). За положительную фазу потенциала действия принят 
участок от точки А до момента пересечения кривой записи с установленным значением  

мембранного потенциала (его общая площадь (S ) ограничена вышеназванными линиями,  
а средняя площадь (S /t) рассчитывается с учетом длительности фазы, обе выражаются в условных  

машинных единицах (м. е.)), за отрицательную фазу – участок, соответствующий следовой гиперполяризации
Fig. 1. The amplitude-time characteristics of the action potential (spike)  

in the RPaD1 neuron in the CNS of L. stagnalis studied in the present work. 
Vertical dotted lines separate the boundaries of the spike time phases (indicated in the figure field).  

Horizontal dotted line marks the value of the resting potential. The threshold amplitude was measured  
from the resting potential level to a regenerative increase in sodium conductivity (point A),  

the action potential amplitude – to a positive peak value of spike (point B), undershoot amplitude – to a negative  
peak value of spike (point C). The positive phase of the action potential was taken from point A  

to the moment of intersection of the recording curve with the set value of the membrane  
potential (its total area (S ) is limited by the above lines, and the average area (S /t) is calculated taking  

into account the phase duration, marked in conditional machine units (m. u.)),  
for the negative phase – the area corresponding to the undershoot
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Постоянную времени мембраны определяли по характеру изменения мембранного потенциала, вы­
званного приложением гиперполяризующего толчка тока (– 0,5 нА), как время, когда изменение потен­
циала клетки достигнет 1

e  (~63,2 %) от максимально наблюдаемого, а значение мембранной емкости 
вычисляли по формуле

tm = Rm ⋅ Cm,
где tm – постоянная времени; Rm – сопротивление; Cm – емкость мембраны.

При этом сопротивление мембраны определяли исходя из входного сопротивления клетки при гипер­
поляризующем толчке тока (– 0,5 нА) за вычетом сопротивления микроэлектрода, пренебрегая сопро­
тивлением аксоплазмы и внеклеточной среды.

Статистическая обработка. Нормальность распределения для каждого ряда экспериментальных 
данных предварительно оценивали с помощью W-теста Шапиро – Уилка (Shapiro – Wilk W-test). В слу­
чае подтверждения нормальности распределения сравниваемых показателей использовали параметри­
ческие методы оценки: t-критерий Стьюдента (Student’s t-test) для независимых пар и дисперсионный 
анализ для повторных измерений (repeated measures ANOVA). Если нормальность распределения пока­
зателей не была подтверждена для всех без исключения групп данных, применяли непараметрические 
методы, в частности U-критерий Манна – Уитни (Mann – Whitney U-test) (z) для попарного сравнения 
независимых выборок. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего (нормальное распреде­
ление) или медиана (нижний квартиль; верхний квартиль) (непараметрический характер распределения). 
Уравнения регрессии и значения аппроксимации получены с использованием статистических возмож­
ностей программы Microsoft Excel 2010. Число наблюдений (n) указано для каждого массива данных 
отдельно. Данные обрабатывали посредством программы Statistica 6.0. Достоверными считались ре­
зультаты при уровне значимости ( p), равном или меньшем 0,05.

Результаты и их обсуждение
Оборонительное поведение. Инкубация животных в высококонцентрированном растворе глюко­

зы приводит к модификации характеристик пассивно-оборонительного поведения моллюсков (рис. 2). 
В частности, речь идет о статистически достоверном увеличении втянутости тела животного в ракови­
ну (см. рис. 2, б ), в то время как изменений в длине щупалец (см. рис. 2, а) и длительности латентного 
периода протракции (см. рис. 2, в) выявлено не было.

Проведенный корреляционный анализ (рис. 3) показал, что между уровнем глюкозы в гемолимфе 
и показателями пассивно-оборонительного поведения как в контроле, так и в условиях эксперимен­
тальной гипергликемии практически не существует статистически значимой взаимосвязи. На это ука­
зывают небольшие (0,30 и менее) значения коэффициента ранговой корреляции Спирмена (rs ), а также 
крайне низкие (0,10 и менее) значения величин достоверности аппроксимации для уравнений, исполь­
зуемых для описания такой зависимости. Единственным исключением являются данные контрольной 
группы в отношении размеров участка тела, не прикрытого раковиной, когда достоверность аппрокси­
мации для выявленной полиномиальной зависимости составила 0,60 (см. рис. 3, б ). При этом в условиях 
гипергликемии отмечается формирование статистически достоверной взаимосвязи между этим показа­
телем и уровнем глюкозы в гемолимфе (см. рис. 3, д), однако значение достоверности аппроксимации 
для полученного уравнения регрессии невелико (0,20).

Также установлено, что увеличение содержания глюкозы во внутренней среде приводит к возрас­
танию доли слабых защитных реакций (ретракция щупальца) в ответ на тактильную стимуляцию по­
кровов моллюска (рис. 4, а) прежде всего за счет снижения числа сильных оборонительных реакций, 
связанных с полным прикрытием тела животного раковиной и игнорированием стимула. При этом фор­
мирование различий между контрольной и опытной группами приходится на 2-й час эксперименталь­
ной сессии (ср. рис. 4, б и в).

Проведенный по окончании изучения оборонительного поведения контроль содержания глюкозы в ге­
молимфе выявил наличие статистически достоверных различий (z = 6,30; p < 0,000 1, U-критерий Манна – 
Уитни) между контрольной (0,12 (0,05; 0,18) ммоль/л, n = 28) и опытной (4,10 (3,18; 6,08) ммоль/л, n = 26) 
группами моллюсков, что дополнительно подтверждает развитие гипергликемии у соответствующей груп­
пы в использованной экспериментальной модели.

Электрические свойства мембраны и параметры потенциала действия RPaD1. В отношении оце­
ниваемых электрических характеристик мембраны нейрона RPaD1 (сопротивление, емкость, постоянная 
времени) статистически достоверных различий между контрольной и опытной (гипергликемия) группа­
ми выявлено не было (см. таблицу).
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Электрические характеристики мембраны нейрона RPaD1
Electrical properties of RPaD1 neuronal membrane

Оцениваемый показатель Контроль 
(n = 9)

Гипергликемия 
(n = 9)

Статистические различия 
(t-критерий; уровень значимости)

Сопротивление (Rm ), MОм 29,9 ± 6,6 27,3 ± 5,2 t = 0,30; p = 0,767 6
Емкость (Cm ), нФ 8,6 ± 2,5 7,6 ± 1,2 t = 0,38; p = 0,711 0
Постоянная времени (tm ), мс 227,0 ± 54,5 214,0 ± 48,0 t = 0,18; p = 0,862 8

П р и м е ч а н и е. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего.

Рис. 2. Показатели пассивно-оборонительного поведения L. stagnalis  
в контроле и в условиях экспериментальной гипергликемии: 

а – длина щупальца; б – длина участка тела, не прикрытого раковиной;  
в – длительность латентного периода (ЛП) протракции. 

Представлено значение показателя (числа над столбиками – медиана,  
планки погрешностей – нижний, верхний квартили), число животных в серии (n).  

Для каждой группы сравнения указаны значения U-критерия Манна – Уитни (z) и уровня значимости (p).  
Статистически достоверные изменения дополнительно отмечены астериском

Fig. 2. Defensive behaviour of L. stagnalis in control  
and under conditions of experimental hyperglycemia: 

a – tentacle length; b – the length of the body part uncovered by the shell;  
c – duration of the latent period (LP) of protraction. Experimental meaning (numbers above  

the columns – median, error bars – lower, upper quartiles), the number of animals  
in the experimental groups (n) are presented. For each comparison group, Mann – Whitney U-test (z)  

and significance level (p) are indicated. Significant changes are additionally marked by asterisk
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Рис. 3. Взаимосвязь между показателями пассивно-оборонительного поведения  
и уровнем глюкозы в гемолимфе L. stagnalis в контроле (а – в)  

и в условиях экспериментальной гипергликемии (г – е): 
а, г – длина щупальца; б, д – длина участка тела, не прикрытого раковиной; 

в, е – длительность латентного периода (ЛП) протракции. 
Представлены значения для проб гемолимфы отдельно по каждому моллюску. 

Светлые круги – контрольная группа, темные круги – опытная группа (гипергликемия). 
Для каждого показателя представлено значение коэффициента ранговой корреляции Спирмена (rs )  
с указанием значения его t-критерия Стьюдента (t) и уровня значимости ( p) (вверху диаграммы),  

а также уравнение регрессии ( y) с максимальной достоверностью аппроксимации (R 2 ) (внизу диаграммы)
Fig. 3. The relationship between the defensive behaviour parameters of L. stagnalis and its hemolymph  

glucose level in control (a – c) and under conditions of experimental hyperglycemia (d – f  ): 
a, d – tentacle length; b, e – the length of the body part uncovered by the shell;  

c,  f – duration of the latent period (LP) of protraction. The values for hemolymph samples  
are presented separately for each mollusc. Light circles – control group, dark circles – experimental group (hyperglycemia). 

For each parameter, the Spearman’s rank correlation coefficient (rs ) is shown, supplemented  
by Student’s t-test value (t) and significance level ( p) (top of the diagram), as well as by the regression equation ( y)  

with the maximum approximation confidence (R 2 ) (bottom of the diagram)
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В отношении мембранного потенциала нейрона RPaD1 было отмечено статистически достоверное 
(в 1,24 раза) уменьшение его величины в опытной группе по сравнению с контролем (рис. 5, а), т. е. 
деполяризация мембраны. Лишь в двух из девяти клеток контрольной группы выявлено наличие спон­
танной ритмики (генерация спайков), в то время как в опытной группе только один из девяти нейронов 
изначально находился в молчащем состоянии. Даже в случае искусственной стимуляции молчащих ней­
ронов RPaD1 контрольной группы полученные значения для частоты генерации потенциала действия 
были статистически достоверно (в 1,75 раза) меньше по сравнению с таковыми, естественно наблюдае
мыми в условиях гипергликемии (рис. 5, б ). В отношении вольт-амперной характеристики мембраны 
статистически достоверных различий, согласно данным дисперсионного анализа для повторных из­
мерений (repeated measures ANOVA), отмечено не было (F = 1,04; p = 0,41), в том числе отдельно для 
положительных (выходящих) и отрицательных (входящих) токов (рис. 5, в).

Ряд временны́х и амплитудных характеристик спайка RPaD1 также претерпевали изменения в ходе 
эксперимента (рис. 6, 7). Следует отметить увеличение скорости медленной деполяризации мембраны 
в условиях гипергликемии (см. рис. 6, б и в, область А), а также выраженности следовой гиперполяри­
зации (см. рис. 6, б и в, область В), наблюдаемое вне зависимости от характера спайковой активности 
(вызванная или спонтанная), ее частоты, типа (формы) спайка. В ходе более детального анализа выявлены 
крайне незначительное (в 1,19 раза) возрастание длительности фазы деполяризации (см. рис. 7, а) и го­
раздо более существенное (в 1,61 раза) увеличение длительности фазы реполяризации (см. рис. 7, б ) 
потенциала действия в нейронах в условиях экспериментальной гипергликемии по сравнению с кон­
тролем. В то же время статистически достоверных различий в длительности фазы следовой гиперполя­
ризации не обнаружено (см. рис. 7, в). В отношении амплитуды фаз спайка единственное статистически 
достоверное изменение (в 1,33 раза) отмечено для следовой гиперполяризации (см. рис. 7, е), тогда как 
амплитуды потенциала действия (см. рис. 7, г) и порога его генерации (см. рис. 7, д) не претерпевают 
значимых колебаний в условиях экспериментальной гипергликемии по сравнению с контролем.

Рис. 4. Оборонительные реакции L. stagnalis в ответ на тактильную стимуляцию  
щупальца волоском Фрея (максимальная сила воздействия – 10–2 Н) в контроле  

и в условиях экспериментальной гипергликемии: а – за 2 ч наблюдения;  
б – в течение 1-го часа наблюдения; в – в течение 2-го часа наблюдения.  

Типы реакции: 1 – игнорирование стимула; 2 – ретракция щупальца;  
3 – надвигание раковины на передний конец тела; 4 – полное прикрытие тела раковиной. 
Светлые круги – контрольная группа, темные круги – опытная группа (гипергликемия). 

Представлено значение критерия c2 и уровня значимости ( p).  
Для статистически достоверных различий p < 0,05

Fig. 4. Defensive reactions of L. stagnalis in response to tactile stimulation  
of the tentacle by Frey’s hair (maximum strength impact – 10–2 N) in control  

and under conditions of experimental hyperglycemia: a – for 2 h of observation;  
b – during the 1st hour of observation; c – during the 2nd hour of observation. 

Reaction types: 1 – ignoring the stimulus; 2 – retraction of the tentacle;  
3 – pushing the shell onto the anterior end of the body; 4 – complete covering of the body by a shell. 

Light circles – control group, dark circles – experimental group (hyperglycemia). 
The c2 test value and significance level ( p) are presented. For statistically significant differences, p < 0.05
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Рис. 5. Электрические характеристики нейрона RPaD1 в ЦНС L. stagnalis  
в контроле и в условиях экспериментальной гипергликемии:  

а – потенциал покоя; б – частота генерации потенциала действия (ПД);  
в – вольт-амперная характеристика мембраны. Представлено значение  

показателя (числа над столбиками – среднее (для части а) или медиана (для части б ),  
планки погрешностей – ошибка среднего (для части а) или нижний, верхний квартили (для части б )),  

число проанализированных нейронов (для части а) или участков нейронограммы (для части б ) (n).  
Для каждой группы сравнения указаны значения t-критерия Стьюдента (t) (для части а)  

или U-критерия Манна – Уитни (z) (для части б ) и уровня значимости ( p).  
Статистически достоверные изменения дополнительно отмечены астериском. 

Для части в указаны значения F-критерия Фридмана (F ) и уровня значимости ( p) в случае дисперсионного  
анализа для повторных измерений отдельно для положительных (левый верхний угол диаграммы)  

и отрицательных (правый нижний угол диаграммы) токов. Вертикальная пунктирная линия  
представлена для наглядности изменений вольт-амперной характеристики

Fig. 5. Electrical properties of RPaD1 neuron in the CNS of L. stagnalis  
in control and under conditions of experimental hyperglycemia: 

a – membrane potential; b – firing rate; c – current-voltage curve. Experimental meaning (numbers above  
the columns – mean (for part a) or median (for part b), error bars – standard error of the mean (for part a)  

or lower, upper quartiles (for part b)), the number of neurons under the study (for part a)  
or amount of 30 s record sections (for part b) (n) are presented. For each comparison group,  

Student’s t-test (t) (for part a) or Mann – Whitney U-test (z) (for part b) and significance level ( p)  
are indicated. Significant changes are additionally marked by asterisk. For part c, Friedmanʼs F-test (F )  

and significance level ( p) for repeated measures ANOVA are indicated separately  
for positive (upper left corner of the chart) and negative (lower right corner of the chart) currents.  

The vertical dotted line is shown for the convenience of perception of current-voltage curve changes
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Как следствие, такие интегральные показатели спайка, как общая и средняя площадь его фаз, пре­
терпевали статистически выраженные изменения лишь в отношении негативной фазы, т. е. фактически 
следовой гиперполяризации (рис. 8). Речь идет о снижении в 1,57 и 1,24 раза общей и средней площади 
этой фазы соответственно для нейронов опытной группы. Характеристики положительной фазы по­
тенциала действия не претерпевали статистически значимых изменений по сравнению с контролем.

Обсуждение результатов. Модификация оборонительного поведения, наблюдаемая в условиях экс­
периментальной гипергликемии, носит разнонаправленный характер: с одной стороны, происходит уси­
ление выраженности оборонительной доминанты (большая степень прикрытия тела животного рако­
виной), а с другой – смещение реакции на тактильную стимуляцию в сторону слабых оборонительных 
ответов, правда, и за счет уменьшения числа ответов, связанных с игнорированием стимула, а целый ряд 

Рис. 7. Амплитудно-временны́е характеристики спайка в нейроне RPaD1 в ЦНС L. stagnalis  
в контроле и в условиях экспериментальной гипергликемии: 

а – длительность фазы деполяризации (ДП); б – длительность фазы реполяризации (РП);  
в – длительность фазы следовой гиперполяризации (СГ); г – амплитуда потенциала действия (ПД);  
д – амплитуда порога потенциала действия (ПД); е – амплитуда следовой гиперполяризации (СГ). 

Описание фаз спайка см. на рис. 1. Представлено значение показателя (числа над столбиками – медиана,  
планки погрешностей – нижний, верхний квартили), число проанализированных спайков (n).  

Для каждой группы сравнения указаны значения U-критерия Манна – Уитни (z) и уровня значимости ( p).  
Статистически достоверные изменения дополнительно отмечены астериском

Fig. 7. Amplitude-time characteristics of the spike in RPaD1 neuron in the CNS of L. stagnalis  
in control and under conditions of experimental hyperglycemia: 

a – rising phase (depolarisation, DP) duration; b – falling phase (repolarisation, RP) duration;  
c – undershoot (US) phase duration; d – action potential (AP) amplitude; e – threshold amplitude;  

f – undershoot amplitude. See fig. 1 for details of spike phases description. 
Experimental meaning (numbers above the columns – median, error bars – lower, upper quartiles),  

the number of spikes under the study (n) are presented. For each comparison group, Mann – Whitney U-test (z)  
and significance level ( p) are indicated. Significant changes are additionally marked by asterisk
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показателей не претерпевают статистически значимых изменений. Такое положение дел может быть 
обусловлено тем, что действие глюкозы ограничено определенным диапазоном концентраций. В частнос
ти, при изучении оборонительных реакций наземного моллюска Helix lucorum, связанных с отдергива­
нием его ноги, установлено, что повышение уровня глюкозы в гемолимфе облегчает развитие подобного 
ответа [18]. В то же время внутриполостная инъекция растворов глюкозы (0,5 мл), также облегчающая 
развитие такой реакции, была эффективна в случае использования концентрации 5,0 ммоль/л, но не 2,5 
или 10,0 ммоль/л. В своих дальнейших работах [19] эти же авторы показали, что введение животным 
аналогов гастрин- и холецистокининподобных пептидов воспроизводит эффекты повышения уровня 
глюкозы в гемолимфе. Это дополнительно подчеркивает роль нейроэндокринных пептидсодержащих 
клеток, которыми достаточно богат мозг моллюсков, в том числе Lymnaea [20], в формировании пове­
денческого ответа при гипергликемии. Состояние, связанное с частичным прикрытием тела раковиной, 
а также сохранность реакций на тактильные стимулы при гипергликемии однозначно свидетельствуют 
об эффективной работе сердца моллюска, создающего надлежащее давление гемолимфы, которое обе­
спечивает функционирование гидроскелета (в противном случае животное было бы не в состоянии осу­
ществлять движения тела). Увеличение уровня глюкозы в гемолимфе L. stagnalis ассоциируется с возрас­
танием частоты сердечных сокращений [10].

Содержащий FMRF-амид нейрон RPaD1 [21] вовлечен в обработку и передачу различной сенсорной 
информации [13], а также регуляцию биения сердца и развития оборонительных реакций, связанных 
с втягиванием тела животного (withdrawal ) в раковину [20]. По всей видимости, выделение FMRF-амида 
является одной из реакций нейрона RPaD1 на возрастание уровня глюкозы в гемолимфе. В пользу этого 
говорят наблюдаемые факты деполяризации и значительного усиления частоты импульсации этой клетки 
в условиях экспериментальной гипергликемии. Схожие реакции отмечены и в отношении других пептид­
содержащих нейронов ЦНС Lymnaea, в частности светло-зеленых клеток церебральных ганглиев, уси­
ление электрической активности которых наблюдается при нарастании содержания глюкозы (максимум 
при ее уровне 5,0 ммоль/л) и сопровождается выбросом инсулиноподобных пептидов [7], реализующих 
свое действие в отношении других нейронных сетей. В этом случае выделяемый RPaD1 FMRF-амид, 
обладающий кардиостимулирующим действием, способен к активации истинных кардиорегуляторных 

Рис. 8. Интегральные параметры спайка в нейроне RPaD1 в ЦНС L. stagnalis  
в контроле и в условиях экспериментальной гипергликемии: 

а – общая площадь (S ) фазы спайка; б – средняя площадь (S /t) фазы спайка. 
Описание фаз спайка см. на рис. 1. Представлено значение показателя (числа над столбиками – медиана, 

планки погрешностей – нижний, верхний квартили), число проанализированных спайков (n).  
Для каждой группы сравнения указаны значения U-критерия Манна – Уитни (z) и уровня значимости ( p).  

Статистически достоверные изменения дополнительно отмечены астериском
Fig. 8. Integral parameters of a spike in RPaD1 neuron in the CNS of L. stagnalis  

in control and under conditions of experimental hyperglycemia: 
a – total area (S ) of the spike phase; b – average area (S /t) of the spike phase. 

See fig. 1 for details of spike phases description. Experimental meaning (numbers above the columns –  
median, error bars – lower, upper quartiles), the number of spikes under the study (n) are presented.  

For each comparison group, z (Mann – Whitney U-test) and significance level ( p) are indicated.  
Significant changes are additionally marked by asterisk
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нейронов, преимущественно расположенных [22] в правом париетальном или соседнем с ним висцераль­
ном ганглии (отростки RPaD1 не найдены в области сердца моллюска [11]), в том числе и по механизму 
объемной передачи сигнала, не будучи ограничен узким пространством синаптической щели.

Среди возможных механизмов такой глюкозоиндуцированной активации RPaD1 следует отметить 
следующие. Во-первых, речь может идти о снятии тормозных синаптических влияний, в результате 
которых эта клетка обычно находится в молчащем состоянии [23]. Однако полученные нами данные 
в отношении неизменности сопротивления (емкости и постоянной времени) мембраны в условиях 
гипергликемии говорят о сохранности способности этой клетки к нейронной интеграции (временно́й 
суммации) на не отличающемся от контроля уровне. При этом изменения формы спайка свидетельст
вуют о модификации свойств собственно мембраны RPaD1. Отмеченное фактическое «расширение» 
спайка может быть следствием более высокой частоты генерации потенциала действия при гипергли­
кемии (частотная зависимость длительности спайка хорошо известна) [24; 25]. Однако выраженность 
эффекта при гипергликемии даже в случае более низких частот импульсации клетки, по сравнению 
с контролем (см. рис. 6, б ), говорит в пользу частотно-независимой составляющей. В связи с этим стоит 
отметить, что повышение уровня глюкозы сопровождается активацией Na+-глюкозного котранспортера 
в пептидсодержащих нейронах Lymnaea [7], как следствие, речь идет об усилении входящих, деполя­
ризующих мембрану клетки потоков натрия (возрастание скорости медленной деполяризации отчетливо 
прослеживается при гипергликемии) (см. рис. 6). Замедление реполяризации, в том числе и уменьшение 
амплитуды следовой гиперполяризации, очевидно, является следствием модификации К+-проводимости 
мембраны. Известно, что поступление глюкозы в нейроны усиливает в них продукцию АТФ [26], а воз­
растание ее уровня в цитоплазме может приводить к закрытию АТФ-зависимых К+-каналов, представ­
ленных в нервных клетках как позвоночных [27], так и беспозвоночных [28], уменьшая потоки калия 
через мембрану. Такой механизм хорошо объясняет снижение уровня мембранного потенциала (де­
поляризация) и повышение возбудимости нейрона, наблюдаемые при гипергликемии (см. рис. 5, а), однако 
факт отсутствия сенсора напряжения в структуре АТФ-зависимых К+-каналов предполагает их потенциал-
независимость, а следовательно, и неучастие в развитии потенциала действия, хотя имеются сведения [29] 
о двойном (уровень внутриклеточного АТФ и значение мембранного потенциала) управлении ( gating) 
этими каналами. В то же время ингибирующее действие АТФ [30] и глюкозозависимых полипептидов 
(инкретины) [31] в отношении потенциалчувствительных калиевых каналов ряда специализирован­
ных клеток позвоночных хорошо известно. Можно предположить, что подобный механизм(-ы) может 
быть реализован в отношении нейронов прудовика, обусловливая наблюдаемый эффект возрастания 
длительности фазы реполяризации потенциала действия, однако такое предположение нуждается в до­
полнительной экспериментальной проверке.

Таким образом, глюкоза выступает в  качестве метаболического сигнала, пролонгированное дей­
ствие которого выраженно модифицирует электрические свойства пептидсодержащих (FMRF-амид
содержащих) клеток ЦНС моллюска L. stagnalis, предопределяя модификацию оборонительных отве­
тов животного в новых условиях.
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ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ ИОНОВ НИКЕЛЯ(II) В ПОЧВЕ НА ОБЩУЮ  
АНТИОКСИДАНТНУЮ АКТИВНОСТЬ И СОСТОЯНИЕ КОМПОНЕНТОВ  

АСКОРБАТ-ГЛУТАТИОНОВОГО ЦИКЛА В ТРАНСГЕННЫХ  
РАСТЕНИЯХ NICOTIANA TABACUM

К. В. ПРИСТУПА1), Т. А. КУКУЛЯНСКАЯ 1), Е. А. ХРАМЦОВА1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Проведен сравнительный анализ некоторых биохимических характеристик нетрансгенных и трансгенных 
растений Nicotiana tabacum, выращенных в почве с повышенной концентрацией ионов никеля(II). Трансгенные 
растения несли в своем геноме бактериальный ген acdS, который кодирует фермент 1-аминоциклопропан-1-
карбоксилатдезаминазу (АЦК-дезаминазу). Обработка почвы ионами никеля приводила к индукции экспрессии 
гена acdS и повышению активности АЦК-дезаминазы в трансгенных растениях. Также продемонстрировано, что 
в условиях абиотического стресса в исследуемых растениях возрастала общая антиоксидантная активность, уве­
личивалось содержание аскорбиновой кислоты, глутатиона, аскорбатпероксидазы, глутатионпероксидазы и глута
тионредуктазы. 

Ключевые слова: антиоксидантная система; аскорбат-глутатионовый цикл; ген acdS; Nicotiana tabacum.
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THE INFLUENCE OF NICKEL(II) IONS IN SOIL  
ON TOTAL ANTIOXIDANT ACTIVITY AND COMPONENTS  

OF THE ASCORBAT- GLUTATHIONE CYCLE  
IN TRANSGENIC PLANTS NICOTIANA TABACUM
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We conducted a comparative analysis of some biochemical parameters in non-transgenic and transgenic plants Nico­
tiana tabacum, cultivated in soil with an increased concentration of nickel(II) ions. Transgenic plants had in their genome 
a bacterial acdS-gene encoding the 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACC-deaminase) enzyme. The in­
troduction of elevated concentrations of nickel ions into the soil promotes induction of the acdS-gene expression and an 
increase in ACC-deaminase activity in transgenic plants. It was shown that the total antioxidant activity and the content 
of ascorbic acid, glutathione, ascorbate peroxidase, glutathione peroxidase and glutathione reductase increased in plants 
under abiotic stress.

Keywords: antioxidant system; ascorbate-glutathione cycle; acdS-gene; Nicotiana tabacum.

Введение
Повышение устойчивости сельскохозяйственных и декоративных растений к воздействию неблаго

приятных факторов окружающей среды является одной из важнейших задач, которые стоят перед уче­
ными разных стран в настоящее время. Данное направление актуально в связи с усиливающимся техно­
генным воздействием на природные сообщества, экосистемы и ухудшением экологической обстановки 
на территориях, занятых сельскохозяйственным производством. Растения, произрастающие в неблаго­
приятных условиях, подвергаются абиотическому стрессу, что может быть обусловлено такими факто­
рами, как загрязнение почв тяжелыми металлами, засоление, нарушение водного режима и др. [1; 2].

Следует отметить, что ионы никеля(II), входящие в состав Ni-зависимых ферментов (например, уреазы), 
в небольших количествах необходимы для нормального функционирования растений. Однако в высоких 
концентрациях они оказывают негативное воздействие на жизнедеятельность растительного организма. 
Во-первых, ионы никеля способны образовывать высокоспецифичные связи с функциональными группа­
ми и нарушать структуру молекул, во-вторых, они обусловливают нарушение ионного гомеостаза и изме­
нение барьерных свойств мембран, а в-третьих, вызывают повреждение ядра, нарушают синтез РНК [3]. 
Кроме того, избыточное количество ионов никеля приводит к возрастанию продукции активных форм кис­
лорода (АФК) в растительных клетках и, как следствие, повышению интенсивности свободнорадикальных 
окислительных процессов. АФК подавляют активность ряда ферментов, вызывают деградацию клеточных 
биополимеров, нарушают проницаемость биологических мембран, останавливают клеточный цикл и спо­
собствуют развитию апоптоза. В ответ на усиление генерации АФК, как правило, активируются фермен­
тативные компоненты антиоксидантной защитной системы и увеличивается содержание низкомолекуляр­
ных антиоксидантов, повышается интенсивность перекисного окисления липидов [4; 5].

Известно, что развитие абиотического стресса сопровождается образованием в растениях избыточ­
ного количества этилена – фитогормона, который участвует в регуляции прорастания семян, роста кор­
ней и стеблей, образования цветков, созревания плодов. Однако его чрезмерное накопление приводит 
к изменению параметров роста и развития растений. 

Одним из современных способов снижения избыточного количества этилена в растениях является 
создание трансгенных форм, которые несут в  своем геноме бактериальный ген acdS, кодирующий 
1-аминоциклопропан-1-карбоксилатдезаминазу (АЦК-дезаминазу). Данный фермент катализирует разло­
жение предшественника этилена – 1-аминоциклопропан-1-карбоксилата (АЦК) – до аммиака и α-кетобу
тирата, которые не оказывают негативного влияния на растения [6; 7].

Функционирование антиоксидантной системы в значительной степени повышает устойчивость рас­
тений к неблагоприятным факторам окружающей среды. Во многих странах мира проводится изучение 
антиоксидантной активности растений под влиянием стрессовых воздействий, создаются трансгенные 
растения, которые отличаются сверхэкспрессией генов, кодирующих компоненты аскорбат-глутатио­
нового цикла [8]. Механизм функционирования последнего заключается в восстановлении пероксида 
водорода до воды с участием аскорбиновой кислоты и аскорбатпероксидазы [9]. 

Данные об изменении состояния и  эффективности антистрессового действия аскорбат-глутатионо­
вой системы получены также для ряда растений, инокулированных бактериями, которые имеют ген acdS 
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в своем геноме [10]. Однако изучение общей антиоксидантной активности и компонентов аскорбат-глу­
татионового цикла трансгенных растений, несущих данный ген, в условиях загрязнения почвы ионами 
никеля не проводилось.

Целью настоящей работы является изучение влияния ионов никеля, внесенных в почву, на общую 
антиоксидантную активность, а также активность ряда ферментов и содержание неферментативных 
антиоксидантов аскорбат-глутатионового цикла в нетрансгенных и трансгенных растениях Nicotiana 
tabacum, несущих ген acdS бактерий Pseudomonas putida B-37.

Материалы и методы исследования
В качестве объектов исследования выступали нетрансгенные и трансгенные растения N. tabacum, 

несущие ген acdS бактерий P. putida B-37. Предметом исследования являлись общая антиоксидантная 
активность данных растений, активность ферментов аскорбат-глутатионового цикла (аскорбатперокси­
дазы, глутатионпероксидазы, глутатионредуктазы) и содержание низкомолекулярных антиоксидантов 
(аскорбиновой кислоты, глутатиона) в растениях N. tabacum. 

Исследуемые растения были разделены на две серии:
	• контрольную (без обработки почвы);
	• опытную (однократная обработка почвы NiCl2 в концентрации 20 мкг на 1 кг почвы).

Каждая серия включала в себя 10 трансгенных растений линий 4-12 и 10-38, а также 10 нетрансген­
ных растений N. tabacum. 

Создание трансгенных растений осуществлялось согласно методике, описанной А. А. Мельниковой 
и соавторами [11]. Линии трансгенных растений N. tabacum 4-12 и 10-38 были получены с использова­
нием векторной конструкции pBI121acdS, несущей ген acdS бактерий P. putida B-37, который находится 
под контролем конститутивного промотора CaMV 35S. Генетическая конструкция введена в клетки Agro­
bacterium tumefaciens AGL0. Полученный агробактериальный штамм использован для трансформации 
каллусов N. tabacum. 

Линии растений 4-12 и 10-38 были получены с разных трансформированных клонов, поэтому раз­
личались между собой на уровне ДНК по локусу внедрения и, соответственно, проявлению функций 
целевого гена, его взаимодействию с другими генами, а также влиянию на растения. 

Растения линии 10-38 имели более высокие ( р ≤ 0,05) ростовые характеристики стебля ((44,50 ± 
± 0,13) см) по сравнению с растениями линии 4-12 ((40,00 ± 0,09) см). Также растения линии 10-38 
отличались бóльшими ( р ≤ 0,05) длиной корня ((1,90 ± 0,12) см) и биомассой ((23,20 ± 0,06) г), чем рас­
тения линии 4-12 ((1,5 ± 0,1) см и (20,40 ± 0,03) г соответственно).

Семена растений стерильно высевали на увлажненные фильтры и в течение 2 сут выдерживали 
в темноте при (20,0 ± 0,5) °С для прорастания. Затем проростки помещали в климатокамеру с темпера­
турой (20,0 ± 0,5) °С и 16-часовым световым днем. Через 14 сут растения пересаживали в стаканчики со 
стерильной почвой (50 г). Дальнейшее культивирование осуществляли при температуре (20,0 ± 0,5) °С, 
влажности 70 – 80 %, 16-часовом световом дне в течение 8 нед. 

Растительный материал (0,5 г) гомогенизировали в 0,1 моль/л калий-фосфатном буфере (рН 7,8), 
затем доводили объем до 10 мл. Полученные гомогенаты трижды по 15 с подвергали ультразвуковому 
воздействию при частоте 11 кГц с помощью дезинтегратора УЗДН-2Т (НПП «Академприбор», Россия), 
после чего центрифугировали в течение 15 мин при 10 000 об/мин. Все процедуры производили на 
холоде (4 °С). 

Гомогенаты обрабатывались ультразвуком в целях разрушения клеточных мембран и высвобожде­
ния содержимого клеток с дальнейшим осаждением их обломков путем центрифугирования для опре­
деления общей антиоксидантной активности полученных экстрактов, а также активности ферментов 
аскорбат-глутатионового цикла, содержания низкомолекулярных антиоксидантов и белка в растениях. 

Общую антиоксидантную активность растительных экстрактов оценивали по степени ингибиро­
вания окисления парафенилендиамина пероксидом водорода с применением спектрофотометрического 
метода при длине волны 530 нм [12]. Содержание аскорбиновой кислоты в растительных экстрактах 
устанавливали спектрофотометрически с использованием метода Даса, который основан на способнос
ти фосфомолибдата восстанавливаться данной кислотой до молибдата синего цвета. Измерение прово­
дили при длине волны 660 нм [13]. Содержание восстановленного глутатиона в растительных экс­
трактах измеряли спектрофотометрическим методом с использованием реактива Эллмана при длине 
волны 412 нм [14]. Активность аскорбатпероксидазы в растительных экстрактах определяли спектрофо­
тометрически по методу Вермы – Дубея при длине волны 290 нм [15]. Активность глутатионпероксида­
зы в растительных экстрактах устанавливали спектрофотометрически по количеству окисленного глута­
тиона, накопленного в среде инкубации, при длине волны 260 нм [16]. Активность глутатионредуктазы 
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в растительных экстрактах измеряли спектрофотометрически по количеству НАДФН, образующегося 
при восстановлении окисленного глутатиона в среде инкубации, при длине волны 340 нм [17]. Содер­
жание белка в растительных экстрактах определяли биуретовым методом при длине волны 540 нм [18].

Статистическую обработку результатов осуществляли с помощью лицензионного пакета программ 
Statistica 6.0. Данные представлены как средняя арифметическая величина ± среднестатистическая 
ошибка. Оценку достоверности различий средних арифметических величин проводили на основании 
коэффициента Стьюдента. Различия между группами считали достоверными при двустороннем уровне 
значимости р < 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Развитие стресса у растений сопровождается активацией свободнорадикальных окислительных про­

цессов в клетке  [4]. Первоначально нами была определена общая антиоксидантная активность (выра­
жается степенью инактивации антиоксидантами растений окисления парафенилендиамина пероксидом 
водорода) всех нетрансгенных и трансгенных растений, выращенных в различных условиях (табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Общая антиоксидантная активность нетрансгенных  

и трансгенных растений N. tabacum, %
Ta b l e  1

Total antioxidant activity of non-transgenic  
and transgenic plants N. tabacum, %

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы 60,0 ± 1,5 56,0 ± 1,4 54,0 ± 1,4
Обработка почвы Ni2+ 75,0 ± 1,9* 63,0 ± 1,5*а 62,0 ± 1,5*а

П р и м е ч а н и е. * – различия между контрольной (без обработки почвы) и опытной (обработка 
почвы Ni2+ ) сериями растений достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05; а – различия между не­
трансгенными и трансгенными растениями, выращенными в аналогичных условиях, достоверны при 
уровне значимости р ≤ 0,05.

Как видно из представленных в табл. 1 данных, исходная общая антиоксидантная активность не­
трансгенных растений в 1,1 раза выше, чем у трансгенных форм. Установлено, что при внесении в поч
ву Ni2+ общая антиоксидантная активность исследуемых растений увеличивается: у нетрансгенных 
форм – в 1,25 раза, у трансгенных растений линии 4-12 – в 1,13 раза, а у трансгенных растений линии 
10-38 – в 1,15 раза по сравнению с контрольной серией. 

Вероятно, в трансгенных растениях, несущих бактериальный ген acdS, образуется меньшее количе­
ство АФК, следовательно, они характеризуются более низкой интенсивностью свободнорадикальных 
окислительных процессов, чем нетрансгенные. Возможно, в трансгенных растениях в меньшей сте­
пени происходит активация элементов антиоксидантной защиты, что и обусловливает более низкую 
общую антиоксидантную активность трансгенных форм по сравнению с нетрансгенными.

На следующем этапе работы было определено содержание аскорбиновой кислоты (в миллиграммах 
на 1 г растительного материала) во всех сериях (табл. 2).

Т а б л и ц а  2
Содержание аскорбиновой кислоты в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, мг/г
Ta b l e  2

The content of ascorbic acid in non-transgenic  
and transgenic plants N. tabacum, mg/g

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы 0,730 ± 0,015 0,810 ± 0,016а 0,780 ± 0,015
Обработка почвы Ni2+ 1,180 ± 0,023* 1,390 ± 0,025*а 1,470 ± 0,028*а

П р и м е ч а н и е. * – различия между контрольной (без обработки почвы) и опытной (обработка 
почвы Ni2+ ) сериями растений достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05; а – различия между не­
трансгенными и трансгенными растениями, выращенными в аналогичных условиях, достоверны при 
уровне значимости р ≤ 0,05.
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Согласно представленным в  табл. 2 данным при обработке почвы ионами никеля(II) содержание 
аскорбиновой кислоты в растениях повышается: в нетрансгенных формах – в 1,6 раза, в трансгенных 
растениях линии 4-12 – в 1,7 раза, в трансгенных растениях линии 10-38 – в 1,9 раза. Очевидно, что 
в случае присутствия Ni2+ в почве содержание аскорбиновой кислоты в трансгенных формах достовер­
но выше, чем в нетрансгенных, тогда как в образцах, выращенных в нормальных условиях, уровень 
витамина С достоверно не различается.

Также нами было определено содержание глутатиона (в миллимолях на 1 г растительного материала) 
во всех сериях растений (табл. 3).

Т а б л и ц а  3
Содержание глутатиона в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, ммоль/г
Ta b l e  3

The content of glutathione in non-transgenic  
and transgenic plants N. tabacum, mmol/g

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы 3,46 ± 0,15 3,43 ± 0,16 3,39 ± 0,15
Обработка почвы Ni2+ 4,79 ± 0,19* 5,34 ± 0,24* 5,37 ± 0,25*

*Различия между контрольной (без обработки почвы) и опытной (обработка почвы Ni2+ ) сериями 
растений достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05.

Как видно из табл. 3, содержание глутатиона в растениях при абиотическом стрессе, вызванном при­
сутствием NiCl2 в почве, также возрастало: в нетрансгенных растениях оно увеличилось в 1,4 раза, 
а в трансгенных растениях обеих серий – в 1,6 раза по сравнению с содержанием глутатиона в растениях, 
выращенных без внесения NiCl2 в почву.

На следующем этапе работы была определена активность основных ферментов аскорбат-глутатио
нового цикла. В частности, нами изучено влияние ионов никеля(II) в почве на активность аскорбат­
пероксидазы (табл. 4), глутатионпероксидазы (табл. 5) и глутатионредуктазы (табл. 6) в исследуемых 
растениях.

Т а б л и ц а  4
Активность аскорбатпероксидазы в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, отн. ед. / мин на 1 мг белка
Ta b l e  4

Ascorbate peroxidase activity of non-transgenic  
and transgenic plants N. tabacum, rel. un. / min per 1 mg protein

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы 0,031 ± 0,002 0,029 ± 0,003 0,030 ± 0,002
Обработка почвы Ni2+ 0,126 ± 0,006* 0,086 ± 0,005*а 0,085 ± 0,004*а

П р и м е ч а н и е. * – различия между контрольной (без обработки почвы) и опытной (обработка 
почвы Ni2+ ) сериями растений достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05; а – различия между не­
трансгенными и трансгенными растениями, выращенными в аналогичных условиях, достоверны при 
уровне значимости р ≤ 0,05.

Приведенные в табл. 4 данные свидетельствуют об увеличении активности аскорбатпероксидазы во 
всех образцах при выращивании их в почве с NiCl2. Однако в трансгенных растениях активность дан­
ного фермента повышается в меньшей степени, чем в нетрансгенных, при обработке почвы Ni2+. По­
казано, что в нетрансгенных растениях активность аскорбатпероксидазы после внесения в почву ионов 
никеля(II) возросла в 4,1 раза по сравнению с ее активностью в растениях, выращенных без внесения 
данного металла в почву. В трансгенных растениях линии 4-12 активность фермента при обработке 
почвы Ni2+ увеличилась в 3,0 раза, а в трансгенных растениях линии 10-38 – в 2,8 раза относительно 
таковой в трансгенных растениях, выращенных в условиях отсутствия абиотического стресса.

По данным, представленным в табл. 5, можно судить о влиянии ионов никеля(II) в почве на актив­
ность глутатионпероксидазы (выражается в микромолях на литр окисленного глутатиона в минуту на 
1 мг белка) в трансгенных и нетрансгенных растениях N. tabacum. 



44

Экспериментальная биология и биотехнология. 2022;1:39–47
Experimental Biology and Biotechnology. 2022;1:39–47

Т а б л и ц а  5
Активность глутатионпероксидазы в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, мкмоль · л–1 · мин–1 на 1 мг белка
Ta b l e  5

Glutathione peroxidase activity of non-transgenic  
and transgenic plants N. tabacum, μmol · L–1 · min–1 per 1 mg protein

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы 0,027 ± 0,002 0,028 ± 0,002 0,027 ± 0,002
Обработка почвы Ni2+ 0,065 ± 0,003* 0,042 ± 0,002*а 0,043 ± 0,002*а

П р и м е ч а н и е. * – различия между контрольной (без обработки почвы) и опытной (обработка 
почвы Ni2+ ) сериями растений достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05; а – различия между не­
трансгенными и трансгенными растениями, выращенными в аналогичных условиях, достоверны при 
уровне значимости р ≤ 0,05.

Согласно данным табл. 5 активность глутатионпероксидазы в нетрансгенных растениях после внесе­
ния в почву ионов никеля(II) увеличилась в 2,4 раза по сравнению с ее активностью в контрольных об­
разцах, выращенных в нормальных условиях. Активность фермента в трансгенных растениях линий 4-12 
и 10-38, выращенных в присутствии NiCl2 в почве, была в 1,5 и 1,6 раза выше контроля соответственно. 

Данные, представленные в табл. 6, характеризуют влияние присутствующих в почве ионов никеля(II) 
на активность глутатионредуктазы (выражается в микромолях на литр НАДФН в минуту на 1 мг белка) 
в исследуемых растениях.

Т а б л и ц а  6
Активность глутатионредуктазы в нетрансгенных  

и трансгенных растениях N. tabacum, мкмоль · л–1 · мин–1 на 1 мг белка
Ta b l e  6

Glutathione reductase activity of non-transgenic  
and transgenic plants N. tabacum, μmol · L–1 · min–1 per 1 mg protein

Серия Нетрансгенные растения
Трансгенные растения

Линия 4-12 Линия 10-38

Без обработки почвы 0,045 ± 0,003 0,044 ± 0,002 0,045 ± 0,003
Обработка почвы Ni2+ 0,113 ± 0,006* 0,074 ± 0,004*а 0,072 ± 0,004*а

П р и м е ч а н и е. * – различия между контрольной (без обработки почвы) и опытной (обработка 
почвы Ni2+ ) сериями растений достоверны при уровне значимости р ≤ 0,05; а – различия между не­
трансгенными и трансгенными растениями, выращенными в аналогичных условиях, достоверны при 
уровне значимости р ≤ 0,05.

Как видно из табл. 6, при внесении в почву Ni2+ активность глутатионредуктазы в растениях увеличи­
вается, однако в трансгенных образцах повышение активности фермента происходит в меньшей степени. 
В нетрансгенных растениях активность глутатионредуктазы при обработке почвы ионами никеля(II) 
выросла в 2,5 раза по сравнению с таковой в контрольных образцах, выращенных в условиях отсут­
ствия абиотического стресса. В трансгенных растениях линии 4-12 при обработке почвы Ni2+ актив­
ность фермента повысилась в 1,7 раза, а в трансгенных растениях линии 10-38 – в 1,6 раза относитель­
но его активности в трансгенных растениях, выращенных в нормальных условиях.

На основании полученных результатов показано, что трансгенные и нетрансгенные формы растений 
отвечают на абиотическое стрессовое воздействие увеличением содержания низкомолекулярных анти­
оксидантов, в частности аскорбата и глутатиона. Вероятно, в трансгенных растениях, несущих бакте­
риальный ген acdS, в меньшем количестве образуется пероксид водорода, который является одним из 
субстратов для аскорбатпероксидазы и глутатионпероксидазы. Следовательно, данные формы растений 
имеют более низкую интенсивность свободнорадикальных окислительных процессов по сравнению с не­
трансгенными. 

Полученные нами результаты об активности ферментов аскорбат-глутатионового цикла согласуются 
с тем, что трансгенные растения N. tabacum в условиях загрязнения почвы Ni2+ характеризовались бо­
лее низкой активностью ферментативных антиоксидантов (пероксидазы, каталазы, супероксиддисму­
тазы) и интенсивностью процессов перекисного окисления липидов по сравнению с нетрансгенными 
формами [19].
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Нами установлено, что внесение в почву ионов никеля(II) приводило к повышению общей антиок­
сидантной активности исследуемых растений, как и в случае присутствия в почве ряда других тяжелых 
металлов (меди, хрома и свинца) [20]. 

Так, ранее нами было показано, что при внесении в почву солей Cu2+, Cr6+, Pb2+ трансгенные растения 
N. tabacum отличались более высоким содержанием низкомолекулярных компонентов (глутатиона, аскор­
биновой кислоты) и более низкой активностью ферментов аскорбат-глутатионового цикла (аскорбатпе­
роксидазы, глутатионпероксидазы, глутатионредуктазы) по сравнению с нетрансгенными формами [21].

В литературе имеются данные, что трансгенные растения табака, характеризующиеся сверхэкспрес­
сией супероксиддисмутазы, демонстрировали увеличение активности ферментов аскорбат-глутатионо­
вого цикла. Эти растения отличались повышенной устойчивостью к окислительному стрессу, только 
если другие антиоксиданты (в частности, глутатион и аскорбат) также присутствовали в клетке в высо­
ких концентрациях [8].

Следует отметить, что полученные данные согласуются с тем, что у ряда растений, инокулирован­
ных бактериями, которые несли ген acdS в своем геноме, в условиях абиотического стресса наблю­
далась более низкая активность ферментов аскорбат-глутатионового цикла. Так, например, растения 
кукурузы, инокулированные бактериями Р. рutida, в условиях засухи отличались более низкой актив­
ностью аскорбатпероксидазы и глутатионпероксидазы по сравнению с неинокулированными растения
ми [10]. Растения картофеля, инокулированные бактериями Bacillus sp., содержащими фермент АЦК-
дезаминазу, при выращивании в условиях воздействия на почву тяжелых металлов имели более низкую 
активность аскорбатпероксидазы и глутатионредуктазы, чем неинокулированные растения картофеля, 
выращенные на загрязненной тяжелыми металлами почве [22]. 

Заключение
Таким образом, трансгенные растения, несущие в своем геноме бактериальный ген acdS и способ­

ные синтезировать АЦК-дезаминазу, в меньшей степени подвержены воздействию повышенных кон­
центраций ионов никеля в почве. Необходимо отметить, что трансгенные растения N. tabacum, которые 
выращивались на загрязненной почве, имели лучшие ростовые характеристики (бóльшую длину стебля, 
корня) и более высокую биомассу, чем нетрансгенные образцы [11].

Полученные результаты свидетельствуют об увеличении общей антиоксидантной активности, по­
вышении содержания глутатиона, аскорбиновой кислоты, возрастании активности ферментов аскорбат-
глутатионового цикла в условиях абиотического стресса, вызванного обработкой почвы Ni2+.

Практическая значимость данного исследования связана с использованием трансгенных растений, 
экспрессирующих бактериальный ген АЦК-дезаминазы (acdS ) и обладающих повышенной устойчи
востью к неблагоприятным воздействиям окружающей среды.
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ОРГАНО - И ТКАНЕСПЕЦИФИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ  
ПРОЯВЛЕНИЯ АНТИРАДИКАЛЬНОГО ПОТЕНЦИАЛА  

И СОДЕРЖАНИЯ ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ  
В РАСТЕНИЯХ РОДА TAXUS spp.

С. Н. ФИЛИППОВА1), А. О. ЛОГВИНА1), Е. В. СПИРИДОВИЧ 2)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 
2)Центральный ботанический сад НАН Беларуси, ул. Сурганова, 2В, 220012, г. Минск, Беларусь

Проведен анализ антирадикальной активности, общего содержания растворимых фенольных соединений и уровня 
накопления флавоноидов в надземных и подземных органах и тканях представителей рода Taxus spp. (T. baccata L. cv. 
Semperaurea, T. cuspidata Sieb. et Zucc. и T. wallichiana Zucc.), интродуцированных в Республике Беларусь. Вы­
явлена зависимость величины антирадикальной активности и содержания анализируемых групп вторичных мета­
болитов от органной и тканевой локализации в растении. Установлено, что максимальная антирадикальная актив­
ность, а также наиболее высокий уровень накопления суммы растворимых фенольных соединений и флавоноидов 
наблюдаются в экстрактах вторичной покровной ткани (перидермы) корня интактных растений всех исследуемых 
видов Taxus spp. Так, антирадикальная активность экстрактов данного типа ткани T. wallichiana Zucc. составляла 
(28,7 ± 1,0) мг эквивалента аскорбиновой кислоты на 1 г сухой массы, T. cuspidata Sieb. et Zucc. – (26,1 ± 0,8) мг 
эквивалента аскорбиновой кислоты на 1 г сухой массы, а T. baccata L. cv. Semperaurea – (22,4 ± 0,7) мг эквива­
лента аскорбиновой кислоты на 1 г сухой массы, что на 78–81 % превышало активность экстрактов корки ствола 
и на 42– 64 % – активность экстрактов хвои. Содержание суммы фенольных соединений в экстрактах перидермы 
корней исследуемых растений варьировало от (129,9 ± 2,9) до (154,2 ± 4,3) мг эквивалента галловой кислоты на 
1 г сухой массы и было максимальным у T. wallichiana Zucc. Наиболее высокий уровень накопления флавоноидов 
среди анализируемых экстрактов указанного типа ткани обнаружен у T. cuspidata Sieb. et Zucc. ((13,0 ± 0,4) мг 
эквивалента кверцетина на 1 г сухой массы). 

Ключевые слова: Taxus; тис; фенольные соединения; флавоноиды; антирадикальная активность; метод DPPH; 
метод Фолина – Чокальтеу.
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The paper presents the results of an investigation of the antiradical activity, total phenolic and flavonoid contents in 
aboveground and underground organs and tissues of Taxus spp. plants (T. baccata L. cv. Semperaurea, T. cuspidata Sieb. et 
Zucc. and T. wallichiana Zucc.) introduced in the Republic of Belarus. The analysis indicates the dependence of antiradical 
activity value and the level of phenolic compounds on the organ- and tissue-specific localisation. Root periderm (secondary 
dermal tissue) extracts of all Taxus spp. species studied showed the best antiradical activity with the highest total phenolic 
and flavonoid contents. Thus, the extracts from the root periderm of T. wallichiana Zucc., T. cuspidata Sieb. et Zucc. and 
T. baccata L. cv. Semperaurea had antiradical activity of (28.7 ± 1.0), (26.1 ± 0.8) and (22.4 ± 0.7) mg ascorbic acid equi
valent per 1 g dry weight, respectively, which was 78–81 % higher than the antioxidant activity of the trunk-bark extracts 
and 42– 64 % higher than the activity of the needle extracts. The total phenolic content of the root periderm extracts of all 
investigated plants varied from (129.9 ± 2.9) to (154.2 ± 4.3) mg gallic acid equivalent per 1 g dry weight, and was found 
to be highest in the T. wallichiana Zucc. extract. The greatest flavonoid content was observed with extracts of the root 
periderm of T. cuspidata Sieb. et Zucc. ((13.0 ± 0.4) mg quercetin equivalent per 1 g dry weight). 

Keywords: Taxus; yew; phenolic compounds; flavonoids; antiradical activity; DPPH method; Folin – Ciocalteu method.
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Введение
Тис (Taxus spp.) – род вечнозеленых хвойных кустарников или деревьев высотой от 1 до 28 м с диа­

метром ствола до 1,5 м. Представители данного рода характеризуются медленным ростом и большой 
продолжительностью жизни (от 1500 до 4000 лет) [1]. Они широко распространены и естественно произ­
растают во влажных лесах умеренной зоны по всему миру, особенно вдоль побережий Тихого и Атланти­
ческого океанов, в регионе Великих озер Северной Америки, в Западной, Северной и Южной Европе, Ал­
жире, юго-восточной части России, Восточном Китае, Непале, Бирме, Лаосе, Таиланде, Вьетнаме, Иране, 
на островах Суматра и Целебес [2]. Один из наиболее известных представителей данного рода – тис ягод­
ный (T. baccata L.) – распространен спорадически почти по всей Северной и Западной Европе (от Скан­
динавии до Средиземноморья), на Кавказе, части территории Малой Азии и Северной Африки. В Альпах 
он произрастает на высоте до 1100 –1400 м, в Пиренеях и Карпатах – до 1600, на Кавказе – до 1500, 
в Малой Азии – до 2300 м [1; 3; 4]. В Беларуси представители данного рода в естественных условиях 
произрастания не распространены и выращиваются только в культуре, к примеру, в Центральном бота­
ническом саду Национальной академии наук Беларуси (ЦБС НАН Беларуси).

Растения семейства Taxaceae рода Taxus spp., в том числе тис ягодный, – крайне ценное сырье для 
фармакологической промышленности. Это обусловлено присутствием в них дитерпеноида паклитак­
села (Таксол®), который на сегодняшний день является одним из самых известных антинеопластиче­
ских агентов  [5]. При этом фитохимический состав представителей данного рода очень многообра­
зен. Например, в древесине, коре и хвое, кроме ценных терпеноидов (паклитаксел и др.), содержатся 
стероиды (ситостерин, кампестерин), цианогенные соединения (таксифиллин), лигнаны (неолигнаны 
и терпенолигнаны), флавоноиды (в частности, димерный флавоноид аментофлавон II типа и др.), ду­
бильные вещества, витамины, высшие жирные кислоты и высшие алифатические спирты и иные клас­
сы соединений  [6], в  семенах присутствуют терпеновые алкалоиды (до 0,92 %)  [7]. Такой широкий 
спектр фармакологически активных метаболитов закономерно обусловливает и потенциально высокое 
разнообразие биологических активностей у препаратов на основе растительного сырья Taxus spp. Так, 
например, в литературных источниках упоминается про их иммуномодулирующую, антимикробную, 
антимикотическую и анальгезирующую активности, а также жаропонижающее и противосудорожное 
действие [8]. В последние годы значительное внимание уделяется исследованию антиоксидантных 
свойств экстрактов, полученных из сырья представителей семейства Taxaceae [9]. 
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Благодаря способности к  снижению скорости генерации свободных радикалов и  ингибированию 
перекисного окисления липидов биологических мембран, которое ведет к патологическим изменениям 
функции клеток, антиоксиданты играют важнейшую роль в механизмах протекторного действия в от­
ношении клеток животных и растений [10]. Свободные радикалы постоянно образуются в аэробных 
организмах в результате нормальных физиологических процессов. Тем не менее их избыточное нако­
пление может приводить к развитию различных патофизиологических состояний, включая сердечно-
сосудистые заболевания, болезнь Альцгеймера, диабет и т. д. [11]. Защита от окислительного стресса 
и хронических повреждений достигается благодаря функционированию ферментативных антиокси­
дантных систем и комплекса низкомолекулярных антиоксидантов. Как упоминалось выше, в растениях 
Taxus spp. синтезируется высокое количество соединений фенольной природы, в частности флавонои­
дов (антоцианы, катехины, флаваноны и т. п.), терпеноидов и др., которые являются сильными низко­
молекулярными антиоксидантами [9; 11].

Важно отметить, что состав и количественное содержание ценных вторичных метаболитов в рас­
тениях Taxus spp. могут значительно варьировать у разных видов одного рода, а также в зависимости от 
условий и ареала произрастания [12; 13]. Например, известно, что у популяций растений T. wallichiana 
Zucc., которые растут в наиболее высоких горных регионах Гималаев, наблюдается повышенное содер­
жание фармакологически ценных таксоидов по сравнению с их содержанием в растениях, произрастаю
щих более низко [14]. Также уровень накопления определенных биологически активных соединений 
в растениях может значительно варьировать в зависимости от тканевой либо органной локализации [15].

До настоящего времени основное внимание исследователей уделялось преимущественно биохи­
мическому анализу надземных органов [8; 16; 19] вида T. baccata L. [8; 17–19]. В связи с этим пред­
ставлялось весьма актуальным проанализировать антирадикальную активность экстрактов и содержа­
ние фенольных соединений в различных тканях надземных и подземных органов растений Taxus spp. 
(T. baccata L. cv. Semperaurea, T. cuspidata Sieb. et Zucc. и T. wallichiana Zucc.), интродуцированных на 
территории Республики Беларусь.

Материалы и методы исследования
Объекты исследования. В исследовании использовали три вида растений рода Taxus spp., выращи

ваемых в коллекциях ЦБС НАН Беларуси, – T. baccata L. cv. Semperaurea (тис ягодный сорта Золотис
тый), T. cuspidata Sieb. et Zucc. (тис остроконечный) и T. wallichiana Zucc. (тис Валлиха). Внешний вид 
данных растений представлен на рис. 1.

Биологический материал собирали с июня по август. Собранные гербарные образцы депонированы 
в гербарии ЦБС НАН Беларуси (MSKH). Для проведения сравнительного анализа органо- и ткане­
специфического накопления фенольных соединений и антирадикальной активности использовались 
следующие образцы:

1) перидерма корня (вторичная покровная ткань (красновато-коричневая наружная часть коры корня));
2) центральный цилиндр корня;
3) корка ствола (ритидом (коричневая наружная отслаивающаяся пластинчатая часть коры));
4) хвоя (листья тиса);
5) ювенильные побеги (молодые побеги текущего года, включающие стебель и лист с неодревеснев­

шими ветками).
Следует отметить, что для анализа использовали корни 2–3-го года жизни диаметром 0,3– 0,7 см, 

расположенные близко к поверхности почвы. Хвою (листья тиса) собирали со старых одревесневших 
побегов прошлых лет.

Приготовление спиртовых экстрактов. В работе получали водно-спиртовые экстракты различных 
частей растений тиса. Для этого образцы растительных тканей высушивали при 60 °С в сухожаровом 
шкафу с обдувом в течение 24 ч. Сухой растительный материал измельчали. Точную навеску высушен­
ного растительного сырья (0,3 г) переносили в круглодонную колбу объемом 100 мл и добавляли к ней 
30 мл 70 % этанола и центры кипения, после чего колбу взвешивали. Экстрагирование проводили в те­
чение 120 мин при нагревании на водяной бане с обратным холодильником. Далее колбу с экстрактом 
охлаждали при комнатной температуре, взвешивали, при необходимости потерю в весе восполняли 
70 % этанолом. Затем экстракт фильтровали через бумажный фильтр в стеклянные флаконы объемом 
30 мл, плотно закрывали и хранили при 4 °С.

Анализ антирадикальной активности. Для определения антирадикальной активности экстрактов 
использовали спектрофотометрический метод, основанный на взаимодействии антиоксидантов со ста­
бильным хромоген-радикалом 2,2-дифенил-1-пикрилгидразилом (метод DPPH) [20], с небольшими мо­
дификациями [21]. Антирадикальную активность проб выражали в миллиграммах эквивалента аскор­
биновой кислоты на грамм сухой массы (далее – мг АК/г сух. м.).
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Определение общего содержания фенольных соединений. В ходе количественного анализа фено
лов в растительных объектах использовали метод Фолина – Чокальтеу  [22]. Содержание суммы фе­
нольных соединений в пробах определяли в пересчете на галловую кислоту [23] и выражали в милли­
граммах эквивалента галловой кислоты на грамм сухой массы (далее – мг ГК/г сух. м.).

Определение содержания флавоноидов. Расчет суммарного количества флавоноидов проводили 
с помощью спектрофотометрического метода, основанного на реакции комплексообразования биофла­
воноидов с хлоридом алюминия [24]. Содержание флавоноидов в пробах выражали в миллиграммах 
эквивалента кверцетина на грамм сухой массы (далее – мг Кв/г сух. м.). 

Статистическая обработка данных. В  работе представлены результаты трех опытов (биологиче­
ские образцы каждого из вариантов собирались трижды, каждый из образцов подвергался экстракции 
в 3-кратной повторности). Эксперименты выполнялись в 4-кратной повторности. Обработку данных про­
изводили с помощью пакета статистического анализа программы Microsoft Excel. Основными статисти­
ческими характеристиками служили средняя арифметическая величина, среднее квадратическое отклоне­
ние, ошибка средней величины. Различия между средними показателями оценивались как достоверные 
при уровне значимости р ≤ 0,05 (ANOVA-тест). Оценку линейной связи между двумя количественными 
переменными осуществляли с помощью коэффициента Пирсона (rху ). Гипотезу о наличии достоверной по­
ложительной корреляции между анализируемым числом пар значений переменных (n) считали подтверж­
денной при р < 0,05. На диаграммах представлены средние значения ± ошибка средней величины.

Результаты и их обсуждение
Органы и ткани растений тиса, благодаря различному фитохимическому составу, могут характери­

зоваться разной способностью к проявлению антиоксидантной активности. Поэтому на первом этапе 
исследований представлялось актуальным провести сравнительный анализ одной из основных харак­
теристик антиоксидантных свойств растительного сырья – антирадикальной активности экстрактов 
перидермы и центрального цилиндра корня, корки ствола, хвои и ювенильных побегов трех видов рас­
тений (T. baccata L. cv. Semperaurea, T. cuspidata Sieb. et Zucc. и T. wallichiana Zucc.).

Рис. 1. Внешний вид растений T. baccata L. cv. Semperaurea (а),  
T. cuspidata Sieb. et Zucc. (б ) и T. wallichiana Zucc. (в)

Fig. 1. Visual appearance of T. baccata L. cv. Semperaurea (a),  
T. cuspidata Sieb. et Zucc. (b) and T. wallichiana Zucc. (c)
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Антирадикальная активность экстрактов различных частей интактных растений Taxus spp. представле­
на на рис. 2. В результате проведенных экспериментов было показано, что максимальная антирадикаль­
ная активность наблюдалась в экстрактах перидермы корней всех исследуемых видов тиса и варьиро­
вала от (28,7 ± 1,0) мг АК/г сух. м. у T. wallichiana Zucc. до (22,4 ± 0,7) мг АК/г сух. м. у T. baccata L. cv. 
Semperaurea. Минимальный радикалингибирующий потенциал (0,7–1,9 мг АК/г сух. м.) выявлен в слу­
чае вытяжек из тканей центрального цилиндра корней анализируемых растений. В частности, антира­
дикальная активность данных экстрактов была на 93–97 % меньше по сравнению с исследуемым типом 
активности экстрактов перидермы корня. 

При сравнительном анализе антирадикальной активности экстрактов хлорофиллсодержащих органов 
(хвои и ювенильных побегов) было отмечено, что наиболее высокий показатель исследуемой активности 
наблюдался в образцах, полученных из хвои T. baccata L. cv. Semperaurea ((13,1 ± 0,8) мг АК/г сух. м.), а наи­
более низкий – в экстрактах ювенильных побегов T. cuspidata Sieb. et Zucc. ((5,9 ± 0,5) мг АК/г сух. м.). 

Антирадикальная активность образцов, полученных из корки ствола всех исследуемых видов тиса 
(4,2– 6,2 мг АК/г сух. м.), была существенно менее выраженной по сравнению с данным типом активно­
сти образцов, полученных из перидермы корня (на 78–81 % ниже) и хвои (на 44 – 68 % ниже). В целом, 
как видно из рис. 2, значения радикалингибирующей активности экстрактов анализируемых органов 
и тканей у трех изучаемых видов тиса варьировали в сопоставимых пределах.

Антиоксидантная активность присуща многим группам вторичных метаболитов. Однако наиболее 
ярко она выражена у фенольных соединений  [25]. Поэтому на втором этапе исследований был про­
веден сравнительный анализ содержания суммы растворимых фенолов и флавоноидов в перидерме 
и центральном цилиндре корня, корке ствола, хвое и ювенильных побегах трех видов растений рода 
Taxus spp.

Исходя из полученных данных, для изучаемых видов тиса наблюдалась общая закономерность в локали­
зации накопления фенолов (рис. 3). Было установлено, что максимальное их содержание у всех исследуемых 
видов растений обнаруживалось в перидерме корня. Так, в экстрактах перидермы T. wallichiana Zucc. этот 
показатель составлял (154,2 ± 4,3) мг ГК/г сух. м., T. cuspidata Sieb. et Zucc. – (140,8 ± 3,8) мг ГК/г сух. м., 
а T. baccata L. cv. Semperaurea – (129,9 ± 2,9) мг ГК/г сух. м., в то время как в корке ствола уровень накопле­
ния фенольных соединений был на 71– 82 % ниже по сравнению с содержанием данного класса метаболи­
тов в перидерме корня.

Рис. 2. Антирадикальная активность экстрактов различных частей Taxus spp.:  
1 – перидерма корня, 2 – центральный цилиндр корня, 3 – корка ствола, 4 – хвоя, 5 – ювенильные побеги;  

* – статистически значимо, p < 0,05 (межвидовые отличия отдельно для каждой части растения).  
Для каждого вида тиса указаны значения F-критерия и уровня значимости p  

(однофакторный дисперсионный анализ) (сравнение различных частей растений)
Fig. 2. Antiradical activity of the extracts from different parts of Taxus spp.: 

1 – root periderm, 2 – root’s central cylinder, 3 – trunk-bark, 4 – needles, 5 – juvenile shoots; 
* – statistically significant, p < 0.05 (interspecific differences separately for each part of the plant).  

For each yew species, the value of F-statistic and the p-value are indicated  
(one-way ANOVA) (comparison of different parts of plants)
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Экстракты центрального цилиндра корней всех исследуемых видов тиса характеризовались наи­
меньшим содержанием фенольных соединений по сравнению с остальными экстрактами изучаемых 
органов и тканей. В данном случае этот показатель варьировал в диапазоне от (6,3 ± 0,5) мг ГК/г сух. м. 
у T. baccata L. cv. Semperaurea до (13,4 ± 1,0) мг ГК/г сух. м. у T. wallichiana Zucc., что было на 95 и 91 % 
меньше, чем в перидерме корня указанных видов тиса. Кроме того, стоит отметить, что в перидерме 
и центральном цилиндре корня, а также в корке ствола максимальное содержание фенолов выявлено 
в экстрактах T. wallichiana Zucc., а минимальное – в экстрактах T. baccata L. cv. Semperaurea. 

Анализ содержания суммы растворимых фенольных соединений в ювенильных побегах тиса пока­
зал, что оно изменялось от (50,0 ± 2,7) и (52,4 ± 1,3) мг ГК/г сух. м. у T. wallichiana Zucc. и T. cuspidata 
Sieb. et Zucc. соответственно до (67,8 ± 2,0) мг ГК/г сух. м. у T. baccata L. cv. Semperaurea. В хвое уро­
вень накопления данных метаболитов был несколько выше, чем в ювенильных побегах. Так, суммарное 
содержание фенолов в экстрактах хвои составляло (60,7 ± 2,7), (67,9 ± 2,7) и (83,5 ± 3,7) мг ГК/г сух. м. 
у T. wallichiana Zucc., T. cuspidata Sieb. et Zucc. и T. baccata L. cv. Semperaurea соответственно. Следует 
отметить, что при сравнительном анализе накопления фенолов у трех изучаемых видов тиса в хлоро­
филлсодержащих органах (хвое и ювенильных побегах) более высокое содержание исследуемого класса 
вторичных метаболитов выявлено у T. baccata L. cv. Semperaurea, а в перидерме, центральном цилиндре 
корня и корке ствола – у T. wallichiana Zucc.

Сравнительный анализ содержания суммы флавоноидов в различных частях интактных растений 
Taxus spp. показал, что максимальный их уровень, как и в случае антирадикальной активности экстрак­
тов и общего накопления фенольных соединений, обнаруживался в перидерме корня всех изучаемых 
видов (рис. 4). При этом наиболее высокое содержание флавоноидов ((13,0 ± 0,4) мг Кв/г сух. м.) было 
выявлено в перидерме корня T. cuspidata Sieb. et Zucc. В экстрактах данного типа ткани T. wallichiana 
Zucc. уровень накопления флавоноидов составлял (11,2 ± 0,2) мг Кв/г сух. м., а T. baccata L. cv. Sempe
raurea – (8,4 ± 0,3) мг Кв/г сух. м.

Помимо этого, довольно высокое содержание (6,1–7,7 мг Кв/г сух. м.) исследуемого класса метабо­
литов выявлено в хвое растений тиса. Причем разница в накоплении флавоноидов между перидермой 
корня и хвоей у T. wallichiana Zucc. и T. cuspidata Sieb. et Zucc. была существенно более значительной 
(41– 46 %), чем у T. baccata L. cv. Semperaurea (15 %). По сравнению с содержанием изучаемых соедине­
ний в хвое их уровень в ювенильных побегах был ниже на 57–73 % и составлял 2,1–2,6 мг Кв/г сух. м. 
Важно отметить, что, как и в случае суммы фенольных соединений, содержание флавоноидов в корке 

Рис. 3. Общее содержание фенольных соединений в различных частях Taxus spp.:  
1 – перидерма корня, 2 – центральный цилиндр корня, 3 – корка ствола, 4 – хвоя, 5 – ювенильные побеги;  

* – статистически значимо, p < 0,05 (межвидовые отличия отдельно для каждой части растения).  
Для каждого вида тиса указаны значения F-критерия и уровня значимости p  

(однофакторный дисперсионный анализ) (сравнение различных частей растений)
Fig. 3. Total phenolic content in different parts of Taxus spp.:  

1 – root periderm, 2 – root’s central cylinder, 3 – trunk-bark, 4 – needles, 5 – juvenile shoots; 
* – statistically significant, p < 0.05 (interspecific differences separately for each part of the plant).  

For each yew species, the value of F-statistic and the p-value are indicated  
(one-way ANOVA) (comparison of different parts of plants)
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ствола исследуемых растений Taxus spp. также было существенно ниже по сравнению с их содержа­
нием в перидерме корня: различия составляли 60; 70 и 73 % для T. wallichiana Zucc., T. cuspidata Sieb. 
et Zucc. и T. baccata L. cv. Semperaurea соответственно. Наименьшим уровнем накопления флавоноидов 
отличался центральный цилиндр корня. Так, например, содержание исследуемых соединений в данной 
части растений тиса было на 95 % ниже (для всех видов), чем в перидерме корня.

Далее нами был проведен статистический корреляционный анализ для установления связи между 
исследуемыми наборами данных (антирадикальная активность, содержание фенольных соединений 
и флавоноидов). Результаты корреляционного анализа при оценке характера взаимосвязи между общим 
содержанием фенольных соединений и накоплением флавоноидов в органах и тканях растений различ­
ных видов Taxus spp. представлены в табл. 1. Проведенный корреляционный анализ показал сильную 
положительную связь между общим содержанием фенолов и уровнем флавоноидов ( р < 0,05). 

Т а б л и ц а   1
Данные корреляционного анализа взаимосвязи  

между общим содержанием фенольных соединений  
и накоплением флавоноидов в органах и тканях растений Taxus spp.

Ta b l e  1
Data of correlation analysis of the relationship between total phenolic content  

and flavonoid content in the organs and tissues of Taxus spp. plants

Объекты rху n p

T. wallichiana Zucc. 0,961 5 < 0,05

T. cuspidata Sieb. et Zucc. 0,943 5 < 0,05

T. baccata L. cv. Semperaurea 0,926 5 < 0,05

Кроме того, была оценена взаимосвязь антирадикальной активности экстрактов с общим содержа­
нием фенольных соединений и флавоноидов (табл. 2, 3). В данном случае также выявлена линейная 
корреляция между антирадикальными свойствами экстрактов и содержанием фенольных соединений, 
антирадикальной активностью и суммой флавоноидов у всех исследуемых видов тиса. Таким образом, 

Рис. 4. Суммарное содержание флавоноидов в различных частях Taxus spp.:  
1 – перидерма корня, 2 – центральный цилиндр корня, 3 – корка ствола, 4 – хвоя, 5 – ювенильные побеги;  

* – статистически значимо, p < 0,05 (межвидовые отличия отдельно для каждой части растения).  
Для каждого вида тиса указаны значения F-критерия и уровня значимости p  

(однофакторный дисперсионный анализ) (сравнение различных частей растений)
Fig. 4. Flavonoid content in different parts of Taxus spp.:  

1 – root periderm, 2 – root’s central cylinder, 3 – trunk-bark, 4 – needles, 5 – juvenile shoots;  
* – statistically significant, p < 0.05 (interspecific differences separately for each part of the plant).  

For each yew species, the value of F-statistic and the p-value are indicated  
(one-way ANOVA) (comparison of different parts of plants)
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наблюдаемое сходство в закономерностях проявлений антирадикальной активности экстрактов, уров­
нях суммы фенольных соединений и содержании флавоноидов в различных органах и тканях у трех 
исследуемых видов тиса подтверждают данные проведенного корреляционного анализа. Полученные 
нами результаты согласуются с данными других исследователей, которыми также была выявлена по­
ложительная корреляционная связь между антирадикальной активностью и содержанием суммы фла­
воноидов в экстрактах хвои T. baccata L. [8; 19].

Т а б л и ц а   2
Данные корреляционного анализа взаимосвязи  

между общим содержанием фенольных соединений в органах  
и тканях растений Taxus spp. и антирадикальной активностью их экстрактов

Ta b l e  2
Data of correlation analysis of the relationship  

between total phenolic content in the organs and tissues  
of Taxus spp. plants and antiradical activity of their extracts

Объекты rху n p

T. wallichiana Zucc. 0,996 5 < 0,05
T. cuspidata Sieb. et Zucc. 0,981 5 < 0,05
T. baccata L. cv. Semperaurea 0,989 5 < 0,05

Т а б л и ц а   3
Данные корреляционного анализа взаимосвязи  

между содержанием флавоноидов в органах и тканях  
растений Taxus spp. и антирадикальной активностью их экстрактов

Ta b l e  3
Data of correlation analysis of the relationship  

between flavonoid content in the organs and tissues  
of Taxus spp. plants and antiradical activity of their extracts

Объекты rху n p

T. wallichiana Zucc. 0,953 5 < 0,05
T. cuspidata Sieb. et Zucc. 0,951 5 < 0,05
T. baccata L. cv. Semperaurea 0,946 5 < 0,05

Как известно, флавоноиды являются важнейшими уникальными неферментными антиоксидантами, 
способными прямо или косвенно ослаблять либо предупреждать клеточные повреждения, вызываемые 
свободными радикалами [26]. Этот факт, а также результаты проведенных нами экспериментов позво­
ляют предположить, что флавоноиды и вещества фенольной природы в целом играют первостепенную 
роль в антиоксидантной защите клеток растений тиса, несмотря на то, что, кроме широкого спектра 
фенольных соединений, в древесине, коре и хвое тиса содержатся биологически активные терпеноиды, 
стероиды, цианогенные соединения, лигнаны, дубильные вещества и другие соединения [6]. 

Стимуляция биосинтеза антиоксидантных соединений в клетках растений наблюдается при воздей­
ствии различных стрессовых факторов, таких как избыточная интенсивность освещения для предотвра­
щения фотооксидативного повреждения, пониженная температура, УФ-облучение, влияние патогенов, 
засоление и ранения  [27]. Например, при воздействии патогенов растения производят вещества, по­
давляющие их размножение и рост (терпеноиды, смолы, дубильные вещества и алкалоиды). Согласно 
литературным данным, большинство из этих соединений могут накапливаться в вакуолях и клеточных 
стенках покровных тканей [28]. Так, в исследованиях отдельных авторов показано, что в перидерме 
корня Taxus × media Rehd. сорта Брауни концентрация противоопухолевого вещества (таксола) была 
в 1,5 раза выше, чем в хвое растения [29]. 

На основании данных литературы, а также результатов проведенных нами исследований можно 
предположить, что именно у периферической части корневой системы растений Taxus spp. может реа
лизовываться наиболее мощная программа защиты от различных стрессовых факторов окружающей 
среды. В частности, высокое содержание фенольных соединений в перидерме корней у исследованных 
представителей рода Taxus spp. может объясняться важнейшей ролью данной ткани в защите растений 
от проникновения почвенных патогенных микроорганизмов.
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Заключение
Таким образом, для T. baccata L. cv. Semperaurea, T. cuspidata Sieb. et Zucc. и T. wallichiana Zucc., интро­

дуцированных в Республике Беларусь, отмечены органо- и тканеспецифические особенности проявления 
антирадикальной активности и содержания суммы фенольных соединений и флавоноидов в зависимости 
от локализации в растении. В результате проведенного биохимического анализа экстрактов надземных 
и подземных органов и тканей растений Taxus spp. установлено, что наиболее высокие уровни антира­
дикальной активности, содержания суммы растворимых фенольных соединений и флавоноидов были 
характерны для перидермы корней. Так, антирадикальная активность в перидерме корней T. wallichiana 
Zucc. составляла (28,7 ± 1,0) мг АК/г сух. м., T. cuspidata Sieb. et Zucc. – (26,1 ± 0,8) мг АК/г сух. м., 
а T. baccata L. cv. Semperaurea – (22,4 ± 0,7) мг АК/г сух. м., что на 78–81 % выше активности экс­
трактов корки ствола и на 42– 64 % выше активности экстрактов хвои. В экстрактах перидермы кор­
ня содержание суммы фенольных соединений варьировало в пределах от (129,9 ± 2,9) мг ГК/г сух. м. 
у T. baccata L. cv. Semperaurea до (154,2 ± 4,3) мг ГК/г сух. м. у T. wallichiana Zucc. Максимальное накоп
ление флавоноидов обнаружено в перидерме корня T. cuspidata Sieb. et Zucc. ((13,0 ± 0,4) мг Кв/г сух. м.). 
Самая слабая способность к нейтрализации свободных радикалов и наиболее низкое содержание фе­
нольных соединений и флавоноидов были характерны для экстрактов центрального цилиндра корня. 

Полученные данные могут служить основой для прогнозирования биологических активностей экс­
трактов тканей и органов различных представителей растений семейства Taxaceae, произрастающих 
в других регионах мира, а также при разработке биотехнологических подходов к получению фарма­
кологически ценных метаболитов, оценке потенциала объектов in  vitro, способствуя рациональному 
использованию природного растительного сырья интактных растений Taxus spp.
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В качестве биологического средства контроля бактериального ожога исследованы бактериофаги Erwinia amy­
lovora Hena2, Roscha1, Pixel, Dichka и VyarbaS на модельных объектах – цветках и листьях груши. При обработке 
бактериофагом за 1 ч до инокуляции E. amylovora 1/79Sm статистически значимых отличий в симптомах по срав­
нению с контролем не обнаружено. Однако отмечено снижение титра патогена на 1–3 порядка при содержании 
в инокуляте 106–108 КОЕ/мл E. amylovora и обработке бактериофагом за 1 ч до заражения патогеном.

Ключевые слова: бактериальный ожог; бактериофаги; Erwinia amylovora; груша; защита растений.

STUDY OF THE EFFICIENCY OF SUPPRESSING FIRE BLIGHT  
BY BACTERIOPHAGES UNDER LABORATORY CONDITIONS
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Erwinia amylovora bacteriophages Hena2, Roscha1, Pixel, Dichka and VyarbaS were studied as a  biological fire 
blight control agents on model objects – pear flowers and leaves. When treated with a bacteriophage 1 h before inoculation 
with E. amylovora 1/79Sm, no statistically significant differences in symptoms were found compared to the control. How­
ever, a decrease in the titer of the pathogen by 1–3 orders of magnitude was shown with E. amylovora in the inoculum of 
106–108 CFU/mL and treatment with a bacteriophage 1 h before infection with the pathogen.

Keywords: fire blight; bacteriophages; Erwinia amylovora; pear; plant protection.

Введение
Карантинный вид бактерий Erwinia amylovora – возбудитель бактериального ожога – имеет широ­

кое географическое распространение и является вредоносным фитопатогеном, поражающим важные 
плодовые и декоративные культуры семейства Rosaceae. Наиболее восприимчивы к болезни молодые 
и интенсивно растущие растения. Первичное инфицирование происходит весной в период цветения. 
Перенос фитопатогена на растения осуществляется насекомыми или дождевой водой [1; 2]. Следует от­
метить, что распространение некроза по растению может проходить в течение всего лета [1]. Методами 
ПЦР, а также визуализации биолюминесценции и флуоресценции меченых клеток бактерий показано 
перемещение E. amylovora по растению из побегов в нижние части и корни [3; 4]. Кроме того, выявлены 
миграция E. amylovora и поражение надземных частей бактериальным ожогом при непосредственном 
заражении корней груши [5]. В связи с вышеперечисленными особенностями патогенеза E. amylovora 
эффективность контроля бактериального ожога будет зависеть от возможности подавления размноже­
ния бактерий в недоступных частях растений, где идет скрытое, бессимптомное развитие болезни. Ме­
тодами контроля бактериального ожога традиционно являются агротехнические приемы и использо­
вание спреев химических агентов, таких как антибиотики и медьсодержащие соединения [6 – 8]. Успех 
применения химических агентов зависит от возможности обеспечения непосредственного их контакта 
с клетками фитопатогена, что осуществимо на эпифитной стадии болезни. Кроме того, несмотря на 
модификации способа доставки препарата химического агента в растение для контроля бактериального 
ожога (инъекции в ствол дерева), в литературе описана более низкая эффективность стволовых инъек
ций стрептомицина по сравнению с применением антибиотика в виде спрея  [9]. Исследуемые в на­
стоящее время естественные антагонисты бактерий – бактериофаги – обладают рядом преимуществ 
использования для контроля бактериозов по сравнению с химическими агентами. К преимуществам 
бактериофагов относятся природное происхождение, специфичность действия, присутствие в среде до 
элиминации бактерий-хозяев, способность к саморепликации [10]. Умножение числа бактериофагов при 
наличии бактерий-хозяев увеличивает шансы контакта бактериофага с бактериальными клетками. Кроме 
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того, в экспериментах по обработке корней, листьев и стеблей было показано перемещение бактерио­
фагов E. amylovora в восходящем и нисходящем направлениях [11; 12], что позволяет предполагать пер­
спективность использования бактериофагов для эндогенного контроля E. amylovora. Также в настоящее 
время исследователями рассматриваются ряд стратегий по преодолению возможных трудностей при­
менения биопрепаратов на основе бактериофагов (подбор вирулентных бактериофагов с перекрестной 
специфичностью для коктейлей, разработка фотопротекторных смесей для аэрозолей биопрепаратов 
и т. д.) [13].

Необходимо отметить, что имеющихся на сегодняшний день экспериментальных данных по обра­
ботке растений бактериофагами в качестве средства борьбы с бактериальным ожогом недостаточно для 
подтверждения удовлетворительной эффективности препаратов на их основе. Кроме того, эксперимен­
ты в различных литературных источниках заметно отличаются как по времени обработки бактериофа­
гом и способу внесения инокулята E. amylovora, так и по стартовым титрам суспензий бактериофага 
и бактерий [14 –18]. Таким образом, настоящее исследование посвящено анализу способности бакте­
риофагов подавлять развитие бактериального ожога. Цель работы – оценка эффективности контроля 
бактерии E. amylovora в лабораторных условиях с использованием пяти бактериофагов семейства Myo
viridae (Hena2, Roscha1, Pixel, Dichka и VyarbaS), выделенных на территории Беларуси.

Материалы и методы исследования
Объектами исследования служили штамм фитопатогенной бактерии E. amylovora 1/79Sm [19] и про­

являющие литическую активность в отношении данного штамма бактериофаги Hena2, Roscha1, Pixel, 
Dichka и VyarbaS, а также штамм эпифитной бактерии Pantoea agglomerans 216.

Культивирование бактерии-хозяина E. amylovora 1/79Sm и бактериофагов проводили при темпера­
туре 28 °С в питательной среде на основе пептона и дрожжевого экстракта (пептон – 10,0 г/л; дрожжевой 
экстракт – 5,0 г/л; NaCl – 8,5 г/л; вода дистиллированная – до 1 л) и в питательной среде LB (триптон – 
10,0 г/л; дрожжевой экстракт – 5,0 г/л; NaCl – 10,0 г/л; вода дистиллированная – до 1 л).

Исследование эффективности подавления признаков бактериального ожога в лабораторных условиях 
проводили в мае 2020 и мае 2021 г. с использованием цветков и листьев груши. В табл. 1 представлена 
шкала баллов, которые были присвоены визуальным признакам поражения органов растений при зара­
жении культурой бактерий E. amylovora в настоящем эксперименте. Также проведен анализ численности 
патогена на цветках при обработке бактериофагом. В экспериментах для получения фаголизатов исполь­
зовали штамм бактерии P. agglomerans 216. Перед обработкой органов растений фаголизаты центри
фугировали для освобождения от бактериального дебриса. При заражении органов растений E. amylo­
vora культуру бактерий наносили на пестики цветков и центральную жилку листа и в точке инокуляции 
делали надрез. Результаты учитывали на 5-е сутки. В постановке экспериментов 2020 и 2021 гг. име­
лись отличия (табл. 2).

Т а б л и ц а  1
Четырехбалльная система оценки визуальных признаков поражения  

органов растений при заражении культурой бактерий E. amylovora
Ta b l e  1

A four-point system for assessing symptoms of damage  
to plant organs when infected with E. amylovora

Визуальные признаки поражения груши возбудителем бактериального ожога
Балл

Цветки Листья*

Инфекция отсутствует Инфекция отсутствует 0

Некроз затрагивает пестик Некроз проявляется в точке инокуляции 1

Некроз затрагивает начало цветоложа Некроз проявляется в точке инокуляции 
и затрагивает центральную жилку 2

Некроз поражает цветоложе Некроз распространяется по центральной 
и дополнительным жилкам 3

Некроз захватывает часть цветоножки Некроз затрагивает более 50 % поверхности 
листа 4

*По данным [20].
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Для анализа количества КОЕ и БОЕ на цветках груши последние на 1 ч помещали в 1мл физиоло­
гического раствора, после чего полученную суспензию титровали и высевали на чашки с питательным 
агаром с добавлением стрептомицина в концентрации 25 мкг/мл.

Эксперименты ставились с проведением двух контролей. Для первой контрольной группы (далее – 
контроль 1 и контроль в экспериментах 2020 и 2021 гг. соответственно) использовали среду LB, а вто­
рую контрольную группу (далее – контроль 2 в эксперименте 2020 г.; 1/79Sm (т. 1), 1/79Sm (т. 2) 
и 1/79Sm (т. 3) в эксперименте 2021 г.) заражали культурой бактерий E. amylovora 1/79Sm, при этом об­
работку бактериофагом не выполняли. При заражении органов растений культурой бактерий E. amylo­
vora 1/79Sm в эксперименте 2021 г. использовали инокулят различного титра, для чего отбор суспензии 
клеток растущей культуры бактерий проводили в разные временные точки (т. 1, т. 2 или т. 3).

Т а б л и ц а  2
Условия экспериментов исследования эффективности контроля E. amylovora  

при обработке органов растений бактериофагами

Ta b l e  2

Conditions of experiments on disease control  
by bacteriophages on plant organs infected with E. amylovora

Номер 
опыта Год

Титр бактерий 
в инокуляте,  

КОЕ/мл

Титр бактериофага  
в фаголизате, БОЕ/мл Порядок обработки Средняя температура  

окружающей среды, °С

1 2020 1 ⋅ 108 5 ⋅ 108

На цветки и листья  
распыляли бактериофаг, 
спустя 1 ч проводили 
инокуляцию бактерий

23,5

2 2021
5 ⋅ 106 (т. 1)
1 ⋅ 107 (т. 2)

2,6 ⋅ 107 (т. 3)
5 ⋅ 109

На цветки и листья  
распыляли бактериофаг, 
спустя 1 ч проводили 
инокуляцию бактерий

21,5

Эксперименты выполняли не менее чем в трех повторах. Для статистической обработки данных ис­
пользовали встроенные функции программы Microsoft Excel. Планки погрешностей на рис. 1– 4 отра­
жают величину стандартного отклонения.

Результаты и их обсуждение
В настоящей работе проведено исследование эффективности подавления развития бактериального 

ожога на модельных объектах – цветках и листьях груши. Масштабы тестирования средств борьбы 
с бактериальным ожогом на растениях ограничены трудоемкостью и продолжительностью возделы­
вания древесных культур [21]. В связи с этим необходимо использовать адекватные модели заражения 
растений в лабораторных условиях. Первичным органом заражения является цветок [2], поэтому экс­
перименты на цветках представляют собой наиболее показательную модель заражения бактериальным 
ожогом. Одно из самых чувствительных растений к патогену E. amylovora – груша, по этой причине те­
стирование антибактериальных агентов чаще всего проводят на ее цветках [22; 23]. Для установления 
возможности распространения бактерий и бактериофага в тканях растений в качестве упрощенной мо­
дели также можно использовать молодые листья растений. Например, отделенные листья груши при­
меняли ранее для выявления чувствительности сортов груши и вирулентности патогенов Pseudomonas 
syringae pv. syringae при проведении анализа прогрессирования зоны некроза [20], а для оценки агрес­
сивности патогена E. amylovora и его способности к миграции осуществляли заражение листьев сажен­
цев яблони GFP-мечеными клетками бактерий [24]. В настоящее время имеются данные по изучению 
подавления бактериофагами E. amylovora развития бактериального ожога на цветках груши, яблони 
и айвы (табл. 3). Следует отметить, что при оценке способности бактериофагов подавлять развитие болез­
ни в исследованиях анализировали численность патогена на цветках (в работе [14] – симптомы болезни). 
В экспериментах использовались бактериофаги семейств Myoviridae и Podoviridae, причем наилуч­
ший результат со снижением титра фитопатогена на несколько порядков показан для рекомбинантного 
бактериофага Y2::dpoL1-C, представляющего собой миовирус, несущий ген деполимеразы подовируса 
L1 [17]. 
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Т а б л и ц а  3

Эксперименты по обработке бактериофагами  
цветков, зараженных возбудителем бактериального ожога

Ta b l e  3
Experiments on disease control by bacteriophages  

on flowers infected with the causative agent of fire blight

Штамм-носитель  
для наработки бактериофага

Последовательность обработки  
и титр* фаговых и бактериальных  

компонентов

Эффективность  
обработки бактериофагом Источник

P. agglomerans Eh21-5 Бактериофаг и культуру бактерий 
P. agglomerans смешивали в соот­
ношении 108 КОЕ/мл : 108 БОЕ/мл 
и оставляли инкубироваться на 1 ч. 
Суспензию фага и P. agglomerans 
распыляли на цветки груши и давали 
высохнуть в течение 3 ч перед иноку­
ляцией суспензии культуры бактерий 
E. amylovora (106 КОЕ/мл)

Снижение симптомов 
инфекции на 60 и 84 – 96 %

[14]

E. amylovora На рыльце цветков яблони иноку­
лировали суспензию E. amylovora 
1/79Sm (5 · 103 КОЕ) и бактериофагов 
(5 · 107–1 · 108 БОЕ)

Снижение численности 
патогена на 40 – 90 %

[15]

E. amylovora На цветки яблони распыляли фаго­
лизат (1012 БОЕ/мл) и инокулировали 
суспензию ночной культуры бактерий 
E. amylovora 1/79Sm (105 КОЕ/мл) 
в количестве 10 мкл на цветок

Снижение численности 
патогена более чем на 45 %

[16]

E. amylovora На цветки яблони распыляли раз­
ное количество культуры бактерий 
E. amylovora (102; 104; 106 КОЕ/мл). 
Через 1 ч распыляли бактериофаги 
(3 · 108 БОЕ/мл)

Снижение числа клеток 
патогена на 6,0; 3,6  
и 2,9 порядка на цветках, 
инокулированных 102; 104 
и 106 КОЕ/мл, соответственно

[17]

E. amylovora Смесь 1 : 1 фаголизата (1010 БОЕ/мл) 
и суспензии культуры бактерий E. amy­
lovora 1/79Sm (105 КОЕ/мл) объемом 
20 мкл наносили на пестики цветков 
яблони и айвы

Снижение численности 
патогена на 65–84 %  
(0,5–1,0 порядка)

[18]

*Выделен полужирным начертанием.

В настоящем исследовании с участием пяти бактериофагов семейства Myoviridae сезонные экспери­
менты 2020 и 2021 гг. имели методические модификации и продемонстрировали различные результаты 
при оценке подавления бактериального ожога в лабораторных условиях (см. рис. 1– 4).

В эксперименте 2020 г. (см. рис. 1) при визуальной оценке симптомов поражения цветков груши 
бактериальным ожогом статистически значимой разницы между контролем 2 и обработанными бак­
териофагом цветками не выявлено. Полученные данные свидетельствуют о потенциально низкой эф­
фективности каждого из исследуемых бактериофагов и коктейля фагов в  условиях стремительно раз­
вивающейся болезни, когда обработка бактериофагом происходит после попадания на цветок растения 
инокулята с высоким значением КОЕ. Следует отметить, что титр 108 КОЕ/мл на 2 и более порядка пре­
вышает таковой в проведенных ранее исследованиях (см. табл. 3). Ряд экспериментов свидетельствуют 
о наличии критического порога в соотношении бактерии и бактериофага, выше которого эффектив­
ность применения бактериофага значительно падает [17].

Диапазон разброса данных при обработке отдельными бактериофагами (Hena2 (1,50 ± 1,05), Roscha1 
(1,67 ± 1,03), Pixel (1,83 ± 0,75), Dichka (1,83 ± 0,98) и VyarbaS (1,67 ± 1,03)) был ниже среднего балла 
оценки визуальных признаков поражения для контроля 2 (2,83 ± 0,98). В случае применения коктейля 
фагов статистически значимой разницы с контролем 2 не наблюдалось.
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Рис. 1. Анализ поражения цветков груши  
после заражения E. amylovora и обработки бактериофагами в 2020 г.:  

а – цветки груши на 5-е сутки инкубирования;  
б – оценка визуальных признаков поражения цветков груши;  

в – титр патогена и бактериофага на цветках на 5-е сутки инкубирования
Fig. 1. Analysis of damage to pear flowers after infection  

with E. amylovora and treatment with bacteriophages in 2020:  
a – pear flowers on the 5th day of incubation; b – assessment of symptoms on pear flowers; 

c – the pathogen and bacteriophage titer on flowers on the 5th day of incubation



65

Биотехнология и микробиология 
Biotechnology and Microbiology

Рис. 2. Анализ поражения цветков груши после заражения E. amylovora и обработки бактериофагом Hena2 в 2021 г.:  
а – цветки груши на 5-е сутки инкубирования; б – оценка визуальных признаков поражения цветков груши;  

в – титр патогена и бактериофага на цветках на 5-е сутки инкубирования
Fig. 2. Analysis of damage to pear flowers after infection with E. amylovora  

and treatment with bacteriophage Hena2 in 2021: a – pear flowers on the 5th day of incubation;  
b – assessment of symptoms on pear flowers; c – the pathogen and bacteriophage titer on flowers on the 5th day of incubation
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Рис. 3. Анализ поражения листьев груши после заражения E. amylovora  
и обработки бактериофагами в 2020 г.: а – листья груши на 5-е сутки инкубирования;  

б – оценка визуальных признаков поражения листьев
Fig. 3. Analysis of damage to pear leaves after infection with E. amylovora  

and treatment with bacteriophages in 2020: a – pear leaves on the 5th day of incubation;  
b – assessment of symptoms on pear leaves
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Рис. 4. Анализ поражения листьев груши после заражения E. amylovora  
и обработки бактериофагом Hena2 в 2021 г.: а – листья груши на 5-е сутки инкубирования;  

б – оценка визуальных признаков поражения листьев
Fig. 4. Analysis of damage to pear leaves  

after infection with E. amylovora and treatment with Hena2 bacteriophage in 2021:  
a – pear leaves on the 5th day of incubation; b – assessment of symptoms on pear leaves



68

Экспериментальная биология и биотехнология. 2022;1:59–69
Experimental Biology and Biotechnology. 2022;1:59–69

Необходимо отметить, что органы растений контроля 1 и контроля в экспериментах 2020 и 2021 гг. 
также имели достаточно высокий балл некроза тканей (см. рис. 1– 4), что может свидетельствовать 
о негативном влиянии компонентов питательных сред и (или) эпифитной флоры на ткани растений. 
В связи с этим для получения более полного представления о способности бактериофагов подавлять 
рост популяции E. amylovora на цветках груши в 2020 и 2021 гг. проведен анализ численности бакте­
рии E. amylovora 1/79Sm и бактериофагов. В эксперименте 2020 г. (см. рис. 1, в) после 5 сут инкуби­
рования на цветках наблюдали соответствующее снижение титра патогена при обработке отдельными 
бактериофагами по сравнению с контролем 2: Hena2 – в 40,75 раза, Roscha1 – в 984,15, Pixel – в 44,12, 
Dichka – в 137,27, VyarbaS – в 47,39 раза. Титр бактериофага (БОЕ/мл) во всех случаях, кроме груп­
пы, обработанной бактериофагом Dichka, был ниже титра бактерий (КОЕ/мл). Так, с цветков, обра­
ботанных бактериофагом Hena2, высевали 2,4 ⋅ 106 ± 2,4 ⋅ 106 БОЕ/мл и 5,2 ⋅ 106 ± 1,6 ⋅ 106 КОЕ/мл, 
Roscha1 – 7,6 ⋅ 104 ± 1,2 ⋅ 105 БОЕ/мл и 2,2 ⋅ 105 ± 1,0 ⋅ 105 КОЕ/мл, Pixel – 2,0 ⋅ 105 ± 1,8 ⋅ 105 БОЕ/мл 
и 4,8 ⋅ 106 ± 6,6 ⋅ 106 КОЕ/мл, Dichka – 3,4 ⋅ 106 ± 5,2 ⋅ 106 БОЕ/мл и 1,6 ⋅ 106 ± 1,4 ⋅ 106 КОЕ/мл, VyarbaS – 
8,5 ⋅ 104 ± 1,1 ⋅ 105 БОЕ/мл и 4,5 ⋅ 106 ± 6,5 ⋅ 106 КОЕ/мл, коктейлем фагов – 2,5 ⋅ 106 ± 9,5 ⋅ 105 БОЕ/мл 
и 3,6 ⋅ 107 ± 5,2 ⋅ 107 КОЕ/мл.

В эксперименте 2021 г. (см. рис. 2) проведено исследование эффективности подавления развития 
бактериального ожога бактериофагом Hena2 при более низком значении количества КОЕ E. amylovora 
1/79Sm в инокуляте (см. табл. 2). При анализе визуальных признаков поражения цветков статистически 
значимых отличий между контролем, 1/79Sm (т. 1), 1/79Sm (т. 2), 1/79Sm (т. 3) и обработанными бакте­
риофагом цветками не выявлено. Однако показатель снижения численности патогена был выше, чем 
в эксперименте 2020 г.: количество КОЕ на обработанных бактериофагом Hena2 цветках оказалось в 67; 
2164 и 247 раз ниже, чем для 1/79Sm (т. 1), 1/79Sm (т. 2) и 1/79Sm (т. 3) соответственно. Титр бактерио
фага на цветках после 5 сут инкубирования также был выше в эксперименте 2021 г. (на 1–3 порядка).

При исследовании прогрессирования некроза у листьев груши (см. рис. 3, 4) наблюдали развитие пора­
жения растительной ткани для всех групп листьев, на которые производили инокуляцию патогена E. amy­
lovora 1/79Sm. Статистически значимых отличий между результатами для контроля 2 (1/79Sm (т. 1), 
1/79Sm (т. 2), 1/79Sm (т. 3)) и обработанных бактериофагом групп листьев не обнаружено.

Необходимо отметить, что в эксперименте 2021 г. листья груши в контроле также имели высокий 
балл некроза тканей, что говорит о возможной интерференции результатов, обусловленной влиянием 
на ткани растений компонентов питательных сред, используемых для приготовления препарата бакте­
риофага, и эпифитной флоры.

Заключение
В работе исследована способность бактериофагов Hena2, Roscha1, Pixel, Dichka и VyarbaS подавлять 

развитие бактериального ожога при заражении органов растений культурой бактерий E. amylovora 1/79Sm. 
Статистически значимых отличий при оценке симптомов болезни не обнаружено, однако получены срав­
нительно высокие значения подавления численности патогена на цветках груши (см. табл. 3). Наилуч­
ший результат наблюдали при обработке бактериофагом за 1 ч до внесения инокулята E. amylovora бо­
лее низкой плотности (эксперимент 2021 г.): количество КОЕ E. amylovora уменьшалось на 2–3 порядка, 
что выше результатов в литературных источниках или сопоставимо с ними. Наличие жизнеспособных 
клеток бактерий E. amylovora может быть обусловлено фагорезистентными вариантами или экологиче­
скими особенностями бактериофагов, что представляет интерес для дальнейших исследований. 
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ЗАВЯЗЫВАЕМОСТЬ ПЛОДОВ ГОЛУБИКИ ВЫСОКОРОСЛОЙ  
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СОРТОВОЙ СПЕЦИФИКИ  

И ПОГОДНО -КЛИМАТИЧЕСКИХ УСЛОВИЙ

О. В. ДРОЗД 1)

1)Центральный ботанический сад НАН Беларуси, ул. Сурганова, 2В, 220012, г. Минск, Беларусь

На основании данных четырехлетних исследований выявлены особенности завязываемости плодов 15 сортов 
голубики высокорослой. Показатели выхода зрелых ягод от числа цветков у рассматриваемых сортов варьируются 
в достаточно широких пределах и в среднем составляют от 46 % (Chandler) до 83 % (Sunrise). Степень изменчивости 
значений завязываемости ягод у исследуемых таксонов значительно изменялась по годам – от низкого (Bluejay, Nui, 
Puru, Spartan, Sunrise) до очень высокого (Bonus) уровня. Установлено, что чем ниже уровень изменчивости значе­
ния завязываемости плодов, тем более высокой адаптивной способностью к изменяющимся погодно-климатиче­
ским условиям обладает таксон. На завязываемость плодов голубики высокорослой оказывают влияние такие по­
годно-климатические факторы, как осадки и температура воздуха. Осадки, выпадающие в количествах, близких 
к среднемноголетним значениям либо несколько превышающих их, и температура воздуха, близкая к климатиче­
ской норме, способствуют повышению завязываемости плодов голубики. Выраженный дефицит осадков во время 
цветения и роста ягод, особенно на фоне повышенной среднесуточной температуры, а также дождливая погода 
в период массового цветения голубики приводят к снижению завязываемости плодов. Основным лимитирующим 
температурным фактором во время цветения и формирования ягод голубики является снижение температуры воз­
духа до минусовых показателей (заморозки). 

Ключевые слова: голубика высокорослая; Vaccinium corymbosum; интродукция; опыляемость цветков; завязы­
ваемость плодов; метеорологические условия; Беларусь.

FEATURES FRUIT SET HIGBUSH BLUEBERRY DEPENDING  
ON THE CULTIVAR SPECIFICATIONS AND WEATHER  

AND CLIMATIC CONDITIONS

O. V. DROZDa

aCentral Botanical Garden, National Academy of Sciences of Belarus, 
2B Surhanava Street, Minsk 220012, Belarus

On the basis of four-year data, the features of fruit set are shown for 15 cultivars of highbush blueberry. The ave
rage yield of ripe berries from the number of flowers varies within a fairly wide range and averages from 46 % (Chandler) 
to 83 % (Sunrise) for highbush blueberry cultivars. The degree of variability in berry setting indices in the taxa under study 
varied significantly over the years: from a low level (Bluejay, Nui, Puru, Spartan, Sunrise) to a very high level (Bonus). 
It was revealed that the lower the level of variability of the fruit setting indicator, the higher the adaptive ability of the 
taxon to changing weather and climatic conditions. The setting of highbush blueberry fruits is influenced by such weather 
and climatic factors as humidity and air temperature. Precipitations falling within the range close to the mean annual 
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values or slightly higher than them, and the air temperature close to the climatic norm, contribute to better fruit setting. 
A pronounced shortage of precipitation, especially against the background of an increased average daily temperature, du
ring flowering and growth of fruits, as well as heavy precipitation during the period of mass flowering of blueberries, have 
a negative effect on berry setting. At the same time, the main limiting temperature factor during flowering and formation 
of blueberry fruits is a decrease in air temperature to minus indicators (freesing).

Keywords: highbush blueberry; Vaccinium corymbosum; introduction; pollination on flowers; fruit set; meteorological 
conditions; Belarus.

Введение
В последние годы голубика высокорослая (Vaccinium corymbosum L.) является одним из мировых 

лидеров по увеличению площадей возделывания среди ягодных культур. В Беларуси площадь промыш­
ленных насаждений голубики к концу 2017 г. составила 1000 га [1]. Рентабельность возделывания пло­
довых и ягодных культур, в том числе голубики высокорослой, определяется величиной и качеством 
урожая, который, в свою очередь, зависит от биологических особенностей сорта. Растения голубики 
способны формировать высокий уровень ягодной продукции почти ежегодно, но на практике наблю­
дается чередование урожаев от обильных до слабых. На данную особенность голубики высокорослой 
обращает внимание Н. Б. Павловский [1], голубики топяной (V. uliginosum L.) – Г. В. Сорокина [2]. Полно­
та реализации потенциала биологической продуктивности растений голубики зависит не только от их 
сортовой специфики, но и от климатических и эдафических особенностей местности, метеорологических 
условий года, комплекса проводимых агротехнических мероприятий. При этом основной причиной 
неудовлетворительного плодоношения, как правило, становится низкая адаптивность интродуцирован­
ных сортов голубики к варьирующимся погодно-климатическим условиям района интродукции.

Формирование генеративных органов у голубики высокорослой, как и у других представителей семей­
ства брусничных, происходит в течение двух вегетационных сезонов, вследствие чего подразделяется на 
два этапа: внутрипочечное развитие, когда идет закладка и дифференциация эмбриональных соцветий, 
и внепочечное развитие, которое включает в себя бутонизацию, цветение, завязывание и созревание 
плодов  [3; 4]. Следует отметить, что погодно-климатические условия наиболее ощутимо сказываются 
на эффективности плодоношения голубики в период цветения, роста и созревания ягод [5]. В исследо­
ваниях, проведенных Т. В. Курлович и В. Н. Босаком в условиях Белорусского Полесья на пяти сортах 
голубики высокорослой (Herbert, Coville, Scammel, Blueray, Rancocas) [6], процент выхода зрелых плодов 
от числа цветков варьировался в пределах 72,0 –94,0 %. Согласно А. Б. Конобеевой [7], в Центрально-
Черноземном регионе России при свободном опылении завязываемость у четырех сортов голубики 
высокорослой (Herbert, Coville, Blueray, Rancocas) составляла 75,8–97,6 %. В период массового созрева­
ния у голубики топяной обнаруживается лишь 30,0 –50,0 % ягод от первоначального числа цветков [8]. 
Завязываемость плодов у голубики узколистной (V. angustifolium Ait.) варьируется от 25,8 до 75,0 % [3]. 

Выявление и изучение сортов с высокой адаптивной способностью является актуальным в работе 
с голубикой высокорослой, так как при всем разнообразии сортимента каждой климатической зоне дол­
жен соответствовать набор таксонов, адаптированный к местным условиям. Определение потенциаль­
ного выхода зрелых плодов от числа цветков у голубики и установление первостепенных факторов, 
оказывающих влияние на завязываемость ягод, – неотъемлемое условие для предварительного прогно­
зирования урожайности по цветению.

Цель исследования – оценка завязываемости плодов новых интродуцированных в Беларуси сортов 
голубики высокорослой в зависимости от сортовой специфики и погодно-климатических условий.

Материалы и методы исследования
Исследования выполняли в 2017–2020 гг. в коллекционных насаждениях отраслевой лаборатории ин­

тродукции и технологии нетрадиционных ягодных растений Центрального ботанического сада НАН Бе­
ларуси, расположенной в Ганцевичском районе Брестской области (52° 44ʹ с. ш., 26° 22ʹ в. д.). Объектом 
исследований являлись 15 сортов голубики высокорослой разных сроков созревания урожая: Bluejay, 
Collins, Chanticleer и Spartan (раннеспелые), Bluecrop, Denise Blue, Nui, Puru, Sunrise и Toro (среднеспе­
лые), Bonifacy, Bonus, Brigitta Blue, Chandler и Goldtraube (позднеспелые). В качестве стандарта принят 
районированный сорт голубики высокорослой Bluecrop. Насаждения голубики созданы двулетними 
корнесобственными саженцами в 2008 г. Почва на участке минеральная, подстилаемая рыхлым разно
зернистым песком ( pH(H2O) 4,6). Схема посадки растений – 2,0 × 1,5 м. Приствольная полоса в насаж­
дениях голубики замульчирована опилками хвойных пород слоем 10 см, шириной 1 м, в междурядьях 
использовано естественное задернение.
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Фенологические наблюдения за репродуктивной сферой растений голубики проводились согласно 
методике, описанной в работе [9]. Погодные условия в период цветения, роста и созревания плодов 
голубики (май – август) приведены по данным метеорологической станции Ганцевичи (табл. 1). До­
полнительно осуществлялся мониторинг наличия заморозков на коллекционном участке. В период цве­
тения и формирования плодов ночные заморозки (до – 4 °С) были отмечены 4 июня 2017 г. и 7 июня 
2018 г. Климатические нормы1 (среднемноголетние значения метеорологических показателей) приве­
дены на основании данных за период с 1981 по 2010 г.

Т а б л и ц а   1
Характеристика гидротермического режима в период цветения,  

роста и созревания плодов голубики в 2017–2020 гг.
Ta b l e  1

Characteristics of the hydrothermal regime during flowering,  
growth and ripening of blueberry fruits in 2017–2020

Месяц Декада

Температура воздуха Осадки

Среднее  
значение, °С

Процент  
от климатической нормы Сумма, мм

Процент  
от климатической нормы

За декаду За месяц За декаду За месяц

2017 г.

Май

I 10,3 87

97

12,1 71

37II 12,1 89 3,0 14

III 16,8 114 7,8 31

Июнь

I 15,0 96

102

2,6 10

68II 17,3 106 20,8 69

III 17,8 104 37,3 117

Июль

I 15,4 86

94

17,6 55

172II 17,4 94 43,5 145

III 19,5 104 95,6 330

Август

I 20,9 112

114

11,3 54

79II 21,3 120 17,7 85

III 17,4 108 20,1 101

2018 г.

Май

I 17,5 147

124

4,8 28

17II 14,6 107 5,9 28

III 17,9 121 0,5 2

Июнь

I 16,7 106

111

0,3 11

66II 19,7 120 14,4 48

III 17,9 104 44,1 138

Июль

I 16,8 93

107

47,2 148

158II 20,0 108 80,8 269

III 22,5 120 16,0 55

Август

I 21,3 115

114

18,1 86

71II 20,5 116 5,5 26

III 18,0 112 20,4 102

1Справочник по климату Беларуси / Респ. центр по гидрометеорологии, контролю радиоактив. загрязнения и мониторингу 
окружающей среды. Минск, 2017. Ч. 1 : Температура воздуха и почвы. 85 с. ; Ч. 2 : Осадки. 64 с.
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Месяц Декада

Температура воздуха Осадки

Среднее  
значение, °С

Процент  
от климатической нормы Сумма, мм

Процент  
от климатической нормы

За декаду За месяц За декаду За месяц

2019 г.

Май

I 8,6 72

102

42,1 248

235II 15,4 113 82,2 391

III 17,4 118 23,3 93

Июнь

I 19,8 126

126

14,0 52

70II 22,3 136 39,4 131

III 20,1 117 8,5 27

Июль

I 16,3 91

94

40,4 126

94II 16,3 88 15,5 52

III 19,4 103 29,2 101

Август

I 16,5 89

104

12,6 60

101II 19,0 107 50,2 239

III 18,9 117 0,0 0

2020 г.

Май

I 10,9 92

82

20,7 122

159II 10,3 76 24,8 119

III 11,8 80 54,9 220

Июнь

I 15,7 100

117

52,6 196

110II 20,4 124 38,6 130

III 21,2 123 7,1 22

Июль

I 19,3 107

100

54,3 169

96II 17,8 96 18,1 60

III 18,1 96 15,2 52

Август

I 20,1 108

110

12,7 62

103II 18,0 102 4,3 19

III 19,1 119 47,2 236

В 2017 г. количественная оценка генеративных органов голубики проводилась на стадиях цветок – 
зрелая ягода, в 2018–2020 гг. – на стадиях цветок – завязавшаяся ягода – зрелая ягода. Для этого на 
растениях каждого сорта у 20 соцветий, начиная с фазы бутонизации и до полного созревания плодов, 
подсчитывалось число цветков, завязавшихся ягод и зрелых плодов (2-кратная повторность). Опреде­
лялись процент завязавшихся ягод от числа цветков (опыляемость) и процент зрелых плодов от числа 
цветков (завязываемость). Оценка степени изменчивости признаков осуществлялась по величине коэф­
фициента вариации по шкале Смирнова [10]. Учет урожая плодов исследуемых сортов голубики прово­
дили в несколько приемов (по мере их созревания) путем взвешивания и суммирования массы собранных 
ягод с каждого модельного растения с последующим вычислением средних для него показателей [11]. 
Учет и оценка повреждений отрицательными температурами воздуха генеративных органов голубики 
проводились через 3–5 сут после заморозка [11].

Статистическая обработка экспериментальных данных выполнена с применением пакета анализа 
данных программы Microsoft Excel на уровне значимости 95 %.

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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Результаты и их обсуждение
Сортовая специфика. Завязываемость плодов голубики высокорослой в зависимости от таксона варьи­

руется в достаточно широких пределах и в среднем составляет от 46 до 83 % (табл. 2). Максимальный 
средний выход зрелых ягод от числа цветков отмечен у сорта Sunrise (83 %), несколько ниже данный 
показатель у сортов Toro (80 %), Collins (79 %) и Bluejay (78 %). Наименьшим средним показателем за­
вязываемости плодов характеризуется сорт Chandler (46 %). Анализ зависимости завязываемости ягод 
голубики от срока созревания урожая не дал четкой закономерности, однако прослеживается тренд, 
свидетельствующий о более низком потенциальном выходе зрелых плодов у позднеспелых сортов го­
лубики по сравнению с ранне- и среднеспелыми таксонами данной культуры. Показатель завязывае­
мости позднеспелых культиваров варьируется от 46 % (Chandler) до 68 % (Bonifacy) и в среднем равен 
62 %. Завязываемость плодов ранне- и среднеспелых сортов в среднем по группам составляет 72 и 76 % 
соответственно и изменяется от 53 % (Chanticleer) до 79 % (Collins) у сортов раннего срока созревания 
и от 71 % (Denise Blue) до 83 % (Sunrise) у среднеспелых культиваров.

Показатели изменчивости (коэффициенты вариации) завязываемости плодов исследуемых сортов 
голубики значительно варьируются по годам – от низкого до очень высокого уровня изменчивости. Низкий 
уровень изменчивости значений выхода зрелых плодов (8 –12 %) отмечен у сортов Bluejay, Nui, Puru, Sun­
rise и Spartan, средний (13–20 %) – у сортов Collins, Chanticleer и Toro, повышенный (21– 40 %) – у сортов 
Bluecrop, Brigitta Blue, Denise Blue, Goldtraube, Chandler и Bonifacy, очень высокий (более 40 %) – у сорта 
Bonus. Чем ниже уровень изменчивости значений завязываемости ягод у того или иного сорта голуби­
ки, тем более стабильным плодоношением и, как следствие, более высокой адаптивной способностью 
к варьирующимся погодно-климатическим условиям района интродукции обладает данный таксон.

Сравнительный анализ показывает, что, как правило, чем выше средний показатель завязываемости 
плодов, тем более высокой средней урожайностью характеризуются растения голубики. Так, в 2019 г. 
отмечены высокий средний показатель выхода зрелых ягод (73 %) и максимальная средняя урожайность 
для исследуемых сортов (3,1 кг на растение). В 2018 г., наоборот, зафиксированы минимальные по­
казатели как завязываемости плодов (57 %), так и урожайности (0,9 кг на растение). Согласно иссле­
дованиям [12; 13], необходимым условием для получения хороших урожаев голубики является выход 
зрелых плодов от числа цветков не менее 80 %, в то время как другим растениям требуется около 20 %. 
В работе [14] сообщается, что в случае ягодных растений, в том числе голубики высокорослой, удовлет­
ворительный процент завязываемости ягод составляет от 50 до 80 %. Следует отметить, что завязывае­
мость плодов является лишь одной из составляющих, которые оказывают влияние на урожайность рас­
тений голубики. Так, у сорта Bluejay в 2018 г. при показателе выхода зрелых плодов 76 % урожайность 
составила всего 0,9 кг на растение, в 2019 г. при завязываемости ягод 70 % показатель плодоношения 
был равен 3,6 кг на растение. Это свидетельствует о том, что, кроме завязываемости плодов, на урожай­
ность голубики оказывают влияние и другие морфоструктурные компоненты продуктивности: средняя 
масса плода, число ягод в кисти, число кистей на одном генеративном побеге и число плодоносящих 
побегов на растении [7; 11]. Поэтому при прогнозировании потенциально возможной урожайности 
растений голубики по числу цветков следует учитывать завязываемость плодов совместно с другими 
компонентами продуктивности.

Сравнительный анализ установленных в данном исследовании показателей завязываемости плодов 
для 15 сортов голубики и имеющихся в литературных источниках сведений выявил некоторые несоответ­
ствия. Так, указанные в публикации [14] показатели выхода зрелых ягод у сортов Bonifacy (33,8 – 87,7 %), 
Brigitta Blue (38,7– 43,9 %) и Chandler (34,1– 82,7 %) в условиях Польши сходны с полученными в настоя­
щей работе значениями. Процент выхода зрелых плодов от числа цветков у сортов Bluejay (39,7– 80,3 %), 
Puru (28,0 –73,3 %), Spartan (30,2– 65,1 %), Sunrise (34,5–70,2 %) и Toro (31,2–74,0 %) варьируется по годам 
более чем в 2 раза и соответствует представленным в настоящей статье данным лишь по максимальным 
показателям завязываемости. Процент выхода зрелых ягод у  голубики высокорослой сортов Bluecrop, 
Bluejay, Spartan и Collins, приведенный в работах польских исследователей [15–17], превышает полу­
ченные автором статьи значения в среднем на 11–27 %. В условиях США, по данным публикации [18], 
завязываемость плодов у сортов Sunrise (87– 91 %) и Toro (68 –71 %) сопоставима с установленными 
в настоящей работе показателями. Согласно исследованию С. Л. Приходько, проведенному в условиях 
Белорусского Полесья на шести сортах голубики высокорослой [19], завязываемость ягод у сортов Blue
crop (92,4 %) и Toro (91,4 %) соответствует представленным в статье данным лишь по максимальным 
показателям выхода зрелых плодов, а у сорта Spartan (96,9 %) превышает полученные автором значения 
на 11–38 %.

Таким образом, показатели завязываемости плодов новых интродуцируемых сортов голубики вы­
сокорослой в условиях Белорусского Полесья в большей части сопоставимы с данными, полученными 
для исследуемых таксонов в условиях их родины, а также соседней страны.
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Метеорологические условия. Показатели завязываемости плодов голубики высокорослой варьи­
ровались по годам в достаточно широких пределах и в среднем составили от 57 % в 2018 г. до 84 % 
в 2020 г. На завязываемость плодов голубики оказывали влияние такие погодно-климатические факто­
ры, как влажность и температура воздуха. При этом основной лимитирующий температурный фактор – 
это снижение температуры воздуха до минусовых показателей (заморозки) во время цветения и фор­
мирования плодов. Так, низкие средние показатели завязываемости плодов голубики в 2017 и 2018 гг. 
(66 и 57 % соответственно) главным образом были обусловлены наличием ночных заморозков в первой 
декаде июня. В 2017 г. снижение температуры воздуха до – 4 °С произошло в период массового цвете­
ния растений голубики, что привело к повреждению и последующему осыпанию цветков у всех иссле­
дуемых сортов. Это связано с тем, что во время цветения растений их морозостойкость снижается и по­
вреждения органов цветка, прежде всего пестика, у многих культур, в том числе голубики, начинаются 
при температуре около –2…–5 °С [20 –22]. Незначительные повреждения низкими температурами от­
мечены у сортов Denise Blue и Goldtraube (повреждены единичные цветки на растении), наибольшие – 
у сорта Toro (повреждены цветки, формирующиеся плоды, а также побеги, расположенные в базальной 
части растения). В 2018  г. наблюдалось аналогичное снижение температуры в первой декаде июня, 
однако, в отличие от 2017 г., к этому времени у всех исследуемых сортов голубики завязались плоды. 
Воздействие низких температур на формирующиеся ягоды привело к большему повреждению гене­
ративных органов и, как следствие, к снижению на 14 % среднего показателя завязываемости плодов 
в 2018 г. (57 %) по сравнению со значением 2017 г. (66 %). По данным М. А. Соловьевой [23], Н. И. Ту­
ровцева и др.  [24], по мере развития генеративной сферы плодовых и ягодных растений их морозо­
стойкость снижается, и в период формирования плодов критическая температура для завязавшихся 
ягод составляет от –1,0 до –1,1 °С. На степень повреждения генеративных органов голубики низкими 
температурами, кроме стадии их развития, оказывают влияние такие факторы, как температуры воз­
духа, предшествующие заморозку, продолжительность и сила заморозка, скорость ветра, облачность 
и др. [22]. Установлено, что если заморозкам предшествует прохладная погода и температура воздуха 
понижается достаточно медленно, то растения голубики закаляются и генеративные органы (цветки, 
плоды) повреждаются при более низких температурах воздуха. И наоборот, если накануне заморозка 
отмечается умеренный температурный фон, а затем происходит резкое снижение температуры воздуха, 
то, по данным работы [22], холодовые повреждения генеративных органов могут возникнуть даже при 
0 °С. Так, в 2017 г. в течение 5 сут перед заморозком наблюдалось постепенное снижение среднесуточ­
ной, максимальной и минимальной температур воздуха на 10,2 –10,4 °С (рис. 1). В 2018 г. отмечено рез­
кое снижение показателей среднесуточной и максимальной температур воздуха на 9,0 и 12,1 °С за 2 сут 
до заморозка, а минимальной температуры на 9,1 °С за 1 сут до заморозка, что наряду с более поздней 
стадией развития генеративных органов и привело к их большему повреждению.

Следует отметить, что в период снижения температуры воздуха до минусовых показателей в 2018 г. 
у исследуемых сортов голубики были сформированы плоды различной стадии развития – от только сбро­
сивших венчик до ягод диаметром до 15 мм. При этом основная часть плодов имели диаметр от 8 до 10 мм. 
Как правило, у большинства сортов наиболее поврежденными оказались ягоды, находившиеся на ранней 

Рис. 1. Динамика среднесуточной, максимальной и минимальной температур воздуха 
в течение 7 сут, предшествующих заморозкам, в 2017 г. (а) и 2018 г. (б )

Fig. 1. Dynamics of the average daily, maximum and minimum air temperatures  
during the 7 days preceding the frosts, in 2017 (а) and 2018 (b)
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стадии развития (до 5 мм в диаметре), тогда как более сформированные плоды (свыше 5 мм) пострадали 
в меньшей степени. Это обусловлено тем, что генеративные органы голубики наиболее подвержены влия
нию заморозков в период интенсивного роста, который присущ ранним стадиям развития ягод [12]. Замо­
розок привел к частичному или полному повреждению завязавшихся плодов (рис. 2) и последующему их 
осыпанию. Так, наиболее сильное подмерзание (до 75 % ягод) отмечено у сортов Bonus и Chandler, не­
сколько меньшее – у сортов Chanticleer и Denise Blue (до 60 % плодов), среднее (до 50 % ягод) – у сорта 
Toro, слабое (до 25 % плодов) – у сортов Puru, Bluejay и Goldtraube, очень слабое (до 10 % погибших 
ягод на растение) – у сортов Bluecrop, Bonifacy, Brigitta Blue, Collins, Nui, Spartan и Sunrise. Повреж
дающее воздействие заморозков в весенне-летний период на цветки и завязавшиеся плоды голубики 
высокорослой также отмечает в своей работе Н. Б. Павловский [25], голубики топяной – Г. В. Соро
кина [26].

Анализ влияния погодно-климатических факторов на завязываемость плодов голубики показал, что 
выраженный дефицит осадков во время цветения и роста плодов на фоне повышенной среднесуточ­
ной температуры воздуха весьма негативно сказывается на проценте выхода зрелых ягод. И наоборот, 
выпадение осадков в количествах, близких к климатической норме или несколько превышающих ее, 
в сочетании с температурой, близкой к среднемноголетним значениям, способствует повышению завя­
зываемости плодов голубики. Так, низкая средняя опыляемость цветков голубики в 2018 г., составившая 
88 %, была обусловлена острым дефицитом осадков (17 % от климатической нормы за месяц) на фоне 
повышенных среднесуточных температур воздуха (124 %) в период цветения, что привело к частичному 
осыпанию цветков. И наоборот, в 2019–2020 гг., когда во время цветения голубики суммы выпавших 
осадков варьировались от значений, близких к средней многолетней норме, до значений, превышаю­
щих ее в 2– 4 раза, опыляемость составила 94 и 91 % соответственно. Следует отметить, что обильные 
осадки, в несколько раз превышающие климатическую норму, ограничивают лет насекомых – опылите­
лей голубики (шмелей, пчел и др.), что приводит к снижению опыляемости цветков. При этом немало­
важную роль играет не только обильность осадков, но и их распределение. Так, в 2019 и 2020 гг. сум­
ма выпавших осадков во время цветения, как правило, превышала климатическую норму и составила 
105,5 и 122,9 мм соответственно. При этом за весь период цветения в 2019 г. 50 % дней были с дождем, 
причем обильные осадки, превышающие среднемноголетнюю норму за декаду в 4 раза (391 %), отме­
чены лишь в начале цветения, а в период массового цветения сумма выпавших осадков приближалась 
к среднемноголетнему значению (93 %). В 2020 г. в период цветения 64 % дней были дождливыми, 
при этом осадки, превышающие климатическую норму за декаду в 2 раза (196 и 220 %), выпали преи
мущественно в период массового цветения голубики. Ввиду этого можно предположить, что сниже­
ние среднего показателя опыляемости цветков голубики в 2020 г. (91 %), по сравнению с показателем 
2019 г. (94 %), обусловлено дождливой погодой в период массового цветения голубики. Согласно лите­
ратурным данным [22; 25], засуха и жара во время цветения приводят к плохому завязыванию плодов. 
В работе [17] также отмечается, что лучшая завязываемость ягод голубики наблюдалась, когда во время 
цветения температура была несколько ниже, а влажность воздуха увеличивалась.

Рис. 2. Повреждения плодов и листьев у сорта Denise Blue,  
возникшие в результате заморозка 

Fig. 2. Frost damage to Denise Blue fruits and leaves
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Несмотря на наибольшие средние показатели опыляемости в 2019 г., максимальный выход зрелых 
плодов от числа цветков зафиксирован в 2020 г. (в среднем 84 %). Анализ соотношения опыляемости 
и завязываемости показывает, что число плодов на ранней стадии развития (до 5 мм в диаметре), как 
правило, больше числа созревших ягод, причем потери варьируются в достаточно широких пределах – 
от 7 % в 2020 г. до 31 % в 2018 г. В 2019 г. уменьшение выхода зрелых плодов от числа цветков в сред­
нем на 21 % относительно показателей опыляемости главным образом обусловлено дефицитом осадков 
(70 % от климатической нормы) на фоне повышенных среднесуточных температур (126 %) в период 
интенсивного роста и формирования ягод. В 2020 г. отмечены наименьшие потери плодов на стадии их 
роста, составившие 7 %, что объясняется благоприятными погодно-климатическими условиями: тем­
пературы воздуха (100–117 %) и суммы осадков (96–110 %) находились в пределах среднемноголетних 
месячных норм либо незначительно превышали их. Следует отметить, что такие метеорологические 
факторы, как осадки и температура воздуха, воздействуют на растение одновременно и каждый из них 
может как смягчить негативное действие другого фактора, так и усугубить его. Например, повреждаю
щее действие на генеративную сферу голубики при дефиците осадков будет более выраженным при 
повышенной температуре окружающего воздуха и, соответственно, менее значительным, когда средне­
суточная температура близка к среднемноголетним значениям либо несколько ниже их.

Заключение
Показатели завязываемости плодов у сортов голубики высокорослой изменяются в достаточно широ­

ких пределах и в среднем составляют от 46 % у сорта Chandler до 83 % у сорта Sunrise. Степень изменчи­
вости значений выхода зрелых ягод от числа цветков у исследуемых таксонов значительно варьировалась 
по годам – от низкого (Bluejay, Nui, Puru, Spartan, Sunrise) до очень высокого (Bonus) уровня. Выявлено, 
что чем ниже уровень изменчивости значений завязываемости ягод у того или иного сорта голубики, тем 
более стабильным плодоношением и, как следствие, более высокой адаптивной способностью к измене­
нию погодно-климатических факторов района интродукции он характеризуется. Высокие и достаточно 
стабильные показатели завязываемости плодов в условиях района интродукции отмечены у среднеспе­
лых сортов Sunrise, Toro, Nui, Puru, а также раннеспелых культиваров Bluejay, Spartan и Collins. Показа­
тели завязываемости плодов новых интродуцируемых сортов голубики высокорослой в условиях Бе­
лорусского Полесья сопоставимы с данными, полученными для исследуемых таксонов в условиях их 
родины, а также соседней страны (Польши). 

На завязываемость плодов голубики оказывают влияние такие погодно-климатические факторы, как 
осадки и температура воздуха. Осадки, выпадающие в количествах, близких к среднемноголетним 
значениям либо несколько превышающих их, а также температура воздуха, близкая к климатической 
норме, способствуют повышению завязываемости плодов голубики. Выраженный дефицит осадков во 
время цветения и роста ягод, особенно на фоне повышенной среднесуточной температуры, равно как 
и дождливая погода в период массового цветения голубики, приводит к снижению завязываемости 
плодов. Основным лимитирующим температурным фактором во время цветения и формирования ягод 
голубики являются заморозки. 

Полученные данные о сортовой специфике завязываемости плодов можно использовать при про­
гнозировании потенциально возможной урожайности растений голубики по цветению с учетом других 
компонентов продуктивности.
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CREPIS RHOEADIFOLIA M. BIEB. (COMPOSITAE)  
ВО ФЛОРЕ БЕЛАРУСИ

Н. А. ЛИТВИНОВА1)

1)Гомельский государственный университет им. Ф. Скорины, 
ул. Советская, 104, 246019, г. Гомель, Беларусь

В 2021 г. было обнаружено третье местонахождение Crepis rhoeadifolia M. Bieb. в Беларуси за последние 120 лет. 
Дана фитоценотическая характеристика местообитания C. rhoeadifolia в Ветковском районе Гомельской области, 
особое внимание уделено географическому распространению вида. Составлена карта общего ареала C. rhoeadi­
folia, которая отражает современное распространение вида. С помощью программы MaxEnt выявлена эколого-
климатическая ниша C. rhoeadifolia, что позволило сделать вывод о заносной природе и перспективе дальнейшего 
распространения вида в Беларуси.

Ключевые слова: Crepis rhoeadifolia; флора Беларуси; фитоценотическая характеристика; географическое рас­
пространение; ареал.
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In 2021, the third location of Crepis rhoeadifolia M. Bieb. was identified in Belarus for the last 120 years. The article 
gives a phytocenotic characteristic of the habitat of C. rhoeadifolia in the Vetkovsky District of the Gomel Region, special 
attention is paid to the geographical distribution of the species. A map of the general range of C. rhoeadifolia has been 
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compiled, which reflects the current distribution of the species. With the help of the MaxEnt program, the ecological and 
climatic niche of C. rhoeadifolia was identified, which allows us to come to the conclusion about the adventitious origin 
and the prospect of further distribution of the species in Belarus.

Keywords: Crepis rhoeadifolia; flora of Belarus; phytocenotic characteristics; geographical distribution; area.
Acknowledgements. The author grateful to E. Ya. Kulikova (Institute of Experimental Botany named after V. F. Kupre

vich of the National Academy of Sciences of Belarus, Belarusian State University) for her help in determining the type 
of phytocenosis.

Введение
В связи с возрастающей антропогенной нагрузкой на природу и климатическими изменениями важно 

проследить темпы и степень трансформации растительного покрова. Проблема сохранения биоразно
образия остается ключевой и требует незамедлительных решений. Изучение изменения различных па­
раметров флоры возможно благодаря исследованию динамики ареала отдельных видов. 

В ходе геоботанических исследований 25 июля 2021 г. в окрестностях аг. Старое Село Ветковского 
района Гомельской области нами обнаружена скерда маколистная (Crepis rhoeadifolia M. Bieb.). Впервые 
для флоры Беларуси скерда маколистная была указана И. К. Пачоским в 1897 г. под названием Barkhausia 
rhoeadifolia и отмечена как очень редкое растение. Вид найден 23 июля в сосновом лесу на поляне около 
д. Ручаевки Речицкого уезда Минской губернии (сейчас – Лоевский район Гомельской области) с цве­
тами и плодами [1]. Этот экземпляр хранится в гербарии Ботанического института имени В. Л. Комарова 
РАН в Санкт-Петербурге.

В издании «Флора БССР» (1959) B. rhoeadifolia упоминается только для Лоевского района Гомель­
ской области [2]. При этом указывается, что вид встречается в песчаных местах как сорняк. Ранее 
В. А. Михайловская отмечала, что данный вид растет на травянистых склонах и в сосновых лесах на 
полянах, и приводила его для двух местонахождений – д. Ручаевки в Гомельской области и окрест­
ностей Минска [3]. Вероятнее всего, указание для окрестностей Минска является ошибочным, так как 
в более поздней литературе это местонахождение больше не приводится.

В списке флоры Беларуси Н. В. Козловской [4] C. rhoeadifolia (B. rhoeadifolia) отсутствует, как и в си­
стематическом списке видов сосудистых растений флоры Белорусского Полесья В. И. Парфенова [5]. Вид 
упоминается в издании «Определитель высших растений Беларуси» (1999) под редакцией В. И. Парфе­
нова только для окрестностей д. Ручаевки [6].

В 2013 г. спустя почти 120 лет Д. В. Дубовиком и А. Н. Скуратовичем C. rhoeadifolia была обнару­
жена в Слонимском районе Гродненской области – в песчано-гравийном карьере в окрестностях д. Во­
роничи и на краю грунтовой дороги в окрестностях д. Чемеры [7, с. 130]. В последний локалитет скерда 
маколистная занесена с песчано-гравийным материалом из карьера в окрестностях д. Вороничи (здесь 
вид был довольно обилен) при реконструкции дороги [7, с. 130].

Данный вид является редким для Беларуси и требует дальнейшего изучения. Будучи теплолюбивым 
южным растением, C. rhoeadifolia выступает одним из примеров поведения субпонтического вида в ус­
ловиях изменения климата и антропогенного преобразования природы.

Материалы и методы исследования
Исследования проводились в июле 2021 г. маршрутным методом. Для фитоценотической характе­

ристики мест произрастания изучаемого таксона применялся метод пробных площадей [8, с. 183–187]. 
При анализе распространения C. rhoeadifolia использовались данные GBIF1 и источники [2; 7; 9–18]. 
Подготовка картографического материала осуществлялась с  помощью геоинформационной системы 
QGIS и карты 2GIS. В целях выявления эколого-климатической ниши вида использовалась программа 
MaxEnt и 19 биоклиматических переменных (BioClim) базы данных WorldClim2.

Результаты и их обсуждение
Род Crepis относится к семейству астровых (Asteraceae) и насчитывает 252 вида3. Представители рода 

Crepis обитают преимущественно в Европе, Азии, Африке и Северной Америке. В Беларуси произрас­
тают 8 видов скерд: C. praemorsa, C. paludosa, C. mollis, C. capillaris, C. biennis, C. tectorum, C. alpina, 
C. rhoeadifolia [6].

1GBIF [Electronic resource]. URL: https://www.gbif.org (date of access: 25.08.2021).
2 WorldClim [Electronic resource]. URL: https://worldclim.org (date of access: 21.08.2021).
3 The Plant List [Electronic resource]. URL: http://www.theplantlist.org (date of access: 21.08.2021).
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Таксономия C. rhoeadifolia спорна. Род Barkhausia морфологически отличается от близкого рода 
Crepis наличием хорошо выраженного хохолка, что может рассматриваться как признак для их разгра­
ничения. Вид C. rhoeadifolia (B. rhoeadifolia) очень схож с близким видом C. foetida L., и зачастую они 
считаются одним видом. Таксономия C. rhoeadifolia и C. foetida еще недостаточно изучена.

Морфологическая характеристика вида C. rhoeadifolia приводится на основе литературных данных 
[2; 6; 19; 20] и собранного нами гербарного образца. 

C. rhoeadifolia M. Bieb. – однолетнее или двулетнее растение высотой 20 – 60 см (рис. 1), более или 
менее равномерно покрытое довольно длинными, изогнутыми, оттопыренными, жесткими волосками. 
Корень стержневой, вертикальный или косой. Стебель чаще одиночный, прямостоячий или восходя­
щий, разветвленный, с раскидистыми ветвями, тонкоребристо-бороздчатый, олиственный. Прикорневые 
и нижние стеблевые листья до 20 см длиной и до 4 –5 см шириной, обратноланцетные, продолговато-
обратноланцетные, реже эллиптически-обратноланцетные, на верхушке от туповатых до острых, выем­
чато-зубчатые, чаще перисто-лопастные, струговидно-перисто-раздельные или почти перисто-рассечен­
ные, с более крупной непарной верхней долей, по краям зубчатые. Средние стеблевые листья сходны 
с прикорневыми и нижними стеблевыми, продолговатые или продолговато-ланцетные, сидячие, при ос­
новании с острыми ушками. Верхние листья значительно меньше, сидячие, при основании стеблеобъем
лющие. Цветочные корзинки в рыхлом, щитковидном соцветии, до цветения поникающие. Обертки во 
время плодоношения ширококолокольчатые, 10 –15 мм длиной и 8 –12 мм шириной. Лепестки обертки 
снаружи усажены густыми, довольно длинными, нежелезистыми, желтоватыми щетинками. Наружные 
лепестки обертки (в количестве 9 –13) неравные по длине, линейно-ланцетные, острые, без перепончатого 
окаймления; внутренние лепестки обертки (в количестве 12–14) равновеликие, продолговато-ланцетные, 
к верхушке суженные, туповатые, перепончато-окаймленные, на внутренней поверхности густоприжато-
опушенные. Цветки желтые, часто красновато-пурпуровые на наружной поверхности язычков; язычок 
около 2 мм шириной; трубка венчика 4 – 8 мм длиной, опушенная рассеянными короткими игловид­
ными волосками; ветви столбика темно-зеленые, зеленоватые или желтые; семянки двух типов: крае­
вые семянки светло-коричневые, 5–7 мм длиной и 0,6 – 0,8 мм шириной, веретеновидные, едва сжатые, 
к верхушке суженные, без носика, слабобороздчатые; внутренние семянки коричневые, 10 –16 мм дли­
ной, с расширенной частью 4 – 6 мм длиной и 0,4 – 0,5 мм шириной, веретеновидные, постепенно оття­
нутые в тонкий носик 5–10 мм длиной, с 15–18 узкими выступающими ребрышками. Хохолок 6 – 8 мм 
длиной, у краевых семянок более короткий (4,5– 6,0 мм длиной), белый, неопадающий, значительно 
превышающий обертку. Набор хромосом – 2n = 10. 

В работе [21, S. 324] C. rhoeadifolia рассматривается как подвид C.  foetida, приводится карта общего 
ареала данного вида и его подвидов. В связи с обнаружением новых местонахождений и появлением 
более современных методов исследования географического распространения растений возникла не­
обходимость уточнить и дополнить карту общего ареала C. rhoeadifolia. На составленной нами карте 
граница ареала проходит севернее, отмечены значительные популяции вида во Франции и Италии, ука­
заны новые местонахождения в странах Европы (Бельгия, Нидерланды, Дания, Беларусь, Россия и др.). 
В результате сравнения ареалов C. rhoeadifolia можно прийти к выводу, что данный вид имеет совре­
менную тенденцию к продвижению на север.

Рис. 1. Образец C. rhoeadifolia из окрестностей  
аг. Старое Село Ветковского района

Fig. 1. A simple of C. rhoeadifolia from the vicinity  
of Old Village agricultural town of the Vetkovsky District
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На основе данных GBIF и источников [2; 7; 9 –18] нами была составлена карта общего ареала C. rhoea­
difolia в системе QGIS (рис. 2). В Европе ареал этого таксона простирается от побережья Черного моря 
на запад через Украину и Молдову, Балканский полуостров, Центральную Европу, северную часть Ита­
лии до юго-запада Франции. На север от основного ареала C. rhoeadifolia известна только на антропо­
генных местообитаниях. За пределами Европы вид встречается на Кавказе, в Малой Азии, на севере 
Ирана4 [9; 19]. C. rhoeadifolia отмечена в Германии, Австрии, Бельгии, Нидерландах, Дании, Италии, 
Франции, Чехии, Словакии, Венгрии, Словении, Хорватии, Сербии, Черногории, Румынии, Албании, 
Греции, Болгарии, Македонии, Польше, России, Беларуси, Украине, Молдове, Турции, Грузии, Азер­
байджане, Армении, Туркменистане, Иране5 [11; 19]. 

Скерда маколистная является евроазиатским субпонтическим видом. Основные популяции C. rhoea­
difolia сосредоточены на южном и западном побережьях Каспийского моря, в Причерноморье и Кры­
му, на побережье Азовского моря, в Поднепровье Украины, в южной части Балканского полуострова, на 
юго-востоке Франции и в Центральной Европе. C. rhoeadifolia произрастает в Верхней Силезии и районе 
Гроссштайна (юго-запад Польши), Чехии, низменности Эльбы (Германия), отмечена в Мангейме, Люд­
вигсхафене и Мюнхене, часто встречается в Австрии [22, S. 1175].

Сейчас C. rhoeadifolia встречается далеко от своего первичного ареала, что связано с заносом расте­
ний, особенно благодаря наземному транспорту. Во вторичных ареалах скерда маколистная произрастает 
в антропогенных местообитаниях (прежде всего в карьерах, на обочинах автомобильных дорог, около 
железнодорожных путей), близких к своим естественным местообитаниям по экологическим условиям.

В естественных местообитаниях C. rhoeadifolia растет в степях, песчаных местах и на приморских 
песках, среди кустарников, на каменистых и щебнистых травянистых склонах, каменистых известняко­
вых грядах, в сорных местах, на лесных полянах и вырубках, в посевах как сорняк, вдоль автомобиль­
ных дорог и железнодорожных путей, в карьерах [6; 9 –12; 19; 20], встречается до среднего пояса гор 
на высоте до 2000 м над уровнем моря [19]. По экологической шкале Ландольта вид имеет следующие 
оптимальные характеристики: температура – 5, континентальность – 3, увлажнение почвы – 1, кислот­
ность почвы – 3, азотообеспеченность – 4, гумус – 3, гранулометрический cостав – 3, освещенность – 4. 
Согласно шкале Ландольта C. rhoeadifolia является теплолюбивым видом, может расти на очень сухих 
почвах и выступает индикатором сухих местообитаний.

C. rhoeadifolia была обнаружена нами в окрестностях аг. Старое Село Ветковского района в составе 
рудерального сообщества Calamagrostidetum epigeios var. Apera spica-venti. Растения (5 особей) росли 
вдоль грунтовой дороги, ведущей из аг. Старое Село по направлению к р. Сож. По одну сторону от 
дороги находились посевы кукурузы, по другую – травянисто-кустарниковая растительность окрест­
ностей оз. Чечель. 

4GBIF [Electronic resource]. URL: https://www.gbif.org (date of access: 25.08.2021).
5Ibid.

Рис. 2. Общий ареал C. rhoeadifolia
Fig. 2. General range of C. rhoeadifolia
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Для фитоценотической характеристики местообитания C. rhoeadifolia нами были заложены три проб­
ные площади (ПП) размером 2 × 10 м в местах произрастания растений:

	• ПП № 1 (52,52453° с. ш., 31,14774° в. д.) – к дороге прилегали посевы кукурузы, 2 особи C. rhoea­
difolia имели высоту около 30 см, были нормально развиты, находились в фазе цветения, общее проек
тивное покрытие травянистого покрова составило примерно 40 %;

	• ПП № 2 (52,52407° с. ш., 31,14774° в. д.) – к дороге прилегала травянисто-кустарниковая расти­
тельность окрестностей оз. Чечель, 1 особь C. rhoeadifolia имела высоту 32 см, была нормально раз­
вита, находилась в фазе цветения, общее проективное покрытие травянистого покрова составило около 
50 %;

	• ПП № 3 (52,5455° с. ш., 31,14663° в. д.) – к дороге прилегала травянисто-кустарниковая раститель­
ность окрестностей оз. Чечель, 2 особи C. rhoeadifolia имели высоту около 30 и 50 см, были нормально 
развиты, находились в фазе цветения, общее проективное покрытие травянистого покрова составило 
примерно 80 %. 

Краткая фитоценотическая характеристика местонахождения C. rhoeadifolia в окрестностях аг. Старое 
Село Ветковского района приведена в  таблице. В  характеристике использована шкала обилия Браун-
Бланке [8, с. 195–196]. 

В северной части своего ареала C. rhoeadifolia встречается преимущественно в рудеральных сообще­
ствах, в то время как в более южных районах – в естественных, полуестественных и антропогенных. 
В Польше, Германии, Австрии, Словакии, Чехии вид обитает в основном на антропогенных участках [9].

C. rhoeadifolia часто образует ассоциацию Dauco-Crepidetum rhoeadifoliae Hejný & Grüll in Hejný, Ko­
pecky, Jehlik & Krippelova 1979 и союз Dauco carotae-Melilotion albi Görs 1966 в пределах как северной, 
так и южной части ареала [9; 23]. В Крыму ассоциация Dauco-Crepidetum rhoeadifoliae представлена 
ксерофильными летними сообществами многолетних агрофитоценозов (сады, насаждения розы и ла­
ванды) на бурых лесных, бурых степных, луговых, дерновых и коричневых почвах [23, с. 47]. Помимо 
C. rhoeadifolia, союз Dauco carotae-Melilotion albi образован Daucus carota L., Melilotus albus Medik., 
а также Echium vulgare L., Cichorium intybus L., Pastinaca sativa L., Picris hieracioides L., Verbascum 
lychnitis L. [23, с. 47]. Он включает рудеральную растительность с преобладанием двулетних и много
летних видов, часто образующих начальные стадии сукцессии на антропогенных субстратах6 [23]. Это 
растительное сообщество существовало еще в Средние века, но широко распространилось в XX в. 
в связи с развитием дорожной и железнодорожной сети, строительством зданий и горнодобывающей 
деятельностью7. C.  rhoeadifolia входит в рудеральные сообщества, в которых большую роль играют 
C. tectorum, C. biennis, Medicago lupulina, Plantago lanceolata, Trifolium repens, Daucus carota, Conyza 
canadensis, Erigeron annuus, Melilotus albus, M. officinalis, Echium vulgare, Erysimum hieracifolium [9].

Фитоценотическая характеристика местонахождения C. rhoeadifolia  
в окрестностях аг. Старое Село Ветковского района

Phytocenotic characteristics of the location of C. rhoeadifolia  
in the vicinity of Old Village agricultural town of the Vetkovsky District

Вид ПП № 1 ПП № 2 ПП № 3

Achillea millefolium L. s. l. + + +
Apera spica-venti (L.) P. Beauv. 3 2 3
Artemisia campestris L. + + +
Berteroa incana (L.) DC. + + +
Bromopsis inermis (Leyss.) Holub + – –
Calamagrostis epigeios (L.) Roth 2 3 2
Cichorium intybus L. + – –
Conyza canadensis (L.) Cronq. 1 1 1
Crepis rhoeadifolia M. Bieb. r r r
Digitaria aegyptiaca (Retz.) Willd. – r –
Euphorbia uralensis Fisch. ex Link + – +
Galium verum L. + – +

6 Pladias [Electronic resource]. URL: https://pladias.cz (date of access: 24.08.2021).
7 Ibid.
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Вид ПП № 1 ПП № 2 ПП № 3

Hieracium umbellatum L. – – +

Lepidium densiflorum Schrad. + + –

Lolium perenne L. – + –

Melandrium album (Mill.) Garcke + + –

Melilotus albus Medik. + – –
Oenothera villosa Thunb. + + +
Plantago lanceolata L. + + +
Plantago major L. – + –

Rumex thyrsiflorus Fingerh. – + +

Saponaria officinalis L. + – –

Setaria viridis (L.) P. Beauv. – + +

Tanacetum vulgare L. + + 2
П р и м е ч а н и е. Прочерк означает, что вид не был представлен на данной ПП; r – про­

ективное покрытие менее 1 %; знак «+» – проективное покрытие от 1 до 5 %; 1 – проек­
тивное покрытие от 5 до 10 %; 2 – проективное покрытие от 10 до 25 %; 3 – проективное 
покрытие от 25 до 50 %; 4 – проективное покрытие от 50 до 75 %; 5 – проективное по­
крытие более 75 %.

В целях выявления эколого-климатической ниши вида и особенностей его распространения нами было 
проведено моделирование географического распространения вида методом максимальной энтропии с по­
мощью программы MaxEnt. При этом использовались координаты находок C. rhoeadifolia и 19 биокли­
матических переменных базы данных WorldClim, усредненных за временной интервал с 1950 по 2000 г.

Проанализировав графический результат пространственного моделирования ареала C. rhoeadifo­
lia (рис. 3), можно убедиться, что климатические условия Беларуси не являются приемлемыми для 
данного таксона (оттенками синего цвета показаны территории с неблагоприятными климатическими 
условиями для вида). 

О ко н ч а н и е  т а б л и ц ы
E n d i n g  t a b l e

Рис. 3. Графический результат пространственного  
моделирования ареала C. rhoeadifolia, полученный в программе MaxEnt

Fig. 3. Graphical result of spatial modelling  
of the C. rhoeadifolia area obtained in the MaxEnt program
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Вид C. rhoeadifolia в Беларуси является заносным и находится за пределами своего естественного 
ареала. Дальнейшее активное распространение C. rhoeadifolia не предвидится, но в связи с антропо­
генным воздействием и развитием транспортной системы нахождение вида в антропогенных место­
обитаниях очевидно. Широкого распространения C. rhoeadifolia в Беларуси получить не может из-за 
сдерживающего климатического фактора.

В результате сокращения естественных мест произрастания и расширения рудеральных местооби­
таний C. rhoeadifolia адаптировалась к новым условиям обитания. Природные условия антропогенно 
трансформированных экотопов оказались подходящими для расселения этого вида. C. rhoeadifolia в Бе­
ларуси заслуживает пристального внимания как редкий лугово-степной таксон. 

Заключение
Нами подтверждено произрастание вида C. rhoeadifolia на территории Гомельской области, которое 

не отмечалось здесь уже более 120 лет. Скерда маколистная является евроазиатским субпонтическим 
видом, основные популяции которого сосредоточены в Средиземноморье, южной части Центральной 
и Восточной Европы. Ареал C. rhoeadifolia расширяется за счет продвижения вида на север в резуль­
тате хозяйственной деятельности человека и потепления климата. Это подтверждается обнаружением 
новых местонахождений вида за пределами северной границы его первичного ареала. Распространение 
вида может быть самостоятельным и  носить случайный характер. В  Беларуси C.  rhoeadifolia имеет 
случайный занос, произрастает вблизи северной границы своего вторичного ареала и является при­
мером адаптации лугово-степного вида к антропогенным условиям. Климатические условия Беларуси 
не способствуют распространению C. rhoeadifolia, но в пределах преобразованных человеком участ­
ков вид может находить достаточно приемлемые параметры природной среды для своего выживания 
и дальнейшей жизнедеятельности.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ПОЛИМОРФИЗМА МИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ  
МАРКЕРОВ СОСНЫ ОБЫКНОВЕННОЙ ДЛЯ ЦЕЛЕЙ  

КРИМИНАЛИСТИЧЕСКОГО ДНК-АНАЛИЗА
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Микросателлиты, как высокополиморфные маркеры, являются ценным инструментом в идентификационных 
и популяционных исследованиях. В целях формирования подходов к судебно-экспертной ДНК-идентификации 
при расследовании дел о незаконных рубках протестированы 17 SSR-маркеров сосны обыкновенной (Pinus syl­
vestris L.) с использованием ДНК растений, произрастающих в западной и восточной частях Республики Бела­
русь. Показана высокая информативность для шести микросателлитных маркеров. Установлена потенциальная 
возможность применения комплекса отобранных маркеров для ДНК-идентификации образцов древесины сосны 
обыкновенной в судебной экспертизе.

Ключевые слова: сосна обыкновенная; незаконные рубки; SSR-маркеры; ДНК-идентификация.

RESEARCH OF POLYMORPHISM OF MICROSATELLITE  
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OF FORENSIC DNA ANALYSIS
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Microsatellites as highly polymorphic markers are a valuable tool in identification and population studies. In order to 
form approaches to forensic DNA identification in the investigation of illegal logging cases, 17 SSR markers of Scots pine 
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(Pinus sylvestris L.) were tested using DNA from plants growing in the western and eastern parts of the Republic of Belarus. 
High information content was shown for six microsatellite markers. The potential possibility of using a complex of selected 
markers for the purpose of DNA identification of Scots pine wood samples in forensic examination has been established.

Keywords: Scots pine; illegal logging; SSR markers; DNA identification.

Введение
Лесная отрасль в Республике Беларусь находится под постоянным контролем государства, вместе с тем 

нередки случаи нарушения законодательства в сфере охраны окружающей среды, такие как незаконные 
рубки, незаконное уничтожение, изъятие или повреждение лесных насаждений, а также нарушения тамо­
женного законодательства, главным образом связанные с недекларированием либо недостоверным декла­
рированием лесо- и пиломатериалов, пилопродукции. Преимущественно объектом незаконных действий 
становится сосна обыкновенная (Pinus sylvestris  L.) как наиболее распространенный и  хозяйственно 
ценный вид древесных растений Республики Беларусь. До настоящего времени экспертное сопровожде­
ние дел в  сфере рационального природопользования, нелегального оборота древесины и  лесопродук­
ции хвойных пород базировалось главным образом на методах макродиагностики (дендрохронология) 
и микродиагностики (морфология строения). С развитием молекулярной генетики данная методология мо­
жет быть успешно дополнена анализом полиморфизма ДНК, поскольку хвойные породы содержат в своем 
геноме до 75 % повторяющихся элементов [2]. Удобным инструментом при этом являются микросателлит­
ные маркеры, к которым относятся короткие последовательные повторы (simple sequence repeats, SSR). 

Анализ работ отечественных и зарубежных авторов в области изучения генетического разнообразия 
сосны обыкновенной позволяет сделать вывод, что наиболее перспективными для ДНК-идентификации 
являются следующие SSR-маркеры ядерной ДНК: Psyl17, Psyl42, Psyl19, PtTX4011, PtTX4001, Psyl44, 
Psyl18, Psyl16, Psyl36, Psyl25, Psyl2, SsrPt-сtg4363, Spac11.4, Psyl57, LOP1, LOP3, PtTX3025. Исследо­
вание естественных популяций сосны в Российской Федерации (60 и 240 образцов), Литовской Респу­
блике (400 образцов), Республике Польша (384 образца), Чешской Республике (180 образцов), а также 
растений, отобранных на искусственной лесосеменной плантации в Республике Беларусь, показало, 
что вышеперечисленные маркеры являются полиморфными и имеют от 2 аллельных вариантов (Psyl25) 
до 21 аллельного варианта (PtTX4001) [3– 9]. В Российской Федерации маркеры Psyl19, PtTX4011, 
PtTX4001, Spac11.4 успешно апробированы в генетической экспертизе незаконного оборота древесины 
сосны обыкновенной [10].

Цель данной работы – тестирование 17 микросателлитных локусов ядерной ДНК (Psyl17, Psyl42, 
Psyl19, PtTX4011, PtTX4001, Psyl44, Psyl18, Psyl16, Psyl36, Psyl25, Psyl2, SsrPt-ctg4363, Spac11.4, Psyl57, 
LOP1, LOP3, PtTX3025) в качестве маркеров для изучения генетического разнообразия популяций сосны 
на территории Республики Беларусь и оценка их информативности при использовании в судебно-экс­
пертной практике для ДНК-идентификации образцов древесины по делам о незаконных рубках, незакон­
ном уничтожении, изъятии или повреждении лесных насаждений.

Материалы и методы исследования
Объектами исследования являлись растения сосны обыкновенной из двух естественных субпопуля­

ций, произрастающие в западной (Гродненская область (46 образцов)) и восточной (Могилёвская область 
(42 образца)) частях Республики Беларусь. Материалом для исследования послужила ДНК сосны, полу­
ченная путем экстракции из радиальных кернов диаметром 4 –5 мм, содержащих древесину от коры до 
сердцевины дерева. Выделение ДНК из древесины осуществляли модифицированным методом Танга1. 
Для целевой амплификации SSR-маркеров были сформированы четыре мультилокусные тест-системы, 
включающие флуоресцентные праймеры со структурой, аналогичной структуре, описанной в  литера­
турных источниках [11–15]. Продукты амплификации ДНК с праймерами тест-системы анализировали 
методом капиллярного гель-электрофореза на автоматическом генетическом анализаторе Applied Biosys
tems 3500 Genetic Analyser (Thermo Fisher Scientific, США), используя программное обеспечение Gene­
Mapper ID-X Software 1.4. Доказательством аллельной принадлежности пиков в ПЦР-спектрах послужили 
воспроизводимые результаты амплификации (не менее трех повторов), ПЦР-продукты которых соответ­
ствовали аллельным диапазонам микросателлитных локусов, указанным в литературных источниках.

Основные показатели генетической изменчивости и криминалистические параметры рассчитыва­
ли с помощью программных средств GenAlEx 6.5, Forensic statistics analysis toolbox (FORSTAT) 1.0, 

1DNA extraction for sunflower PCR and RFLP analysis (small quantity) [Electronic resource]. URL: http://www.zoology.ubc.
ca/~rieseberg/RiesebergResources/wp-content/uploads/2011/10/Knap-Burke-Lab-CTAB-DNA-Extraction-Protocol.pdf (date of access: 
20.12.2020).
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Cervus 3.0.7 и Genepop 4.7.0  [16 –19]. Оценку частоты нуль-аллелей осуществляли посредством про­
граммных продуктов Micro-Checker 2.2.3 [20], Cervus 3.0.7, Genepop 4.7.0. Проверку на сцепленность 
наследования маркеров проводили с использованием программ Genepop 4.7.0 и Arlequin 3.5.1.3 [21]. 
Анализ популяционной структуры выполняли с помощью программных средств Structure 2.3.4 и Struc­
ture Harvester 2 [22].

Результаты и их обсуждение
Генотипированием 88 образцов ДНК белорусской популяции сосны обыкновенной установлено, что 

все 17 микросателлитных маркеров являются полиморфными. Наименьший уровень полиморфизма об­
наружен у маркера Psyl25 (2 аллели), а наибольшее количество аллельных вариантов зарегистрировано 
для маркеров Spac11.4 (17), Psyl16 (14) и LOP1 (13). Показатели генетического разнообразия популя­
ции сосны обыкновенной представлены в табл. 1. 

Т а б л и ц а  1
Показатели генетического разнообразия популяции  

сосны обыкновенной по 17 микросателлитным маркерам
Ta b l e  1

Indicators of genetic diversity of the Scots pine  
population by 17 microsatellite markers

Маркер Na Ne Ho He DF χ2 F

Spac11.4 17 6,772 0,875 0,852 136 182,732 – 0,027
SsrPt-сtg4363 10 3,209 0,648 0,688 45 42,570 0,059
LOP1 13 3,182 0,614 0,686 78 76,053 0,105
Psyl57 7 2,221 0,511 0,550 21 47,959 0,070
LOP3 5 1,221 0,193 0,181 10 1,006 – 0,069
PtTX3025 9 3,060 0,455 0,673 36 197,572* 0,325
Psyl17 10 4,326 0,716 0,769 45 53,279 0,069
Psyl42 4 3,218 0,670 0,689 6 4,237 0,027
Psyl19 4 1,149 0,136 0,130 6 0,471 – 0,051
PtTX4001 11 4,835 0,739 0,793 55 61,014 0,069
PtTX4011 7 2,518 0,466 0,603 21 51,105* 0,227
Psyl44 3 1,047 0,023 0,045 3 38,441* 0,491
Psyl18 4 1,084 0,057 0,077 6 38,494* 0,265
Psyl16 14 5,934 0,761 0,831 91 234,337* 0,084
Psyl36 3 1,299 0,216 0,230 3 0,825 0,061
Psyl25 2 1,011 0,011 0,011 1 0,003 – 0,006
Psyl2 3 1,282 0,227 0,220 3 0,214 – 0,033

П р и м е ч а н и е. Na – число аллелей на локус; Ne – эффективное число аллелей на локус; Ho и He – на­
блюдаемая и ожидаемая гетерозиготность соответственно; DF – число степеней свободы; F – индекс фикса­
ции Райта; * – p < 0,05 (с поправкой Бонферрони).

Для локусов Psyl17, PtTX4001, PtTX4011, Psyl44, Psyl18, Psyl16, Psyl2, Spac11.4, SsrPt-сtg4363, Psyl57, 
LOP1, LOP3, PtTX3025, имеющих, согласно литературным данным, ди- и тринуклеотидные тандемные 
повторы, установлено наличие микровариантов, отличающихся от основной аллели на один нуклеотид.

Анализ полиморфизма и частот встречаемости аллелей тестируемых локусов показал унимодаль­
ный характер распределения аллелей для маркеров Psyl19, PtTX4011, Psyl44, Psyl18, Psyl36, Psyl2, 
Psyl25, Psyl57, LOP3, для которых выявлены мажорные аллельные варианты с частотами встречаемос
ти от  0,591 (PtTX4011) до  0,994 (Psyl25) (см.  рисунок). Схожий характер распределения аллельных 
вариантов для маркеров PtTX4001, PtTX4011, Psyl44, Psyl42, Psyl18, Psyl16, Psyl2, Spac11.4, Psyl57 был 
показан в работе [5], посвященной анализу генетического разнообразия литовской популяции сосны 
обыкновенной.

2Structure Harvester [Electronic resource]. URL: http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/ (date of access: 20.12.2020).
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С учетом низкого полиморфизма и крайне низкого эффективного числа аллелей на локус ДНК-маркеры 
LOP3, Psyl19, Psyl36, Psyl44, Psyl18, Psyl25, Psyl2 были исключены из дальнейшего исследования как 
малоинформативные для криминалистического ДНК-анализа. 

Расчет значения критерия χ2 выявил достоверное (с учетом поправки Бонферрони) несоответствие 
распределению Харди – Вайнберга для трех SSR-маркеров (PtTX3025, PtTX4011 и Psyl16) в совокуп­
ной выборке сосны обыкновенной. Анализ генотипов с  использованием программных средств Micro-
Checker 2.2.3, Cervus 3.0.7 и Genepop 4.7.0 позволил сделать вывод, что избыток гомозигот для микросател­
литных маркеров PtTX4011 и PtTX3025 может быть связан с присутствием нуль-аллелей с суммарными 
частотами 0,115 3 и 0,193 1 соответственно. На предположительное наличие нуль-аллелей для маркера 
PtTX4011 указывалось ранее при исследовании генетического разнообразия сосны обыкновенной, про­
израстающей в польской и чешской популяциях, а для маркера PtTX3025 – в польской популяции [7; 8]. 
По причине высокого уровня нуль-аллелей (более 10 %) в белорусской популяции сосны обыкновенной 
ДНК-маркеры PtTX4011 и PtTX3025 также были исключены из дальнейшего исследования. 

Попарный анализ восьми оставшихся рассматриваемых локусов с использованием программных 
средств Genepop 4.7.0 и Arlequin 3.5.1.3 указал на возможное сцепленное наследование аллелей локу­
сов SsrPt-сtg4363 и LOP1, Psyl17 и Psyl16, Psyl42 и Psyl16. Поскольку для выяснения статистической 
корректности расчета генетической сцепленности маркеров необходимо более расширенное исследо­
вание, маркеры Psyl16 и LOP1 также были исключены из дальнейшего анализа. 

По итогу рассмотрения основных показателей генетической изменчивости, оценки частоты нуль-
аллелей и сцепленности маркеров для криминалистического ДНК-анализа сосны обыкновенной были 
отобраны шесть микросателлитных маркеров ядерной ДНК: Psyl17, Psyl42, PtTX4001, SsrPt-сtg4363, 
Spac11.4, Psyl57. 

При оценке криминалистических параметров исследуемых маркеров значения совокупного исключаю
щего (CPE) и совокупного дискриминирующего (CPD) потенциалов составили 0,977 230 и 0,999 998 2 
соответственно. При этом наиболее информативными для генетической идентификации были маркеры 
Psyl17, PtTX4001, Spac11.4, значения информационного содержания полиморфизма которых превы
шали 0,7 (табл. 2). Вероятность случайного совпадения генотипов, рассчитанная по выявленным часто­
там аллелей, составила 1,781 617 ⋅ 10– 6.

Т а б л и ц а  2
Криминалистические параметры шести наиболее перспективных  

микросателлитных маркеров сосны обыкновенной
Ta b l e  2

Criminalistic parameters of the six most promising  
Scots pine microsatellites markers

Маркер PIC PE PD

Psyl17 0,737 6 0,453 3 0,909 3
Psyl42 0,634 4 0,384 1 0,846 8
PtTX4001 0,765 3 0,490 5 0,922 8
SsrPt-сtg4363 0,636 8 0,352 1 0,852 0
Spac11.4 0,838 4 0,744 7 0,952 7
Psyl57 0,523 3 0,197 6 0,762 4

П р и м е ч а н и е. PIC  – информационное содержание полимор­
физма; PE – исключающий потенциал; PD – дискриминирующий по
тенциал.

Исследование уровня генетической подразделенности популяций сосны обыкновенной методом мо­
лекулярной дисперсии (AMOVA) на основе генотипов в формате шести локусов показало, что бóльшая 
часть общей генетической вариабельности обусловлена изменчивостью внутри популяции, достигаю­
щей 99,0 %, межпопуляционная изменчивость при этом составляет 1,0 % (при p < 0,05).

В целях оценки применимости тестируемых маркеров для установления в экспертной практике места 
произрастания отдельных растений проведен кластерный анализ белорусской популяции сосны с ис­
пользованием программного средства Structure 2.3.4 и последующей обработкой результатов в прог
рамме Structure Harvester. Установлено, что исследованные выборки сосны образуют единый кластер. 
Скорее всего, это является следствием недостаточности полиморфизма генотипов из шести локусов 
для выявления генетической вариабельности регионального характера.
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Заключение
В результате анализа генетического разнообразия сосны обыкновенной, произрастающей на терри­

тории Республики Беларусь, показана принципиальная возможность использования системы из шести 
микросателлитных маркеров (Psyl17, Psyl42, PtTX4001, SsrPt-сtg4363, Spac11.4, Psyl57) для ДНК-иден
тификации растений в судебно-экспертной практике при сопровождении дел о незаконных рубках, неза­
конном уничтожении, изъятии или повреждении лесных насаждений. Отобранные в ходе исследования 
маркеры являются высокоинформативными для криминалистического ДНК-анализа сосны обыкновен­
ной и имеют значения информационного содержания полиморфизма выше 0,52. Для большинства из 
указанных ДНК-маркеров в белорусской популяции сосны зарегистрированы микроварианты, кото­
рые могут рассматриваться как потенциальный источник повышения дискриминирующей силы SSR-
маркеров. Использование комплекса из шести микросателлитных локусов ядерной ДНК позволяет 
достигнуть значения совокупного дискриминирующего потенциала 0,999 998 2. В то же время рассчи­
танная вероятность случайного совпадения 1,781 617 ⋅ 10– 6, соответствующая вероятности случайного 
совпадения генотипов для 1 из 561 288  растений, является недостаточной для однозначной иденти­
фикации растений, учитывая общий размер популяции сосны обыкновенной в Республике Беларусь. 
В связи с  этим вопрос о формировании системы маркеров, информативных для экспертного сопро­
вождения дел в сфере рационального природопользования, нелегального оборота древесины и лесо­
продукции хвойных пород, остается открытым и требует дальнейшей работы по поиску перспектив­
ных SSR-маркеров в дополнение к комплексу из отобранных шести локусов (Psyl17, Psyl42, PtTX4001, 
SsrPt-сtg4363, Spac11.4, Psyl57).
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логия (по направлениям)», специализаций: 1-31 01 01-01 02 «Ботаника», 1-31 01 01-02 02 «Ботаника» / БГУ ; 
сост. А. К. Храмцов. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2021. 119 с. : табл. Библиогр.: с. 116 –119. Режим 
доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/271895. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 16.11.2021, № 011316112021.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 01 01 «Биология (по направлениям)», специализаций 1-31 01 01-01 02 «Ботаника», 1-31 01 01-02 02 
«Ботаника». Содержание ЭУМК предполагает формирование у студентов целостной системы знаний 
о роли грибов и грибоподобных организмов в жизни человека, а также возможностях и перспективах 
их практического использования.

УДК 60(075.8)
Евтушенков А. Н. Введение в биотехнологию [Электронный ресурс]  : электрон. учеб.-метод. комп
лекс для спец. 1-31 01 01 «Биология (по направлениям)», направление спец. 1-31 01 01-03 «Биология 
(биотехнология)» / А. Н. Евтушенков, О. Б. Русь, А. М. Ходосовская ; БГУ. Электрон. текстовые дан. 
Минск : БГУ, 2021. 196 с. : ил., табл. Библиогр.: с. 183–185. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/ 
123456789/273443. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 21.12.2021, № 014121122021.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов специальности 
1-31 01 01 «Биология (по направлениям)», направление специальности 1-31 01 01-03 «Биология (био­
технология)». 

Содержание ЭУМК предполагает изучение теоретических основ и достижений классической и но­
вейшей биотехнологии, основанной на достижениях генной и клеточной инженерии. ЭУМК включает 
также лабораторный практикум по биотехнологии, позволяющий получить навыки работы с микро­
организмами. Раздел контроля знаний призван облегчить подготовку к итоговой аттестации по дис­
циплине. 

УДК 579.25(075.8)
Веремеенко Е. Г. Геномика и метаболомика микроорганизмов [Электронный ресурс] : электрон. 
учеб.-метод. комплекс для спец. 1-31 01 03 «Микробиология»  / Е. Г. Веремеенко  ; БГУ. Электрон. 
текстовые дан. Минск : БГУ, 2021. 58 с.  : ил. Библиогр.: с. 57–58. Режим доступа: https://elib.bsu.by/
handle/123456789/273496. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 23.12.2021, № 014223122021.

Электронный учебно-методический комплекс (ЭУМК) предназначен для студентов 2-й ступени выс­
шего образования специальности 1-31 01 03 «Микробиология». Содержание ЭУМК посвящено освое­
нию принципов использования в исследовательской практике постгеномных технологий, включающих 
целый комплекс современных подходов, таких как геномика, транскриптомика, протеомика и метабо­
ломика, получению навыков работы с программами, позволяющими собирать отдельные риды в полно­
геномные последовательности, проводить аннотацию геномов, предсказывать функции неохарактери­
зованных генов, интерпретировать и интегрировать метаболомные данные.

УДК 614.8(075.8)
Телюк Н. А. Электронный банк ситуативных эвристических и творческих заданий по курсу «Безопас
ность жизнедеятельности человека» [Электронный ресурс] : учеб.-метод. пособие для спец. гуманит. 
профиля / Н. А. Телюк ; БГУ. Электрон. текстовые дан. Минск : БГУ, 2022. 85 с. : табл. Библиогр. в текс
те. Режим доступа: https://elib.bsu.by/handle/123456789/274995. Загл. с экрана. Деп. в БГУ 01.02.2022, 
№ 000501022022. 

Учебно-методическое пособие «Электронный банк ситуативных эвристических и творческих зада­
ний по курсу “Безопасность жизнедеятельности человека”» предназначено для студентов гуманитарных 
специальностей. В пособии представлены эвристические задания, моделирующие различные жизненные 
ситуации, а также творческие и исследовательские задания по различным темам. Задания предназначены 
как для семинарских и практических занятий по дисциплине «Безопасность жизнедеятельности челове­
ка», так и для выполнения студентами управляемой самостоятельной работы.
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