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ФОТОРЕГУЛИРУЕМЫЕ НА УРОВНЕ НАПРАВЛЯЮЩЕЙ 
РНК СИСТЕМЫ CRISPR/Cas 
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Повышение эффективности и точности систем геномного редактирования является актуальной за-
дачей современной молекулярной биологии и генетической инженерии. Особый интерес вызывает
создание регулируемых систем CRISPR/Cas, активностью которых можно управлять с использова-
нием различных физико-химических стимулов, таких как облучение светом, изменение рН, темпе-
ратура, изменение концентраций определенных веществ и др. Многообещающим направлением в
этой области является разработка подходов к регуляции активности на уровне направляющей РНК
за счет введения фоточувствительных модификаций в структуру и последовательность направляю-
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Создание контролируемых молекулярно-био-
логических систем, в том числе систем геномного
редактирования, является перспективным подхо-
дом к получению регулируемых в пространстве и
времени инструментов, которые могут быть ис-
пользованы в различных областях клеточной и
молекулярной биологии, биотехнологии, биохи-
мии, агробиологии и биоорганической химии. 

В настоящее время синтетические олигонук-
леотиды широко применяются в молекулярной
биологии и биохимии для регуляции таких фун-
даментальных биологических процессов, как
транскрипция и трансляция. Фотоблокирован-
ные молекулы ДНК и РНК, содержащие в своей
цепи фоточувствительные блокирующие группы
или фоторасщепляемые линкеры, могут приме-
няться для фоторегуляции экспрессии генов.
Такой подход, основанный на использовании

фотолабильных групп, позволяет исследователям
проводить эксперименты с высоким простран-
ственно-временным разрешением, так как ис-
ключена возможность проявления биологиче-
ской активности олигонуклеотида до момента
облучения. Эта стратегия была успешно исполь-
зована для контролируемой регуляции экспрес-
сии генов с помощью фотоблокированных ан-
тисмысловых олигонуклеотидов [1], малых ин-
терферирующих РНК [2, 3], микроРНК [4] и
анти-микроРНК [5], для контролируемого редак-
тирования генома с использованием системы
CRISPR/Cas (CRISPR (clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats) – регулярно рас-
положенные кластеры коротких палиндромных
повторов) [6, 7], а также в других областях моле-
кулярной биологии и биохимии [8].

Открытие систем иммунитета бактерий, а
именно CRISPR-систем, позволило создать уни-
кальный инструмент геномного редактирования.
В частности, система CRISPR/Cas9 в настоящее
время является мощным инструментом редакти-
рования генов in vivo [9–11]. Всего два компонен-
та системы, нуклеаза Cas9 и единая направляю-
щая РНК (sgРНК), формируют эффекторный

Сокращения: CRISPR – регулярно расположенные класте-
ры коротких палиндромных повторов (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats), sgРНК – объединен-
ная направляющая рибонуклеиновая кислота (single guide
RNA), crРНК – CRISPR РНК, tracrРНК – транс-активи-
рующая CRISPR РНК (trans-activating CRISPR RNA),
УФ – ультрафиолетовый.

УДК 577.113.4
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комплекс и вносят двуцепочечные разрывы в
определенные последовательности ДНК. В дру-
гом варианте используется  пара направляющих
РНК, CRISPR-РНК и транс-активирующая РНК
(сrРНК/tracrРНК), в комплексе с нуклеазой Cas9.
Разработка подходов к контролируемому включе-
нию и выключению системы CRISPR/Cas9 явля-
ется одной из актуальных задач синтетической
биологии, молекулярной биологии, биооргани-
ческой химии и генетической инженерии [12].

В настоящее время созданы платформы
CRISPR, регулируемые физическими стимулами:
облучением, магнитным полем, температурным
или ультразвуковым воздействием [13, 14]. Воз-
действие физическими факторами на такие си-
стемы позволяет контролировать активность,
структуру, функции, транспорт, экспрессию и
выведение компонентов CRISPR/Cas9-систем из
организма (рис. 1а).

Фотоконтролируемые элементы могут быть
введены в состав белковой компоненты системы,
в направляющую РНК или доставляющий агент.
Необходимо отметить, что большинство работ по
созданию фоторегулируемых систем геномного
редактирования в настоящее время выполнено на
системе CRISPR/Cas9 и существует лишь не-
сколько работ по созданию других типов фоторе-
гулируемых систем геномного редактирования
[15].

В литературе описаны подходы с использова-
нием фотоактивируемой CRISPR-системы, в ко-
торой белок Сas9 конъюгирован с другими фото-
чувствительными биомолекулами [7, 16, 17] или
содержит фотомодифицированный аминокис-
лотный остаток [18, 19]. Активно разрабатывают-
ся и используются фотоактивируемые системы
геномного редактирования, регулируемые на
уровне доставщиков [20–22].

Рис. 1. (а) – Подходы к регуляции систем CRISPR/Cas9. (б) – Варианты фоторегуляции системы CRISPR/Cas9 на
уровне направляющей РНК.
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Достаточно большое количество работ посвя-
щено созданию фоторегулируемых систем
CRISPR/Cas9, в которых используются подходы
к регуляции на уровне направляющих РНК. Дан-
ный обзор посвящен именно таким регулируе-
мым системам геномного редактирования. 

ПОДХОДЫ К ФОТОРЕГУЛЯЦИИ 
АКТИВНОСТИ CRISPR/Cas9 НА УРОВНЕ 

НАПРАВЛЯЮЩЕЙ РНК
В настоящее время в области создания фоторе-

гулируемых направляющих РНК для систем
CRISPR можно выделить четыре основных на-
правления: 1) использование дополнительных
блокирующих олигонуклеотидов, облучение ко-
торых приводит к их разрушению и активации
направляющей РНК; 2) введение фотоблокирую-
щих группировок в состав направляющих РНК
для активации РНК путем облучения; 3) введение
фоторасщепляемых линкеров в состав направля-
ющих РНК, позволяющих разрушить направляю-
щую РНК облучением и дезактивировать систе-
му; 4) создание кольцевых или замкнутых на-
правляющих РНК, которые не активны до
облучения, а после облучения линеаризуются и
способны выполнять свои функции в составе
CRISPR-систем (рис. 1б).

Кроме этих четырех вариантов существует еще
несколько единичных работ, где используются
отличные от представленных на рисунке подходы
к фоторегуляции системы CRISPR/Cas9.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДОПОЛНИТЕЛЬНЫХ 
БЛОКИРУЮЩИХ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ, 

КОМПЛЕМЕНТАРНЫХ
НАПРАВЛЯЮЩЕЙ РНК

Исторически первым подходом к фоторегуля-
ции системы CRISPR был подход с использова-
нием дополнительных блокирующих олигонук-
леотидов (протекторов), которые связываются со
спейсером направляющей РНК и блокируют его
взаимодействие с ДНК-мишенью. Такой подход
более прост в реализации в сравнении с химиче-
ским синтезом достаточно протяженных фотомо-
дифицированных направляющих РНК длиной от
42 нуклеотидов (в случае crРНК) и до 102–
120 нуклеотидов (в случае sgРНК). В состав бло-
кирующих олигодезоксирибонуклеотидов в ходе
химического синтеза вводили фоторасщепляе-
мые линкеры, способные при облучении ультра-
фиолетовым светом разрушать фосфодиэфирную
связь и приводить к гидролизу олигонуклеотида в
заданном положении. Впервые такой подход был
предложен и апробирован в работе [6]. Авторы
работы использовали комплементарные sgРНК
олигодезоксирибонуклеотиды, которые содержа-
ли в себе один или несколько фоторасщепляемых

линкеров на основе (1-(2-нитрофенил)-пропан-
диола) (рис. 2а).

Блокирующие олигонуклеотиды связываются
с sgРНК, образуя комплементарный дуплекс, не
позволяющий sgРНК сформировать комплекс с
ДНК-мишенью и инициировать работу
CRISPR/Cas9 системы. При воздействии двух-
пятисекундного облучения (λ = 365 нм) блокиру-
ющий олигодезоксирибонуклеотид гидролизует-
ся с образованием коротких олигомеров, облада-
ющих меньшим сродством к sgРНК. Авторы на-
звали свой подход CRISPR-плюс (рис. 2в).
После облучения направляющая РНК к ДНК ге-
на EGFP высвобождается, связывается с мише-
нью и запускает работу CRISPR-системы, в ре-
зультате происходит подавление синтеза EGFP и
уменьшение флуоресценции белка в клетках.

Аналогичный подход был впоследствии ис-
пользован и в работе российских авторов, также
использовавших фоторасщепляемые блокирую-
щие РНК для фотоактивации системы
CRISPR/Cas9 [23]. В этой работе авторы исполь-
зовали аналогичный фоторасщепляемый линкер,
но уже на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандио-
ла (рис. 2б). В модельной системе продемонстри-
рована возможность фотоактивации систем
CRISPR/Cas9, содержащих как sgРНК, так и пару
направляющих РНК crРНК/tracrРНК. 

Использование фоторасщепляемого блокиру-
ющего олигонуклеотида, содержащего остаток
пирена на 3'-конце, позволило авторам работы
[24] иммобилизовать направляющую РНК на по-
верхности углеродных наночастиц (углеродные
нанотрубки, парамагнитные железные наноча-
стицы в углеродной оболочке) (рис. 2г). 

До облучения направляющая crРНК иммоби-
лизована на поверхности углеродных наноча-
стиц, в результате облучения происходит гидро-
лиз блокирующего олигодезоксирибонуклеотида
и высвобождение направляющей РНК. Авторы
работы продемонстрировали возможность вы-
свобождения направляющей РНК с поверхности
углеродных наночастиц под действием ультрафи-
олетового (УФ) облучения, в результате которого
происходила активация системы CRISPR/Cas9 и
гидролиз ДНК-мишени.

Использование одностенных углеродных на-
нотрубок и парамагнитных железных наночастиц
в углеродной оболочке может оказаться перспек-
тивным подходом к доставке компонентов систе-
мы геномного редактирования в клетки. 

В работе [25] описано использование допол-
нительного фоторасщепляемого олигонуклеоти-
да для введения компонентов CRISPR/Cas9 в си-
стему доставки на основе ДНК-нанокольца. Для
закрепления комплексов sgРНК/Cas9 в структуре
ДНК-нанокольца в последовательность sgРНК
добавляли олигонуклеотидный фрагмент, ком-
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плементарный дополнительному фоторасщепля-
емому олигодезоксирибонуклеотиду (рис. 2д). 

Этот дополнительный олигонуклеотид содер-
жит фрагмент, комплементарный sgРНК и ДНК-
«якорю» (якорная последовательность) в составе
ДНК-нанокольца. В состав нанокольца вводили
12 ДНК-«якорей». При облучении дополнитель-
ный олигонуклеотид, связывающий sgРНК и
ДНК-«якорь» в составе нанокольца, разрушался
и комплекс sgРНК/Cas9 высвобождался. 

Другим вариантом регуляции системы
CRISPR/Cas9 является использование дополни-
тельного фотоблокированного олигонуклеотида,
который может взаимодействовать с sgРНК толь-
ко после облучения и удаления блокирующих
группировок (рис. 3). В качестве фотоблокирую-
щих групп в составе олигонуклеотида использо-
вали 6-нитропиперонилоксиметильные группи-
ровки, введенные по остаткам тимидина
(рис. 3в). 

Этот подход был предложен в работе [26] в двух
вариантах: для активации и для инактивации си-
стемы CRISPR/Cas9. В случае активации в состав
sgРНК на 3'-конец добавляли олигонуклеотид-
ный фрагмент, комплементарно взаимодейству-
ющий со спейсером и дополнительным олиго-
нуклеотидом (рис. 3а). Для возможности инакти-

вации системы на 5'-конец sgРНК добавляли
олигонуклеотидный участок для взаимодействия
с дополнительным олигонуклеотидом (рис. 3б).
Дополнительные олигонуклеотиды конструиро-
вали таким образом, чтобы они могли разрушать
в первом случае внутримолекулярный комплекс
sgРНК, а во втором случае – дуплекс между спей-
сером sgРНК и протоспейсером в ДНК-мишени.

Подход к фоторегуляции с использованием
фоторасщепляемых блокирующих олигонуклео-
тидов был адаптирован к системе
CRISPR/Cas12а, которая отличается более корот-
кой направляющей РНК и нуклеазой [15, 27]. Ин-
тересной особенностью РНК-направляемой
ДНКазы Cas12a является ее способность после
узнавания и гидролиза целевой ДНК-мишени
(цис-расщепление) гидролизовать любые одноце-
почечные ДНК не зависимо от их последователь-
ности (транс-расщепление) [28, 29]. Дженнифер
Даудной с коллегами был предложен подход к де-
текции вируса папилломы в клинических образ-
цах с использованием Cas12a нуклеазы, действие
которой основано на этой необычной способно-
сти нуклеазы. Такой подход был назван
DETECTR (DNA Endonuclease-Target CRISPR
Trans Reporter) [30].

Рис. 2. (а) – Структура фоторасщепляемого линкера на основе (1-(2-нитрофенил)-пропандиола). (б) – Структура
фоторасщепляемого линкера на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола. (в) – Концепция CRISPR-плюс. (г) –
Фоторегулируемое высвобождение направляющей crРНК с поверхности углеродных нанотрубок и активация
системы CRISPR/Cas9. (д) – Система CRISPR/Cas9, заключенная внутрь ДНК-нанокольца. Структура
фоторасщепляемого линкера Х представлена на панели (а).
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В работах [15, 27] описана разработка и ис-
пользование такой системы детекции с возмож-
ностью оптической активации. Такой подход
позволяет увеличить специфичность работы си-
стемы DETECTR.

ФОТОБЛОКИРОВАННЫЕ 
НАПРАВЛЯЮЩИЕ РНК

В других вариантах фоторегуляции работы си-
стемы CRISPR/Cas9 используют модифициро-
ванные sgРНК или crРНК, содержащие фотобло-
кирующие группировки в различных положениях
олигорибонуклеотидной цепи. В литературе
представлены варианты sgРНК и crРНК, содер-
жащие фотоотщепляемые блокирующие группи-
ровки в гетероциклических основаниях, по 2'-по-
ложению рибозы или по межнуклеотидным фос-
фатным группам [12]. Такие фотоблокированные
направляющие РНК не активны вплоть до облу-
чения УФ-светом и удаления фотоблокирующих
групп.

Например, в работе [31] авторы вводили фото-
отщепляемые 6-нитропиперонилоксиметильные

группировки в N3-положение уридина и в N1-по-
ложение гуанозина в области спейсера (рис. 3в).
Олигорибонуклеотиды получали твердофазным
фосфитамидным методом синтеза. После дей-
ствия УФ-излучения происходило отщепление
блокирующих группировок и восстановление ак-
тивности комплекса Cas9:sgРНК, что приводило
к гидролизу ДНК-мишени в клетках зародышей
рыб Danio rerio. Активность системы геномного
редактирования регистрировали с использовани-
ем репортерной системы с участием гена флуо-
ресцентного белка EGFP. При активации систе-
мы CRISPR/Cas9 наблюдали уменьшение флуо-
ресценции белка в клетках.

Аналогичные результаты были получены в
работе [32], где авторы также использовали фо-
тоблокирующие группировки, введенные по
гетероциклическому основанию в ходе твердо-
фазного фосфитамидного синтеза олигорибонук-
леотидов в составе модифицированных фосфита-
мидов (рис. 3г). Работу проводили на нескольких
линиях клеток и на эмбрионах рыбок Danio rerio. 

В работе [33] авторы модифицировали направ-
ляющую sgРНК по 2'-положению рибозы не

Рис. 3. Подходы к включению/выключению направляющей РНК с использованием фотоактивируемого замещения
цепи для функционального контроля системы CRISPR/Cas9: (а) – активация системы, (б) – инактивация системы.
(в) – Структуры фотоблокированных азотистых оснований урацила, тимина и гуанина с фотоотщепляющимися 6-
нитропиперонилоксиметильными (НПОМ) группировками и нуклеотида, содержащего в 2'-положении 1-(4-(2-
диметиламино)этокси)5-метокси-2-нитрофенил)этилкарбонильную (ДМНЭК) группу. (г) – Схематическое
изображение вариантов активации направляющих РНК в результате облучения.
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только в участке, отвечающем за связывание с
ДНК-мишенью, но и в остальной части молекулы
(рис. 3г). Модификацию проводили пост-синте-
тически, обрабатывая sgРНК активированным
производным 1-(4-(2-диметиламино)этокси)5-
метокси-2-нитрофенил)этанола. Модификация
проходила статистически по всем доступным
2'-гидроксильным группам. Продемонстрирова-
на возможность использования предложенной
стратегии в системах с нуклеазой Cas9 и Cas13a. 

ФОТОРАСЩЕПЛЯЕМЫЕ 
НАПРАВЛЯЮЩИЕ РНК

Введение фоторасщепляемых линкеров непо-
средственно в состав направляющей РНК позво-
ляет разрушить эту направляющую РНК путем
облучения в необходимый момент времени и тем
самым прекратить работу системы геномного ре-
дактирования. Так, в работах [34, 35] авторы вво-
дили фоторасщепляемый линкер в состав на-
правляющей crРНК в область спейсера, что поз-
волило им эффективно отключать систему в
определенный момент времени (рис. 4а).

Введение двух фоторасщепляемых линкеров в
состав направляющей crРНК позволяет более эф-
фективно «выключать» систему редактирования
генома путем УФ-облучения [36]. Возможности
такой регуляции продемонстрированы на мо-
дельных плазмидах, содержащих ген EGFP. 

В работе [37] авторы работы в ходе твердофаз-
ного фосфитамидного синтеза вводили два фото-
расщепляемых линкера в область взаимодействия
sgРНК с нуклеазой Cas9 (положения 57 и 74). При
облучении такой фоторасщепляемой sgРНК на-
блюдали образование трех фрагментов РНК. Воз-
можность инактивации системы CRISPR/Cas9,
содержащей эту фоторасщепляемую sgРНК, была
продемонстрирована в клетках HEK293 и U2OS.

ФОТОБЛОКИРОВАННЫЕ ЦИКЛИЧЕСКИЕ 
НАПРАВЛЯЮЩИЕ РНК  

Интересным подходом к созданию фотоакти-
вируемых направляющих РНК является получе-
ние циклических фоторасщепляемых направля-
ющих РНК, которые при действии света способ-
ны линеаризоваться и образовывать комплекс с
нуклеазой Cas9 и ДНК-мишенью. Подход к син-

Рис. 4. (а) – Система CRISPR/Cas9, содержащая фоторасщепляемый линкер и способная «выключаться» под
действием света. (б) – Схематическое изображение моно- и бициклических направляющих РНК и структура
модификаций, использованных для их получения.
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тезу таких направляющих РНК предложен в ра-
ботах [38–40] (рис. 4б). Для синтеза использовали
модифицированные алкильными группами РНК
и би- или трифункциональный азид, позволяю-
щий проводить циклизацию таких РНК.

Для циклизации направляющих РНК может
быть использован и ферментативный подход с
использованием бактериальной тРНК-гуа-
нинтрансгликозилазы (TGT), описанный в рабо-
те [41] (рис. 5а). Авторы работы разработали лин-

Рис. 5. (а) – Принцип получения и использования фоторасщепляемых циклических направляющих РНК с
использованием тРНК-гуанинтрансгликозилазы (TGT) и специально сконструированных фоточувствительных
линкеров, содержащих [7-(диэтиламино)кумарин-4-ил]-метиловый (ДЭАКМ) линкер (фоторасщепляется при
облучении светом с длиной волны 405−456 нм) или линкер на основе нитробензола (НБ) (фоторасщепляется при
облучении светом с длиной волны 356−390 нм). (б) – Фотоактивация системы CRISPR/Cas9, содержащей
5'-модифицированную токоферолом crРНК. (в) – Регуляция направляющей РНК, содержащей последовательность,
способную формировать квадруплекс, в присутствии лиганда и при облучении светом определенной длины волны.
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керы, обеспечивающие сайт-специфическое
ферментативное связывание двух выбранных
остатков гуанина в последовательности направ-
ляющей РНК. Наиболее удачным оказался вари-
ант, когда два сшиваемых гуанина были располо-
жены в петлях шпилечных структур sgРНК. Такая
внутримолекулярная циклизация нарушает
функциональную активность РНК, а возмож-
ность фоторасщепления введенного линкера поз-
воляет восстановить функции РНК путем облуче-
ния. В состав линкеров вводили производные ку-
марина или нитробензола, которые вызывают
фоторасщепление линкера при облучении в раз-
личном диапазоне длин волн: 405−456 или 356−
390 нм соответственно. Таким образом, эти вари-
анты фотоактивируемых систем CRISPR/Cas9
можно использовать для мультиплексной актива-
ции систем геномного редактирования в клетках. 

ДРУГИЕ ВАРИАНТЫ 
ФОТОАКТИВИРУЕМЫХ СИСТЕМ 

CRISPR/Cas9

Интересным вариантом фотоблокированной
направляющей РНК является РНК, содержащая
на 5'-конце объемную гидрофобную молекулу,
введенную через фоторасщепляемый линкер. На-
личие определенных объемных молекул, напри-
мер, токоферола, на 5'-конце направляющей
РНК блокирует их активность [42]. Облучение та-
кой РНК УФ-светом позволяет разрушить фото-
расщепляемый линкер и высвободить направля-
ющую РНК. Ранее такой подход был использован
для создания фотоблокированных малых интер-
ферирующих РНК [43–45], а затем был удачно
применен и к системе CRISPR/Cas9. Авторы ра-
боты [43] предложили crРНК, к 5'-концу которой
через фотолабильный линкер на основе 1-(2-нит-
рофенил)-1,2-этандиола была присоединена мо-
лекула токоферола для временного блокирования
тройного рибонуклеопротеидного комплекса
Cas9:crРНК:tracrРНК и улучшения проникнове-
ния направляющей РНК в определенные типы
клеток (рис. 5б). Молекулу токоферола вместе с
фотолабильным линкером удаляли путем УФ-об-
лучения. Эффективность данного подхода проде-
монстрирована как in vitro с использованием мо-
дельных ДНК-дуплексов, так и in vivo для воздей-
ствия на ДНК гена фактора роста клеток
эндотелия сосудов (VEGFA-A – Vascular Endothe-
lial Growth Factor A) в клетках HEK293T. 

В работе [46] на 5'-конец направляющей РНК
вводили дополнительную последовательность,
способную формировать квадруплекс. 

Присутствие квадруплекса ингибировало дей-
ствие нуклеазы Cas9. Использование лиганда, об-

ратимо изменяющего свою структуру под дей-
ствием облучения ультрафиолетовым или види-
мым светом, позволило влиять на стабильность
квадруплекса и, соответственно, на активность
системы (рис. 5в). Интересно, что добавление
G-квадруплекса на 3'-конец sgRNA не влияло на
эффективность редактирования мишени и повы-
шало время жизни направляющей РНК в 5 раз
[47, 48]. 

Таким образом, создание CRISPR/Cas9-си-
стем с улучшенными характеристиками, а имен-
но с длительным временем жизни в клетках и ор-
ганизмах, высокой эффективностью и специфич-
ностью действия, а также с возможностью
регуляции активности − является актуальным на-
правлением в области геномного редактирова-
ния. Многообещающим подходом для решения
этой задачи является использование модифици-
рованных направляющих РНК в составе
CRISPR/Cas9 систем.
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 CRISPR/Cas System Photocontrolled at the Guide RNA Level
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Improving the efficiency and precision of gene editing systems is of utmost importance for modern molecular
biology and genetic engineering. Of particular interest is the design of controlled CRISPR/Cas9 systems, the
activity of which could be regulated using different physico-chemical stimuli such as light irradiation, pH
change, temperature, change of molecule concentration and so forth. A promising direction in this area is the
development of approaches to control activity at the level of guide RNA through photosensitive modifications
to the structure and sequence of guide RNA, and additional oligonucleotides. This review is devoted to the
analysis of publications on design of photosensitive guide RNAs and their applications in genome editing sys-
tems using CRISPR.

Keywords: regulated CRISPR/Cas9 system, UV-irradiation, guide RNA, photocleavable linker, photocaged oligo-
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Полифенол растительного происхождения – генистеин – обладает высокой биологической актив-
ностью, что стимулирует изучение его применимости для профилактики и лечения опухолевых,
сердечно-сосудистых и нейродегенеративных заболеваний. С учетом способности генистеина свя-
зываться с ДНК в настоящей работе исследовано взаимодействие генистеина с нуклеосомами и
комплексами нуклеосом с поли-(АДФ-рибоза)-полимеразой 1 (PARP1). Установлено, что в широ-
ком диапазоне концентраций генистеин не влияет на структуру нуклеосомной ДНК, но при высо-
кой концентрации вызывает изменение структуры линкерной ДНК, сближая спирали ДНК между
собой. В хроматосомах генистеин не вызывает диссоциации линкерного гистона и изменений кон-
формации в области линкерной ДНК. При высокой концентрации генистеин затрудняет образова-
ние комплексов нуклеосом с PARP1. 

Ключевые слова: генистеин, хроматин, клетки А549, нуклеосома, PARP1, Н1.0, Н1.5, spFRET. 
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Генистеин (рис. 1а) является вторичным мета-
болитом растений из группы изофлавонов [1]. Ге-
нистеин содержится во многих употребляемых в
пищу продуктах растительного происхождения,
наиболее им богаты соевые культуры [2]. Иссле-
дования показали, что генистеин проявляет вы-
сокую биологическую активность (рис. 1б),
оказывая противовоспалительное [3–5], антиок-
сидантное [6–8], антиангиогенное и антипроли-
феративное [9–11] действие. Подобная актив-
ность генистеина благоприятна для профилакти-
ки и лечения заболеваний, связаных с
нарушениями метаболизма и развитием хрониче-
ских воспалительных процессов. Продемонстри-
рована потенциальная эффективность генистеи-
на в качестве противоопухолевого агента на клет-
ках рака легких [12], молочной железы [13],
предстательной железы [14], печени [15], репро-
дуктивных женских органов [11], почек [16], мо-

чевого пузыря [17] и ЖКТ [18]. В основе противо-
опухолевого действия генистеина лежит способ-
ность модулировать множественные сигнальные
пути в клетке, приводящие к онкотрансформа-
ции [17, 19, 20], регулировать клеточный цикл,
ингибировать матриксные металлопротеиназы
[21], индуцировать апоптоз [12, 22], блокировать
и обращать эпительно-мезенхимальный переход
[15, 18], препятствовать про-опухолевым измене-
ниям эпигенетического ландшафта клетки [23].
Исследования показали потенциальное терапев-
тическое действие генистеина при сердечно-со-
судистых заболеваниях [24]. Молекулярная
структура генистеина сходна со стероидным гор-
моном позвоночных эстрадиолом, что определя-
ет гормоноподобную активность генистеина [5]. 

Для эффективного использования генистеина
в медицине необходимо улучшить его биодоступ-
ность [25, 26] и доказать безопасность его приме-
нения [27]. Одним из важных показателей токси-
кологической безопасности лекарств является
оценка их ДНК-тропного потенциала. Показано,
что генистеин способен взаимодействовать с

Сокращения: Hoechst 33342 – флуоресцентный краситель
бисбензимид, ДМСО – диметилсульфоксид, EGCG –
галлат эпигаллокатехина. 
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ДНК [28, 29]. Из экспериментов по конкурентно-
му связыванию с ДНК флуоресцирующих интер-
каляторов и генистеина следует, что генистеин
эффективно взаимодействует с ДНК при концен-
трациях около 100 мкМ [28], а измеренная кон-
станта диссоциации комплекса ДНК-генистеин
равна 50 мкМ [29].  Поскольку ДНК упакована в
ядре клетки на нуклеосомах и хроматосомах и
функционирует в составе хроматина, важно оце-
нить воздействие генистеина на данные морфо-
функциональные единицы хроматина.

С целью изучения влияния генистеина на
структуру хроматина исследована способность
генистеина проникать в ядро клеток, а также про-
ведена оценка взаимодействия генистеина c нук-
леосомами и хроматосомами, изучено влияние
генистеина на взаимодействие и активацию ядер-
ного фермента системы распознавания повре-
ждений и репарации ДНК поли(АДФ-рибоза)-
полимеразы 1 (PARP1). Было установлено, что ге-
нистеин не влияет на структуру нуклеосом в ко-
ровой области, но при этом в высокой концен-
трации способен сближать линкерные участки
ДНК между собой. При высокой концентрации
генистеин затрудняет образование комплексов
нуклеосом с PARP1, но не вызывает диссоциации
линкерного гистона Н1.0. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клетки аденокарциномы человека А549 выра-
щивали в среде DMEM/F12 («ПанЭко», Россия) с
добавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки HyClone defined (GE Healthcare LifeScienc-
es, США) и 2 мМ глутамина («ПанЭко», Россия).
Пересевы клеток проводили 2 раза в неделю.
Клетки высевали в 96-луночные плоскодонные
планшеты (плотность посева – 2·104 клеток/лун-
ка) и выращивали сутки при 37°С и 5% СО2. Клет-
ки инкубировали с 2 мкМ проникающего в клет-
ки флуоресцентного красителя бисбензимида
(Hoechst 33342) в течение 2 ч, добавляли генисте-
ин в диапазоне концентраций 25.0–0.8 мкМ с
двойным шагом разведения и инкубировали еще
в течение 4 ч. Генистеин из стокового раствора
(62.9 мМ в диметилсульфоксиде (ДМСО)) добав-
ляли к клеткам через промежуточное разбавление
в ДМСО до 2.5−0.08 мМ. Конечная концентрация
ДМСО в лунках с клетками составляла 1%. В ка-
честве контроля использовали клетки, проинку-
бированные только с 2 мкМ Hoechst 33342 и 1%
ДМСО, а также клетки, проинкубированные
только с генистеином (25.0–0.8 мкМ), чтобы
учесть возможную собственную флуоресценцию
полифенола. Изображения клеток в проходящем
белом свете и флуоресцентные изображения ре-
гистрировали с помощью инвертированного флу-
оресцентного микроскопа ZOE Fluorescent Cel-

Рис. 1. Структура (а) и виды биологической активности (б) генистеина.
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lImager (Bio-Rad, Singapore). Флуоресценцию
Hoechst 33342 возбуждали в диапазоне длин волн
335–375 нм, регистрировали в диапазоне 415–451
нм. Флуоресцентные изображения клеток анали-
зировали с помощью программного обеспечения
ImageJ (National Institute of Health, США) с ис-
пользованием плагина “Analyze particles”. Размер
выборки 400–600 клеток. Эксперименты выпол-
нены в трех независимых повторах. 

Флуоресцентно-меченые ДНК-матрицы дли-
ной 187 п.н. получали методом ПЦР с использо-
ванием плазмиды pTZ57R, содержащей нукле-
осом-позиционирующую последовательность
603 [30]. Для амплификации использовали синте-
тические олигонуклеотиды, меченные флуоро-
форами Су3 и Су5 (ООО «Люмипроб РУС», Рос-
сия). Нуклеотидные последовательности прайме-
ров для синтеза матриц ДНК, меченных Cy3 и
Cy5 по тиминам в положениях 13 и 91 п.н., 35 и
112 п.н. или 57 и 135 п.н. от начала последователь-
ности 603, были опубликованы ранее [31, 32]. Для
получения матрицы ДНК длиной 227 п.н., мечен-
ной в линкерных участках ДНК на расстоянии
10 п.н. от начала и конца нуклеосом-позициони-
рующей последовательности, использовали
праймеры, опубликованные в работе [32]. Сборку
нуклеосом с использованием октамера гистонов
человека проводили методом ступенчатого диа-
лиза с понижающейся ионной силой по методи-
ке, опубликованной ранее [33]. Рекомбинантные
гистоны человека H2A, H2B, H3 и H4, линкерные
гистоны Н1.0 лягушки и Н1.5 человека, а также
PARP1 человека получали, как описано ранее
[34].

Исследование нуклеосом и их комплексов с
генистеином проводили методом микроскопии
одиночных частиц на основе Фёрстеровского
резонансного переноса энергии (микроскопии
spFRET) с использованием подхода, описанного
в статье [32]. Концентрированный раствор гени-
стеина (Sigma, США) готовили в 25% растворе
ДМСО. Нуклеосомы (1–2 нМ) инкубировали с
генистеином в различных концентрациях (48–
400 мкМ, концентрация ДМСО не более 1%) в те-
чение 20 мин в пробирках с низкой адгезией в бу-
фере ТВ150 (20 мМ Трис-HCl (pH 7.5), 5 мМ
MgCl2, 150 мМ KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанола)
при комнатной температуре. Ранее методом sp-
FRET-микроскопии было показано, что ДМСО в
концентрации менее 2% не оказывает влияние на
структуру нуклеосом [34].

В экспериментах с хроматосомами нуклеосо-
мы (1–2 нМ) инкубировали с гистонами Н1.0
(15 нМ) или Н1.5 (7.6 нМ) в буфере ТВ150 в тече-
ние 15 мин при комнатной температуре, делили
раствор на две части и одну из них инкубировали
с генистеином (100 мкМ) в течение 20 мин. В экс-
периментах с PARP1 нуклеосомы (1–2 нМ) инку-

бировали с генистеином в различных концентра-
циях (100, 200, 400 мкМ) в буфере ТВ150 при ком-
натной температуре в течение 20 мин, вносили
PARP1 (20 или 40 нМ) и инкубировали еще
30 мин при комнатной температуре. Для оценки
влияния генистеина на каталитическую актив-
ность PARP1 пробы готовили следующим обра-
зом: нуклеосомы (1–2 нМ) инкубировали с поли-
фенолом в различных концентрациях (100, 200,
400 мкМ) в буфере ТВ150 при комнатной темпе-
ратуре в течение 20 мин, вносили PARP1 (40 нМ)
вместе с β-никотинамидадениндинуклеотидом
(NAD+, 20 мкМ, Sigma, США) и инкубировали
еще 45 мин при комнатной температуре.

Образцы переносили в лунки силиконовой
кюветы (Ibidi, Германия), прикрепленной к по-
кровному стеклу (Assistent, Германия), и прово-
дили измерения на лазерном сканирующем кон-
фокальном микроскопе LSM710 с модулем  Сon-
focor3 для корреляционной спектроскопии (Zeiss,
Германия). Концентрация нуклеосом в растворе
(1–2 нМ) была подобрана так, чтобы в фокусе ла-
зера находилось не более одной свободно диф-
фундирующей нуклеосомы. Во время диффузии
нуклеосом (<6 мс) через фокус лазера флуорес-
ценцию возбуждали при длине волны 514.5 нм, а
регистрировали с помощью лавинных фотодио-
дов в диапазонах длин волн 530–635 нм (флуорес-
ценция Су3) и 635–800 нм (флуоресценция Су5).
Измеренные интенсивности флуоресценции Су3
и Су5 использовали для расчета коэффициента
близости E, как описано ранее [35]. Коэффици-
ент E – это величина эффективности FRET без
коррекции на квантовые выходы флуоресцент-
ных меток и на чувствительность системы детек-
ции в разных диапазонах длин волн. Выборки
значений Е измеренных частиц (не менее 3000 ча-
стиц) представляли в виде частотных распределе-
ний, или Е-профилей. Измерения выполняли не
менее, чем в трех независимых экспериментах, а
рассчитанные Е-профили усредняли и аппрокси-
мировали линейной суперпозицией нескольких
гауссовых распределений, описывающих отлича-
ющиеся по структуре субпопуляции нуклеосом.

Оценку влияния генистеина на связывание и
активность PARP1 проводили методами анализа
электрофоретической подвижности нуклеосом и
их комплексов  в геле при неденатурирующих
условиях и с помощью вестерн-блоттинга. Образ-
цы для исследований готовили так же, как и для
spFRET-микроскопии. Электрофорез в 5% по-
лиакриламидном геле проводили при 100 В в бу-
фере 0.2×ТВЕ, содержавшем 3.6 мМ Трис
(рН 7.5), 3.6 мМ борной кислоты и 0.08 мМ
ЭДТА, в течение 1.0–1.2 ч при 4°С. Гель до внесе-
ния проб подвергали префорезу. Флуоресцент-
ный анализ гелей проводили с помощью лазерно-
го сканера Typhoon RGB (Amersham, США) при
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длине волны возбуждения 532 нм по флуоресцен-
ции метки Cy3.

Пробы для вестерн-блоттинга нагревали до
95°C в течение 5–10 мин с добавлением буфера
для нанесения (5× буфер: 312 мМ Трис-HCl,
pH 6.8, 10% додецилсульфата натрия, 25% β-мер-
каптоэтанола, 0.05% бромфенолового синего).
Пробы наносили на градиентный гель (4–12%,
Mini-protean gelsTGX, Bio-Rad, США) и проводи-
ли электрофорез в трис-глициновом буфере
(25 мМ Трис-HCl, 192 мМ глицина и 0.1% доде-
цилсульфата натрия, pH 8.6) при 130 В в течение 1
ч при комнатной температуре. Перенос белка на
подложку из нитроцеллюлозной мембраны (Bio-
Rad) осуществляли в буфере для переноса (50 мМ
MOPS, 50 мМ Трис-HCl, 1 мМ ЭДТА, 3.5 мМ до-
децилсульфата натрия) с 20% этанолом при 4°C
(350 мА, 2 ч). Далее мембрану инкубировали в те-
чение часа в растворе PBS-T (2,7 мМ KCl, 8 мМ
Na2HPO4, 2 мМ KH2PO4, 37 мМ NaCl, 0,5%
Твин 20), дополненном 5% обезжиренным моло-
ком, и промывали дважды раствором PBS-T по 5
мин. Затем мембрану инкубировали с мышины-
ми моноклональными антителами против поли-
АДФ-рибозы (10Н, ab14459, Abcam, США) в тече-
ние 1 ч в растворе PBS-T, содержавшем 5% моло-
ка, промывали, инкубировали 1 ч со вторичными
анти-мышиными антителами, конъюгированны-
ми с пероксидазой хрена (Bio-Rad, Hercules,
США), и снова промывали. Иммунодетекцию
проводили с использованием системы Chemidoc
(Bio-Rad, США) и хемилюминесцентного суб-
страта SuperSignal™ West Pico PLUS Chemilumi-
nescent Substrate (Thermo Fisher, США) в течение
3 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Взаимодействие генистеина с ДНК изучали
in vitro [28, 29], однако его способность проникать
в клетки и накапливаться клеточном ядре мало
изучена. Ранее нами был предложен новый под-
ход к изучению проникновения ДНК-тропных
нефлуоресцирующих и слабо флуоресцирующих
соединений в ядра клеток, основанный на иссле-
довании влияния данных соединений на флуо-
ресценцию красителя Hoechst 33342, появляющу-
юся при образовании им комплексов с ДНК в жи-
вых клетках [34]. Инкубация с генистеином
клеток А549, ДНК в которых предварительно бы-
ла окрашена красителем Hoechst 33342, выявила
концентрационно-зависимое усиление флуорес-
ценции Hoechst 33342 в ядрах (рис. 2). Этот ре-
зультат позволяет заключить, что генистеин, до-
бавленный к клеткам в суб- и микромолярных
концентрациях, способен эффективно прони-
кать через интактную плазматическую мембрану
и накапливаться в клеточном ядре, обеспечивая

тем самым возможность взаимодействия с хрома-
тином. 

Поскольку значительная часть ДНК существу-
ет в ядре в виде нуклеосом, было изучено влияние
генистеина на структуру нуклеосом и комплексов
нуклеосом с ядерными белками. С этой целью
были получены несколько видов нуклеосом, от-
личающихся положением пары флуоресцентных
меток (донора и акцептора): в коровой области
вблизи границ нуклеосомы (нуклеосомы 2LN_P
и 2LN_D с метками соответственно в положениях
+13/+91 и +57/+135 п.н.), в коровой области, от-
даленной от границы нуклеосомы (нуклеосомы
2LN_M с метками в положениях +35/+112 п.н.)
(рис. 3а), и в линкерных участках ДНК (нуклеосо-
мы 2LN_O с метками на расстоянии 10 п.н. от
границы нуклеосомы) (рис. 4а). Различные поло-
жения меток позволяют изучать структурные из-
менения, вызываемые полифенолами в различ-
ных областях нуклеосомы по изменениям в про-
филях распределения частиц по величине Е [34].

Методом spFRET-микроскопии была изучена
концентрационная зависимость влияния гени-
стеина на структуру нуклеосом. Е-профили всех
вариантов нуклеосом, меченных в коровой обла-
сти, характеризуются пиком в области высоких
значений E (рис. 3б−г), характерным для нукле-
осом с нативной укладкой супервитков нукле-
осомной ДНК на октамере гистонов. Инкубация
нуклеосом с генистеином в концентрации 48−
400 мкМ не приводит к существенному измене-
нию Е-профилей: на рис. 3б–г представлены
Е-профили, измеренные при максимальной ис-
следованной концентрации генистеина –
400 мкМ. Это свидетельствует об отсутствии из-
менений в структуре нуклеосомной ДНК, вы-
званных взаимодействием с генистеином.

В то же время генистеин влияет на конформа-
цию линкерных участков ДНК при концентраци-
ях выше 100 мкМ (рис. 4). В согласии с ранее
опубликованными данными [36] для нуклеосом
характерны по меньшей мере две конформации
линкеров, отличающиеся расстоянием между
спиралями ДНК (рис. 4в), которым в Е-профилях
соответствуют два пика в области низких и сред-
них значений Е (рис. 4б). Генистеин вызывает из-
менение структуры линкерной ДНК, сближая
спирали ДНК между собой, и переводит большую
часть нуклеосом в конформационное состояние,
при котором величина Е значительно возрастает
(рис. 4б). По данным электрофореза образование
комплексов нуклеосом с генистеином и структур-
ные изменения в области линкерной ДНК прак-
тически не влияют на подвижность нуклеосом в
геле (рис. 4в).

Как показано ранее, увеличение величины Е,
вызванное сближением спиралей линкерной
ДНК, характерно для образования хроматосом с
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участием линкерного гистона [34, 36]. Известно,
что в результате связывания линкерного гистона
в области диадной оси нуклеосом происходит
конденсация полинуклеосом в структуры более
высокого порядка, а линкерные участки нукле-
осом становятся недоступны для коммуникации
с другими регуляторными элементами хроматина
[37, 38]. Нами исследовано влияние генистеина
на структуру хроматосом, образованных гистона-
ми Н1.0 и Н1.5 (рис. 4б). По данным spFRET-
микроскопии, гистоны Н1.0 и Н1.5 формируют
хроматосомы, отличающиеся по конформации
линкерной ДНК, на что указывают отличия по
величине Е-пиков хроматосом в Е-профилях
(рис. 4б). Судя по величине Е, гистон Н1.5 сбли-
жает спирали линкерной ДНК в области располо-
жения меток так же, как и генистеин, и превосхо-
дит по этому параметру гистон H1.0. Генистеин в
концентрации 100 мкМ не влияет на E-профили
обоих типов хроматосом (рис. 4б). Из этого следу-

ет, что генистеин не вызывает диссоциации лин-
керного гистона Н1.0 и изменений конформации
в области линкерной ДНК в Н1.0-хроматосомах.
Воздействие генистеина, по-видимому, имеет
аналогичный характер и в случае Н1.5-хромато-
сом, но из-за совпадения Е-профилей данных
хроматосом и комплексов нуклеосом с генистеи-
ном сделать однозначный вывод сложно. 

Взаимодействие генистеина с ДНК в хромати-
не, по-видимому, лежит в основе обнаруженного
ранее ингибирования этим полифенолом ДНК
топоизомеразы II [39]. Аналогично можно ожи-
дать, что генистеин способен оказывать влияние
на функциональную активность и других ДНК-
зависимых ферментов. Для проверки этой гипо-
тезы исследовано влияние генистеина на ком-
плексы нуклеосом с ферментом PARP1 – сенсо-
ром разрывов ДНК, инициирующим сборку ком-
плекса репарации повреждений ДНК. 

Рис. 2. Изменение интенсивности флуоресценции Hoechst 33342 в ядрах клеток А549 после инкубации клеток с раз-
личными концентрациями генистеина (GEN). (а) и (б) – Флуоресцентные изображения клеток, проинкубированных
с 2 мкМ Hoechst 33342 в отсутствие и в присутствии 25 мкМ генистеина соответственно. Масштаб – 100 мкм. (в) – Ча-
стотные распределения клеток по интенсивности флуоресценции Hoechst 33342. Клетки инкубировали с 2 мкМ
Hoechst 33342 в отсутствие генистеина или в присутствии его различных концентраций. Согласно контрольным экс-
периментам, собственная флуоресценция генистеина вклада в измеряемую интенсивность флуоресценции Hoechst
33342 не дает. 
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Ранее было показано, что при образовании
комплексов PARP1 реорганизует структуру нук-
леосомы, увеличивая расстояние между соседни-
ми супервитками ДНК на октамере гистонов, что
детектируется как концентрационно-зависимое
появление субпопуляции нуклеосом, которой в
Е-профиле соответствует пик с максимумом в об-
ласти значений Е ~ 0.35–0.45 [40]. В согласии с
этим результатом в настоящей работе PARP1 вы-
зывал сходные изменения в Е-профилях нукле-
осом,  связывая при концентрации 20 нМ часть
нуклеосом (рис. 5 а),  а при 40 нМ – все нуклеосо-
мы (рис. 5 б). Концентрационно-зависимое об-
разование комплексов нуклеосом с PARP1 под-
тверждают и данные электрофореза в нативных
условиях (рис. 5в). Электрофореграмма свиде-
тельствует, что PARP1 образует несколько типов
комплексов с нуклеосомой (рис. 5в), которые, со-
гласно результатам работы [40], отличаются чис-
лом связанных молекул PARP1. 

Методом spFRET-микроскопии установлено,
что генистеин при концентрации 100 и 200 мкМ
не оказывает существенного влияния на образо-

вание и структуру комплексов нуклеосом с 20 нМ
PARP1, а при концентрации генистеина 400 мкМ
он вызывает заметные изменения в Е-профиле
комплексов (рис. 5а). Изменения в Е-профиле
включают в себя уменьшение интенсивности пи-
ка в области значений Е 0.35–0.60 и появление
нового пика с максимумом Е = 0.8. Аналогичные
изменения в E-профиле наблюдали при концен-
трациях генистеина и PARP1, соответственно
400 мкМ и 40 нМ (рис. 5б). С учетом опублико-
ванных ранее данных [40] и данных электрофоре-
за (рис. 5в) эти изменения можно интерпретиро-
вать как снижение в присутствии высокой кон-
центрации генистеина доли комплексов
нуклеосом, связанных с несколькими молекула-
ми PARP1. На это указывают уменьшение пика с
максимумом в области Е ~ 0.45 (рис. 5а,б) и ха-
рактерные изменения в электрофореграмме (рис.
5в). Одновременно в растворе увеличивается доля
свободных нуклеосом, на что указывают данные
электрофореза при 40 нМ PARP1  в присутствии
200 или 400 мкМ генистеина (рис. 5в), при ча-
стичном сохранении образования комплексов
нуклеосом с одной молекулой PARP1 (рис. 5а–в),

Рис. 3. Влияние генистеина (GEN) на структуру коровой области нуклеосом. (а) – Схемы нуклеосом 2LN_P, 2LN_M
и 2LN_D, отличающихся положением флуоресцентных меток (звездочки) в коровой области. (б)–(г) – E-профили
нуклеосом 2LN_P, 2LN_M и 2LN_D соответственно до и после инкубации с 400 мкМ генистеина.
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для которых в Е-профилях характерен пик с мак-
симумом Е ~ 0.8 [40]. Таким образом, генистеин
при высокой концентрации затрудняет образова-
ние комплексов нуклеосом с PARP1. 

Образование комплексов с нуклеосомной
ДНК активирует PARP1 и в присутствии NAD+

ведет к поли-АДФ-рибозилированию гистонов и
самого PARP1 [40]. Увеличение числа и длины
цепочек поли-АДФ-рибозы, прикрепленных к
ферменту, способствует диссоциации PARP1 и
восстановлению исходной структуры нуклеосом,
собранных на донорном хроматине из эритроци-
тов кур [40]. Аналогично в случае нуклеосом, со-
бранных на октамере рекомбинантных гистонов
человека, NAD+-зависимое авто-поли-АДФ-ри-
бозилирование PARP1 приводит к увеличению
доли свободных нуклеосом (рис. 5в) и появлению
в Е-профиле пика с максимумом в области 0.70–
0.75, который свидетельствует о восстановлении
исходной структуры у части нуклеосом после
диссоциации PARP1 (рис. 5б). При этом в обла-
сти низких значений Е наблюдается пик, кото-

рый указывает на то, что часть нуклеосом в про-
цессе поли-АДФ-рибозилирования подвергается
структурным перестройкам, приводящим к зна-
чительному увеличению расстояния между су-
первитками нуклеосомной ДНК в области распо-
ложения меток, возможно, откручиванию нукле-
осомной ДНК от октамера гистонов. Эти
структурные изменения обнаружены для нукле-
осом, собранных на рекомбинантных гистонах
человека (рис. 5б), и не наблюдались для нукле-
осом, собранных на донорном хроматине из
эритроцитов кур [40]. Возможно, отсутствие по-
странсляционных модификаций в рекомбинант-
ных гистонах способствовало более эффективно-
му поли-АДФ-рибозилированию по некоторым
сайтам гистонов, что в итоге вызвало реорганиза-
цию структуры ограниченной субпопуляции нук-
леосом. 

В случае внесения NAD+ в раствор с комплек-
сами «генистеин–нуклеосома–PARP1» E-про-
филь меняется незначительно, а эффективность
образования длинных поли-АДФ-рибозных це-
пей, как показывают данные вестерн-блоттинга,

Рис. 4. Влияние генистеина (GEN) на структуру нуклеосом и хроматосом в области линкерной ДНК. (а) – Схема
нуклеосом 2LN_O, меченных в области линкерной ДНК. Положения флуоресцентных меток показаны звездочками.
(б) – Е-профили нуклеосом, Н1.0-хроматосом (слева) и Н1.5-хроматосом (справа) до и после инкубации с
генистеином (100 мкМ). (в) – Схема, поясняющая влияние генистеина на структуру нуклеосом в области линкерной
ДНК. (г) – Схема, поясняющая структурные изменения в области линкерной ДНК при образовании Н1.0- и Н1.5-
хроматосом и отсутствие влияния генистеина на эти хроматосомы.
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снижается по сравнению с комплексами «нукле-
осома–PARP1» в отсутствие генистеина (рис. 5г).
Отметим, что образование полимеров поли-
АДФ-рибозы изучали с помощью моноклональ-
ных антител 10Н, которые связываются с полиме-
рами длиной более 10 остатков АДФ-рибозы [41].
Одна из возможных причин снижения эффектив-
ности поли-АДФ-рибозилирования в присут-
ствии генистеина – частичное ингибирование
образования комплексов PARP1 с нуклеосомами. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Генистеин является представителем большой
группы биологически активных полифенолов,
способных взаимодействовать с ДНК. Проводи-
мые нами исследования [34, 42–44] показывают,

что полифенолы могут значительно отличаться
по воздействию на хроматин. Так, полифенолы
кверцетин и галлат эпигаллокатехина (EGCG)
при микромолярных концентрациях вызывают
обратимое откручивание нуклеосомной ДНК от
октамера гистонов, не вызывая при этом диссо-
циацию нуклеосом. Основным типом взаимодей-
ствия кверцетина и EGCG с ДНК является их ин-
теркаляция между парами оснований [45–48].

По воздействию на структуру нуклеосом гени-
стеин похож на полифенол ресвератрол, который
также не влияет на структуру коровой области
нуклеосом, но сближает спирали линкерной
ДНК [42]. Известно, что ресвератрол связывается
в узкой бороздке ДНК [49–51]. Генистеин отли-
чается по воздействию на хроматосомы от EGCG,
который вызывает значительные изменения в

Рис. 5. Изучение влияния генистеина (GEN) на образование и структуру комплексов «PARP1–нуклеосома» и на
способность PARP1 к поли-АДФ-рибозилированию. (а) – Е-профили нуклеосом и комплексов нуклеосом с PARP1
(20 нМ) до и после инкубации с генистеином (100, 200 и 400 мкМ). (б) – Е-профили нуклеосом и комплексов
нуклеосом с PARP1 (40 нМ) до и после инкубации с 400 мкМ генистеина и/или 20 мкМ NAD+. (в) – Анализ
электрофоретической подвижности комплексов нуклеосом с PARP1 до и после инкубации с генистеином и/или
20 мкМ NAD+. (г) – Вестерн-блот с использованием антител 10Н на поли-АДФ-рибозу для комплексов нуклеосома-
PARP1 в присутствии NAD+ до и после инкубации инкубации с генистеином: дорожка 1 – нуклеосомы + PARP1 +
+ NAD+, дорожка 2 – нуклеосомы + 400 мкМ генистеина + PARP1+ NAD+, дорожка 3 – нуклеосомы + 200 мкМ +
+ генистеина + PARP1 + NAD+, дорожка 4 – белковые маркеры. 
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структуре хроматосом в линкерной области ДНК
при микромолярных концентрациях, но также не
приводит к диссоциации линкерных гистонов
[34].

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что тип взаимодействия полифенола с ДНК
может определять характер его воздействия на
хроматин. Полифенолы-интеркаляторы, по-ви-
димому, способны реорганизовывать структуру
нуклеосом и хроматосом в хроматине, а полифе-
нолы, связывающиеся в узкой бороздке ДНК, на
структуру нуклеосом и хроматосом влияют слабо.
В то же время оба типа полифенолов вследствие
взаимодействия с ДНК могут модулировать
функциональную активность ядерных белков,
связывающихся с ДНК. Например, EGCG, не ме-
шая связыванию PARP1 c нуклеосомами, подав-
ляет поли-АДФ-рибозилирование соседних бел-
ков[52], но не влияет на поли-АДФ-рибозилиро-
вание самого PARP1 [34]. Исследованный нами
генистеин может ослаблять взаимодействие
PARP1 с ДНК, тем самым затрудняя распознава-
ние повреждений ДНК этим ферментом и их по-
следующую репарацию. Возможно, что воздей-
ствие генистеина на раковые клетки, при кото-
ром наблюдается образование разрывов ДНК,
отчасти вызвано этим свойством полифенола и
является одной из причин генистеин-индуциро-
ванного апоптоза [12, 22]. 

Полученные данные свидетельствуют, что от-
личия биологически активных полифенолов по
структуре могут разнонаправленно изменять ха-
рактер их взаимодействия с хроматином и ядер-
ными белками, что предопределяет необходи-
мость детальных исследований даже очень близ-
ких по структуре полифенолов. 
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 Influence of Genistein on the Structure of Nucleosomes and Formation 
of Complexes With PARP1

 T.V. Andreeva*, A.V. Efremenko**, A.V. Feofanov*, **, A.V. Lyubitelev*, A.N. Korovina*,
V.M. Studitsky*, ***, N.V. Malyuchenko*

*Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234  Russia

**Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, 
Moscow, 117997 Russia

***Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, Cottman Ave. 333, Philadelphia, PA 19111, USA

The plant-derived polyphenol genistein has high biological activity, which stimulates the study of its applica-
bility for the prevention and treatment of cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases. Given the
ability of genistein to bind DNA, the present work examined the interaction of genistein with chromato-
somes, nucleosomes, and nucleosome complexes with poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1). It has been
established that over a wide range of concentrations, genistein does not affect the structure of nucleosomal
DNA, but at high concentrations it causes a change in the structure of linker DNA, bringing DNA helices
closer together. In chromatosomes, genistein does not cause dissociation of linker histone and changes in
conformation in the region of linker DNA. At high concentrations, genistein hinders the formation of nucle-
osome complexes with PARP1.
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Изучение низкодозовых эффектов актуально в связи с расширением районов с антропогенной на-
грузкой. Торий – один из фонообразующих элементов в природных экосистемах, его содержание
может повышаться в окружающей среде в ходе добычи природных ресурсов и работы ТЭЦ. Особый
интерес представляют биоэффекты тория в присутствии гуминовых веществ – природных детокси-
кантов. Целью работы является выявление нейтрализующего эффекта гуминовых веществ в усло-
виях низкодозового воздействия тория-232 (< 0.04 Гр). В качестве модельного биологического объ-
екта выбрана биолюминесцентная система ферментативных реакций, включающая бактериальную
люциферазу и НАД(Ф)Н:ФМН-оксидоредуктазу. Выявлена активация биолюминесценции на на-
чальном этапе воздействия тория-232 (до 50 мин) и увеличение содержания активных форм кисло-
рода после 50 мин его воздействия. Показана связь интенсивности биолюминесценции и содержа-
ния активных форм кислорода (коэффициент корреляции –0.86). Присутствие гуминовых веществ
нейтрализует активирующее действие тория и уменьшает содержание активных форм кислорода до
контрольного значения. Продемонстрировано влияние гуминовых веществ на скорость НАДН-за-
висимого ферментативного редокс-процесса. Полученные результаты вносят вклад в понимание
молекулярных механизмов воздействия тория-232 и нейтрализации его влияния на ферментатив-
ные процессы.

Ключевые слова: торий-232, биолюминесценция, ферментативный биотест, радиопротекция,
гуминовые вещества, активные формы кислорода. 

DOI: 10.31857/S0006302924030034,  EDN: OGGZWU

Воздействие низкодозового облучения на жи-
вые организмы в настоящее время представляет
особый интерес в связи с распространением ра-
диоактивного загрязнения [1]. Продукты распада
радиоактивных элементов могут воздействовать
на сопряженные химические и биологические
процессы в природных экосистемах; эти процес-

сы сопровождаются естественным изменением
баланса экосистемы в целом.

Торий-232 представляет собой природный
альфа-излучатель. Он является одним из наибо-
лее распространенных радиоактивных фонообра-
зующих элементов в природных экосистемах [2].
Природный торий – мягкий серебристо-белый
металл, он содержится в следовых количествах в
природных фосфатах, полиоксидах и силикатах.
В настоящее время торий рассматривается как
перспективный энергетический материал; он яв-
ляется ядерным топливным сырьем, при погло-

Сокращения: ФМН – флавинмононуклеотид, АФК – ак-
тивные формы кислорода, ГВ – гуминовые вещества,
КРАБ – комплект реактивов для аналитической биолюми-
несценции.

УДК 577.21: 546.795
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щении нейтронов превращается в уран-233, кото-
рый, в свою очередь, является основой уран-то-
риевого топливного цикла [3, 4].

Торий имеет несколько изотопов, как природ-
ных, так и искусственных; все они являются ра-
диоактивными. Природный торий содержит
2 изотопа: торий-232 – наиболее распространен-
ная форма тория, долгоживущий материнский
источник альфа-излучения (время полураспада –
1.4·1010 лет), родоначальник радиоактивного се-
мейства тория; второй изотоп – торий-228, нахо-
дящийся в равновесии с торием-232, также явля-
ется альфа-излучателем с периодом полураспада
1.91 года [5].

Опасность тория как внешнего источника аль-
фа-излучения невысока, но, поскольку торий
присутствует в воздухе, воде, почве и биологиче-
ских материалах, существует риск его попадания
в организм во время приема пищи или при кон-
такте с кожей. Инкорпорированный торий как
типичный альфа-излучатель представляет боль-
шую опасность для живого организма. Попадая в
кровь, он может привести к заболеваниям крове-
творной системы и к образованию специфиче-
ских опухолей. Радионуклид высокотоксичен и
имеет тенденцию к накоплению в тканях орга-
низма [6, 7].

Повышенное внимание к воздействию ток-
сичных веществ на водную экосистему и человека
привело к использованию чувствительных орга-
низмов в качестве биоиндикаторов для монито-
ринга и управления загрязнением окружающей
среды.

Микроорганизмы являются основной и про-
стейшей частью водных экосистем, внося значи-
тельный вклад в баланс экосистемы, а их физио-
логические показатели служат индикаторами со-
стояния биосферы в целом. Биолюминесцентные
системы, основанные на светящихся бактериях,
являются удобными биообъектами для изучения
токсичности водных сред [8–15], а также биоло-
гических эффектов радиации [16–18].

Для мониторинга токсичности окружающей
среды широко распространен ферментативный
биолюминесцентный биотест, основанный на
системе двух сопряженных ферментативных ре-
акций, одна из которых – реакция, катализируе-
мая бактериальной люциферазой. Принцип лю-
циферазных биотестов заключается в обнаруже-
нии ингибирующих свойств тестируемых
веществ и смесей по их влиянию на биолюминес-
центные ферментативные реакции, что позволя-
ет более детально изучить механизм действия
токсиканта [19]. Биолюминесцентная бифер-
ментная система включает две ферментативные
реакции: 

(1)

(2)

В результате реакции (1), катализируемой
НАД(Ф)Н:ФМН-оксидоредуктазой, происходит
восстановление флавинмононуклеотида (ФМН)
с помощью восстанавливающего реагента – вос-
становленной формы никотинамидаденинди-
нуклеотида (НАДН). При этом НАДH переходит
в окисленную форму никотинамидадениндинук-
леотида (НАД+), передавая молекуле ФМН про-
тон и два электрона, с образованием депротони-
рованной формы восстановленного флавинмо-
нонуклеотида (ФМН∙H–).

Реакция (2), катализируемая люциферазой,
является биолюминесцентной. В этой реакции
восстановленный флавинмононуклеотид и али-
фатический альдегид (RCOH) окисляются кисло-
родом воздуха. В результате реакции испускается
квант света. При этом наблюдается длительное
свечение, обусловленное множественными обо-
ротами фермента.

В настоящее время описанная бактериальная
биферментная система активно используется в

биолюминесцентных анализах в экологии, сель-
ском хозяйстве и других областях [20–22].

Биологические эффекты низкодозовой радиа-
ции в настоящее время связывают с образовани-
ем активных форм кислорода (АФК) [23, 24]. Под
термином «активные формы кислорода» понима-
ют совокупность взаимопревращающихся реак-
ционноспособных форм кислорода [25], у кото-
рых периоды полупревращения находятся в диа-
пазоне от наносекунд до часов [26]. Эти формы
могут возникать во многих химических и биоло-
гических процессах в виде молекул, ионов и сво-
бодных радикалов. К группе АФК относятся су-
пероксид анион-радикал (О2∙−), пероксид водо-
рода (Н2О2), гидроксильный радикал (∙ОН),
синглетный кислород (1О2), гипохлорит (HOCl),
гидропероксильный радикал (HOO·), а также
окись азота (NO) и пероксинитрит (ONOO−), об-
ладающие высокой окислительной активностью.

Традиционно АФК рассматриваются как ини-
циаторы окислительного стресса и повреждений,
что приводит к износу тканей и органов, старе-

( )⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ – +НАД Ф Н:ФМН-оксидоредуктазаФМН+НАДН   ФМН·H + НАД ,

⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ + + υ– –люцифераза
  2 2ФМН·H +RCHO+O ФМН+RCOO  H O .h
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нию и болезням [24]. АФК постоянно генериру-
ются, изменяются и потребляются во всех живых
организмах в результате их аэробного функцио-
нирования. Существуют данные о положитель-
ном влиянии АФК на физиологию. Показано, что
в низких и умеренных дозах АФК способствуют
регуляции жизненно важных физиологических
функций [3]; они ответственны за пролифера-
цию, миграцию, дифференцировку и метаболизм
[27, 28]. Их роли значительно различаются в зави-
симости от типов АФК, реакций, в которых они
участвуют, и молекул-мишеней, с которыми они
реагируют. В биологических процессах АФК яв-
ляются естественными побочными продуктами
метаболических окислительных процессов и иг-
рают важную роль в передаче клеточного сигнала
и гомеостазе. Участие АФК в биоэффектах нано-
структур разного типа в настоящее время активно
исследуется [29–31].

Известно, что радиоактивный распад в водных
растворах приводит к образованию АФК [32–34],
которые могут воздействовать на обитателей вод-
ной среды. Существует взаимосвязь между содер-
жанием АФК в радиоактивных растворах и изме-
нением физиологических функций организмов.
Так, в работах [33–36] рассматривалась роль АФК
в воздействиях радионуклидов на люминесцент-
ные бактерии и их ферментативные реакции.

В работе [37] было изучено влияние радионук-
лида тория на биолюминесценцию морских бак-
терий и их ферментативную систему. Было пока-
зано, что нитрат тория умеренно активировал
биолюминесценцию бактерий и ферментатив-
ную систему. (до 50%) при малых дозах воздей-
ствия ( < 0.1 Гр). Помимо этого, в условиях экспе-
риментов наблюдалось снижение содержания ак-
тивных форм кислорода.

Биологические реакции на облучение могут
меняться в зависимости от молекулярного окру-
жения. Добавление органических молекул может
изменять ионное и радикальное состояния вод-
ных растворов альфа- и бета-излучающих изото-
пов, изменяя тем самым окружение водных оби-
тателей и, следовательно, их реакции на растворы
радионуклидов. Гуминовые вещества (ГВ), про-
дукты естественной окислительной трансформа-
ции органических веществ в почве и донных от-
ложениях, являются важными компонентами
окружающей среды и земной коры в целом. Они
оказывают решающее влияние на наземные эко-
системы, т.к. воздействуют на сложные химиче-
ские процессы в почве [38], а также регулируют
глобальные циклы углерода и азота, рост расте-
ний и микроорганизмов [39]. ГВ содержатся в
почве (60%), воде и воздухе, соответственно в
твердом состоянии, в виде растворов и аэрозолей.
Основными наземными источниками ГВ явля-
ются природные руды, торф, лигнит.

Гуминовые вещества известны как природные
нейтрализаторы токсичности загрязняющих ве-
ществ. Их способность детоксицировать водные
растворы является предметом интереса для ис-
следователей. Гуминовые вещества представляют
собой супрамолекулярные структуры гетероген-
ных молекул, состоящих из сахаров, жирных кис-
лот, полипептидов, алифатических цепей и аро-
матических колец, удерживаемых вместе гидро-
фобными взаимодействиями и водородными
связями [40]. Предполагается, что радиопротек-
торный эффект ГВ связан с их комплексообразую-
щими и окислительно-восстановительными спо-
собностями, приводящими к снижению концен-
трации свободного токсического соединения в
водных растворах [41, 42]. Кроме того, ГВ способ-
ны интенсифицировать физиологические функ-
ции организмов, поэтому в последнее время их де-
токсицирующий эффект рассматривается как бо-
лее сложный, имеющий двойную природу –
внешнюю и внутреннюю по отношению к ор-
ганизму [42–44]. В настоящее время реагирование
организмов на токсичные соединения в присут-
ствии ГВ является предметом внимания биофи-
зиков и токсикологов, в частности, при изучении
радиопротекторной активности ГВ [36, 45–47].

Целью данной работы является выявление де-
токсицирующего эффекта ГВ в растворах тория-
232 в условиях низкодозового облучения; погло-
щенная доза не превышала 0.04 Гр. В качестве
модельного биологического объекта выбрана
биолюминесцентая ферментативная система,
которая ответственна за свечение морских бак-
терий. Рассмотрено влияние ГВ на интенсив-
ность биолюминесценции, содержание АФК и
скорости НАДН-зависимой ферментативной
реакции (1).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы и материалы. В работе использовали

восстановленный никотинамидадениндинуклео-
тид (LLC, США), флавинмононуклеотид (Sigma,
Франция), тетрадеканаль (RCHO) (Serva, Герма-
ния).

Источником альфа-излучения служил азотно-
кислый торий-232 (Th(NO3)4j4H2O) со следую-
щими паспортными данными: содержание ос-
новного вещества (не менее) – 98.6%, сульфаты
SO4

–2 – 0.005%, хлориды Cl– – 0.002%, железо
(Fe), церий (Ce) – 0.05%, оксид фосфора (P2O5) –
0.005%, Al, Ca, Mg – 0.05%.

Комплект реактивов для аналитической био-
люминесценции (КРАБ) включает лиофилизиро-
ванные препараты люциферазы Photobacterium
leiognathi (0.5 г/л) и НАД(Ф)Н:ФМН-оксидоре-
дуктазы из Vibrio fischeri (0.15 ед. активности). Для
приготовления раствора препарата ферментов
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КРАБ во флакон вносили калий-фосфатный бу-
фер (0.05М, рН 6.8).

В работе использовали угольные гуминопо-
добные вещества (препарат «Гумат-80» (ООО
«Гумат», Иркутск, Россия)). Препарат получен
механохимической реакцией бурого окисленного
угля (Черемховское месторождение, Россия) со
щелочью (КОН, NaOH) [48]. Характеристики
препарата: гуминовые кислоты ≈ 85%, раствори-
мый калий (K2О) – 9%, Fe – 1%, вода – 5%, pH 8–
9 в 1% водном растворе. Элементный состав ис-
пользуемого препарата: C – 64.5%, H2 – 4.2%,
N2 – 2.3%, O2 – 29.0%.

Для регистрации кинетики биолюминесцент-
ного и хемилюминесцентного сигналов был ис-
пользован планшетный люминометр Luminoskan
Ascent (Thermo Electron Corp., США).

Скорости окисления NADH определяли по из-
менению оптической плотности раствора на
спектрофотометре UVIKON-943 (KONTRON In-
struments, Italy).

Анализ образцов проводили при комнатной
температуре (20°C). Каждое измерение проводи-
ли в 15–20 повторностях.

Регистрация биолюминесценции при воздей-
ствии тория-232 на ферментативную систему. Для
мониторинга воздействия тория использовали
биолюминесцентную систему двух связанных ре-
акций, катализируемых НАД(Ф)Н:ФМН-окси-
доредуктазой и люциферазой.

Контрольный (нерадиоактивный) образец
имел следующий состав: 6 мкл препарата фер-
ментов «КРАБ», 25 мкл 0.0025%-го раствора тет-
радеканаля RCHO, 50 мкл 0.05 М калий-фосфат-
ного буфера (рН 6.8), 25 мкл 5.4∙10–4 М раствора
ФМН, 100 мкл 4∙10–4 М раствора НАДН.

Радиоактивные образцы имели следующий
состав: 6 мкл препарата ферментов «КРАБ» в рас-
творе тория-232 (СTh = 10–9, 10–7, 10–5 и 10–3 М),
25 мкл 0.0025%-го раствора тетрадеканаля RCHO,
50 мкл 0.05 М калий-фосфатного буфера
(рН 6.8), 25 мкл 5.4∙10–4 М раствора ФМН,
100 мкл 4∙10–4 М раствора НАДН.

Для оценки влияния тория на ферментатив-
ную систему использовали относительную вели-
чину – Irel. Для ее расчета максимальную ин-
тенсивность биолюминесценции в растворах то-
рия-232, ITh, сопоставляли с максимальной
интенсивностью контрольного (нерадиоактивно-
го) образца, Ik: 

Регистрация биолюминесценции при воздей-
ствии тория-232 на ферментативную систему в при-

=rel Th

k

  .II
I

сутствии гуминовых веществ. При исследовании
действия гуминовых веществ на ферментативную
систему в присутствии тория интенсивность био-
люминесценции измеряли в смесях следующего
состава: 6 мкл препарата ферментов
«КРАБ» в растворе тория-232 (СTh = 10–9, 10–7,
10–5 и 10–3 М) в присутствии ГВ (CГВ = 10–4 г/л),
25 мкл 0.0025%-го раствора тетрадеканаля RCHO,
50 мкл 0.05 М калий-фосфатного буфера
(рН 6.8), 25 мкл 5.4∙10–4 М раствора ФМН,
100 мкл 4∙10–4 М раствора НАДН.

Для оценки влияния тория на ферментатив-
ную систему использовали относительную вели-
чину – Irel. Для ее расчета максимальную интен-
сивность биолюминесценции в растворах тория-
232 и гуминовых веществ, ITh+ГВ, сопоставляли с
максимальной интенсивностью контрольного
(нерадиоактивного) образца, Ik:

Исследование содержания АФК при воздей-
ствии радионуклида тория-232 на ферментативную
систему в отсутствиe и присутствии гуминовых ве-
ществ. Для оценки содержания АФК в фермента-
тивной системе при воздействии тория-232 в от-
сутствиe и присутствии ГВ использовали хеми-
люминесцентный люминольный метод. Этот
метод определяет интегральное содержание
АФК.

Регистрацию максимальной интенсивности
хемилюминесценции в контрольных (нерадиоак-
тивных) и радиоактивных образцах в отсутствие и
в присутствии ГВ проводили сразу же после реги-
страции интенсивности биолюминесценции в
одних и тех же ячейках добавлением 50 мкл вод-
но-щелочного раствора люминола (C = 10−4 М) и
75 мкл раствора K3[Fe(CN)6] (C = 10−3 М). 

Для определения содержания активных форм
кислорода в растворах разного состава, предвари-
тельно была построена калибровочная кривая за-
висимости максимальной интенсивности хеми-
люминесценции от концентрации пероксида во-
дорода (H2O2) как одного из представителей
активных форм кислорода. Калибровочная кри-
вая приведена ранее в статье [37].

Для оценки содержания активных форм кис-
лорода при воздействии тория-232 в отсутствиe
гуминовых веществ использовали относительную
величину – АФКrel, которую определяли выраже-
нием:

+=rel Th ГВ

k

  .II
I

rel Th

k

=  , АФКАФК
АФК
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где АФКTh – содержание АФК в радиоактивном
растворе, АФКk – содержание АФК в контроль-
ном (нерадиоактивном) образце.

Таким же образом оценивали содержание
АФК при воздействии тория-232 в присутствии
ГВ: 

где АФКTh+ГВ – содержание АФК в радиоактив-
ном растворе в присутствии гуминовых веществ;
АФКk – содержание АФК в контрольном (нера-
диоактивном) образце.

Измерение скорости окисления НАДН в раство-
рах тория в отсутствиe и присутствии гуминовых ве-
ществ. Влияние тория-232 на скорость окисления
НАДH исследовали с использованием растворов,
включающих: НАДH (C = 4∙10–4 М), калий-фос-
фатный буфер (С = 0.05 М, рН 6.8), препарат фер-
ментов КРАБ, ФМН (С = 5∙10–4 М), торий-232 (C
= 10–7 М), гуминовые вещества (С = 10–4 г/л).

Скорость окисления НАДН (V) рассчитывали
как:

где Δt – изменение времени (10 мин), ΔC – изме-
нение концентрации НАДН, высчитываемое по
формуле:

где ΔD – изменение оптической плотности, ε –
молярный коэффициент экстинкции на длине
волны 340 нм (8250 М–1 см–1), l – оптический
путь света в растворе (1 см).

Статистическая обработка. Чтобы оценить за-
висимость между относительной интенсивно-
стью биолюминесценции (Irel) и содержанием
АФК (АФКrel), была проанализирована статисти-
ческая корреляционная связь между этими при-
знаками: рассчитаны ранговые коэффициенты
корреляции Спирмена – r [49]. Применение ран-
гового метода было оправдано отсутствием нор-
мального распределения интенсивности биолю-
минесценции и содержания АФК, а также огра-
ниченным набором данных. Сеты данных
распределения во времени по каждому типу об-
разца (для каждой концентрации тория-232) про-
верялись в программе Statistica 6.0 методами Ша-
пиро–Уилка и Лиллиефорса (расчетные типы те-
стов, позволяющие оценивать нормальность для
малого объема выборок), а также построением в
этой же программе нормально-вероятностных
графиков (косвенно-графический тест). Все три

rel Th+ГВ

k

=   ,АФКАФК
АФК

Δ= −
Δ

,CV
t

ΔΔ = ,
ε
DC
l

метода дали отсутствие нормального распределе-
ния. 

В результате расчета непараметрического ко-
эффициента корреляции Спирмена в программе
Statistica 6.0 получены значения r и уровень зна-
чимости нулевой гипотезы р; пороговое значение
p было установлено на уровне 0.05, сравнение
проводилось автоматически.

Для представления данных на рисунках рас-
считывали медианы и интерквартильные интер-
валы Ме [0.25;0.75]. Различия считали статисти-
чески значимыми при р < 0.05.

Статистическую обработку результатов и по-
строение графиков проводили с использованием
пакетов прикладных программ MS Office (Micro-
soft, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Воздействие тория-232 на биолюминесценцию

ферментативной системы в отсутствиe и присут-
ствии гуминовых веществ. Проанализировано
влияние тория-232 и гуминовых веществ (ГВ) на
биолюминесценцию ферментативной системы
(рис. 1). Во всех случаях доза облучения фермен-
тативной системы не превышала 0.04 Гр. Исполь-
зование более концентрированных растворов то-
рия было ограничено необходимостью поддержа-
ния оптимальной кислотности среды в
ферментативной системе [37].

Из рис. 1а видно, что кинетические кривые в
отсутствие ГВ немонотонны. На начальном этапе
воздействия тория наблюдается стадия актива-
ции биолюминесценции (Irel > 1). Наличие акти-
вации указывает на применимость модели горме-
зиса [50, 51] к эффекту тория. Схожую активацию
биолюминесценции в присутствии тория-232 на-
блюдали ранее и для люминесцентных бактерий,
т.е. для клеточной системы [37]. Вероятно, акти-
вация ферментативной системы вносит вклад в
низкоконцентрационные активационные эф-
фекты тория-232 для клеточных организмов.

На рис. 1б приведены кинетики биолюминес-
ценции ферментативной системы в растворах то-
рия-232 в присутствии ГВ. Для экспериментов
выбрана концентрация ГВ, равная 10–4 г/л, не
влияющая на интенсивность биолюминесценции
биферментной системы контрольного раствора
(без радионуклида). Как видно из сравнения
рис. 1а и 1б, гуминовые вещества смещают кине-
тические кривые к контролю (Irel ≈ 1, рис. 1б), тем
самым нейтрализуя воздействие тория на фер-
ментативную систему. 

Содержание активных форм кислорода при воз-
действии тория-232 на ферментативную систему в
отсутствиe и присутствии гуминовых веществ. Изу-
чено содержание АФК в ферментативной систе-
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ме в присутствии тория различной концентрации
(рис. 2).

Из рис. 2а виден нелинейный отклик содержа-
ния АФК в ферментативной системе: при време-
ни регистрации 90 мин наблюдали увеличение
содержания АФК по сравнению с контролем
(АФКrel > 1). При этом при высоких концентра-
циях тория (10–5 и 10–3 М) содержание АФК уве-
личивается в 12 раз по сравнению с контролем,
при концентрации 10–7 М – в 4 раза, а наимень-
шая концентрация (10–9 М) не изменяет содержа-
ния АФК в течение всего времени воздействия
тория (АФКrel близко к 1). При малых временах
воздействия тория (до 50 мин) наблюдали уме-
ренное (до 30%) снижение содержания АФК.

Из сравнения рис. 1а и 2а видно, что эффекты
тория-232 в ферментативной системе разнесены
во времени: торий увеличивает интенсивность
биолюминесценции (Irel) в начальный промежу-
ток времени воздействия, а содержание АФК
(АФКrel) – после 50 мин наблюдения. Оба эффек-
та являются локальными, т.е. стремятся к кон-
трольным значениям с увеличением времени воз-
действия. 

Как видно из рис. 2б, воздействие тория на
ферментативную систему в присутствии гумино-
вых веществ практически не изменяет содержа-
ния АФК (АФКrel близко к 1). Таким образом, как
и в случае интенсивности биолюминесценции
(рис. 1б), мы наблюдаем нейтрализацию эффекта
тория гуминовыми веществами. 

Рис. 1. Кинетика свечения ферментативной системы в растворах тория-232 в отсутствие (а) и в присутствии (б)
гуминовых веществ (C = 10-4 г/л). Концентрации тория: кривая 1 – 10–9 М, кривая 2 – 10–7 М, кривая 3 – 10–5 М,
кривая 4 – 10–3 М. Для значений Irel отклонения от медианы 1 и 3 квартилей не превышают 1%.

Рис. 2. Относительное содержание АФК (АФКrel) в ферментативной системе при воздействии тория-232 в отсутствие
(а) и в присутствии (б) гуминовых веществ (C = 10–4 г/л). Концентрации тория: кривая 1 – 10–9 М, кривая 2 – 10–7 М,
кривая 3 – 10–5 М, кривая 4 – 10–3 М. Концентрация АФК в контрольном (нерадиоактивном) образце – 9.1∙10–7 М.
Для значений АФКrel отклонения от медианы 1 и 3 квартилей не превышают 5%.
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Следует отметить, что концентрация АФК в
ферментативной системе в отсутствиe тория-232
не изменяется при добавлении ГВ и стабильна во
времени.

Корреляции между интенсивностью биолюми-
несценции и содержанием АФК. Были рассчитаны
ранговые коэффициенты корреляции Спирмена,
r, между зависимостями относительной интен-
сивности биолюминесценции (Irel) и содержания
АФК (АФКrel) от времени в нерадиоактивных
(контрольных) и радиоактивных растворах. 

Значения r в растворах тория-232 в отсутствиe
гуминовых веществ указаны в табл. 1.

Результаты показывают значимую  (p < 0.05) 
отрицательную  корреляцию, т.е. обратную связь
между интенсивностью биолюминесценции (Irel)
и содержанием АФК (АФКrel) в ферментативной
системе. Величины r свидетельствуют о высоких
и умеренных корреляциях. Этот результат можно
связать со следующими процессами в биолюми-
несцентной ферментативной системе [52, 53]:

(1) Потребление молекулярного кислорода в
реакции бактериальной люциферазы со сдвигом
равновесия в системе «О2 – АФК». Этот процесс,
вероятно, ответственен за активацию биолюми-
несценции на начальном этапе воздействия то-
рия (до 50 мин, Irel > 1, рис. 1а) и одновременное
снижение на 30% содержания АФК (АФКrel < 1,
рис. 2а).

(2) Накопление пероксида водорода (предста-
вителя АФК) в биолюминесцентной фермента-
тивной системе в темновых путях, не связанных с
излучением кванта света. Именно этот процесс,
вероятно, является причиной накопления АФК
(АФКrel > 1, рис. 2а) после 50-минутного воздей-
ствия тория при одновременном стремлении ин-
тенсивности биолюминесценции к контрольно-
му значению (Irel → 1, рис. 1а). 

Добавление гуминовых веществ (рис. 1б и 2б)
нейтрализовало воздействие тория-232 на интен-
сивность биолюминесценции (Irel) и содержание
АФК (АФКrel), приблизило эти характеристики к
контрольным значениям, сделав отличия от кон-
троля статистически недостоверными. При этом
все значения r указывали на высокие отрицатель-

ные корреляции между зависимостями Irel и
АФКrel от времени. 

Таким образом, гуминовые вещества нейтра-
лизовали воздействие тория-232 на ферментатив-
ную систему: они уменьшили активацию биолю-
минесценции и подавление АФК на начальном
этапе воздействия тория-232 (до 50 мин), а также
уменьшили содержание АФК при большем вре-
мени воздействия тория-232 (90 мин). Последний
эффект гуминовых веществ является проявлени-
ем их антиоксидантной активности.

Скорость окисления НАДН в растворе тория в
отсутствиe и присутствии гуминовых веществ. Изу-
чено влияние тория и гуминовых веществ на ско-
рость окисления НАДH – эндогенного восстано-
вителя в биолюминесцентной ферментативной
системе. Окисление НАДH осуществляется в
ферментативной системе в соответствии с реак-
цией (1), представленной выше. Определяли ско-
рости окисления НАДH в ферментативной систе-
ме с различным содержанием компонентов – в
отсутствие и в присутствии тория-232 и ГВ. Ре-
зультаты приведены в табл. 2.

Из табл. 2 видно, что скорость автоокисления
НАДН достаточно мала – 2.0 М/л. Добавление
эндогенного окислителя ФМН к НАДН
(реакция (1)) ускоряет окисление НАДН в 8 раз
(до 16.2 М/л). 

При добавлении тория-232 скорость автоокис-
ления НАДH увеличивается до 6.1 М/л. Добавле-
ние тория-232 в реакцию (1) значительно увели-
чивает скорость окисления НАДH – до 26.7 М/л.
Последний результат указывает на то, что торий-
232 повышает эффективность окислительно-вос-
становительного ферментативного процесса (ре-
акция (1)), выполняя роль дополнительного ката-
лизатора, что приводит к увеличению выхода
биолюминесценции в реакции бактериальной
люциферазы (реакция (2)). Этот результат объяс-
няет возможность активации биолюминесцен-
ции в присутствии тория-232, продемонстриро-
ванной на рис. 1а.

Также было проанализировано влияние ГВ на
изменение скорости окисления НАДH в присут-
ствии тория-232. Как видно из сравнения второго
и третьего столбцов табл. 2, ГВ дополнительно
увеличивают как скорость автоокисления НАДH,
так и скорость окисления этого вещества в при-
сутствии ФМН (реакция (1)). При этом в соответ-

Таблица 1. Коэффициенты корреляции r между зависимостями интенсивности биолюминесценции и
содержания АФК от времени в ферментативной системе в присутствии тория-232

Концентрация тория-232, М 0 (контроль) 10–9 10–7 10–5 10–3

r –0.86 –0.79 –0.64 –0.64 –0.43
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ствии c этой реакцией система увеличивает ско-
рость наработки субстрата ФМН·H- для люми-
несцентной реакции (2) и, следовательно,
увеличивает интенсивность биолюминесценции
в биферментной системе. Однако мы наблюдаем
уменьшение интенсивности биолюминесценции
гуминовыми веществами (нейтрализации эффек-
та активации торием-232, см. рис. 1а,б). Вероят-
но, другие процессы ответственны за нейтрализа-
цию эффекта тория гуминовыми веществами в
ферментативной биолюминесцентной системе.
Это может быть, например, рассопряжение фер-
ментов люциферазы и редуктазы в присутствии
гуминовых веществ [54–56]. 

Таким образом, увеличение интенсивности
биолюминесценции ферментативной системы в
присутствии тория-232 малых концентраций мо-
жет быть связано с его каталитической активно-
стью в окислительно-восстановительной реак-
ции оксидоредуктазы (реакция (1)). Нейтрализа-
ция эффекта тория-232 гуминовыми веществами
(рис. 1а,б) не связана с ускорением реакции (1), а,
вероятно, определяется нарушением сопряжения
ферментов в биферментной системе в присут-
ствии гуминовых веществ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение низкодозовых биологических эф-
фектов в настоящее время чрезвычайно актуаль-
но в связи с расширением районов радиоактив-
ного загрязнения. Торий – один из самых распро-
страненных фонообразующих элементов в
природных экосистемах. Несмотря на распро-
страненность данного элемента, в настоящее вре-
мя его влияние на живые организмы изучено не-
достаточно. Для прогнозирования биоэффектов
тория в природной среде особый интерес пред-
ставляет влияние тория на биологические объек-
ты в присутствии детоксикантов природного про-
исхождения, таких как гуминовые вещества. Био-
люминесцентные ферментативные биотесты
являются оптимальной биотестовой системой

для выявления биохимических механизмов низ-
кодозового воздействия тория.

В работе использована биолюминесцентная
система двух ферментативных реакций, ответ-
ственная за свечение морских бактерий. Варьи-
ровали концентрацию тория-232 в ферментатив-
ной системе, определяли интенсивность биолю-
минесценции и содержание активных форм
кислорода. Выявлена активация биолюминес-
ценции (до 100%) на начальном этапе воздей-
ствия тория-232 (до 50 мин), а также 12-кратное
увеличение содержания АФК после 50 мин его
воздействия. Выявлена отрицательная корреля-
ция между интенсивностью биолюминесценции
и содержанием АФК; коэффициент корреляции
Спирмена оказался равным –0.86. Показано, что
ГВ нейтрализуют активирующее воздействие то-
рия на биолюминесценцию и уменьшают содер-
жание АФК до контрольного значения, проявляя
антиоксидантную активность. Продемонстриро-
вано влияние ГВ на скорость НАДН-зависимого
ферментативного редокс-процесса.

Полученные результаты вносят вклад в пони-
мание молекулярных механизмов воздействия
тория-232 и возможности нейтрализации его воз-
действий на ферментативные процессы с помо-
щью гуматов – веществ природного происхожде-
ния. Логическим продолжением данной работы,
ее следующим этапом, должно стать изучение эф-
фектов тория-232 на более сложные биологиче-
ские системы (клетки, ткани, органы, организ-
мы), а также возможности нейтрализации этих
эффектов гуминовыми веществами.
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Таблица 2. Скорости расходования НАДH в ферментативной системе с различным содержанием компонентов в
отсутствиe и присутствии тория-232 
№ Состав системы V·108, М/л

В отсутствие тория-232 В присутствии тория-
232

В присутствии тория-232 
и ГВ

1 НАДН 2.0 ± 0.3 6.1 ± 0.5 8.8 ± 0.6

2 НАДН+ФМН
(реакция (1))

16.2 ± 0.4 26.7 ± 0.7 36.8 ± 0.8

Примечание. Длина волны регистрации оптической плотности 340 нм. Концентрация тория-232 равна 10–7 
М, концентрация ГВ – 10–4 г/л.
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Research into the effects of low-dose radiation exposure is relevant due to an increase in the number of areas
to which anthropogenic loading has occurred. Thorium is one of the radioactive elements naturally occurring
in ecosystems; the amounts of thorium in the environment may be increased due to the activities related to
the extraction of natural resources and operation of thermal power plants. Special interest focuses on the bi-
ological effects of thorium in the presence of humic substances as natural detoxicants. The aim of this study
is to explore whether humic substances exert "mitigating" effects during exposure to thorium-232 at low-doses
(< 0.04 Gy). A bioluminescent system of the enzymatic reactions including the bacterial luciferase and NA-
DH:FMN-oxidoreductase has been chosen as a biological object. It was found that the activation of biolu-
minescence occurred in the initial stage of the exposure (up to 50 min) and production of reactive oxygen spe-
cies increased after the 50 min exposure of this system to thorium-232. The relationship between the intensity
of bioluminescence and the level of reactive oxygen species (correlation coefficient is −0.86) is shown. The
addition of humic substances helps to neutralize thorium activity and reduce the level of reactive oxygen spe-
cies to the control value. The effects of humic substances on the rate of NADH-dependent enzymatic process
including redox reactions are shown. The results obtained contribute to the understanding of the mechanisms
of the effects of thorium-232 at molecular level and its neutralization effects on the enzymatic processes.

Keywords: thorium-232, bioluminescence, enzyme bioassay, radioprotection, humic substances, reactive oxygen
species
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На основе данных по нестационарной кинетике биолюминесцентной реакции, катализируемой
люциферазой P. leiognathi, в средах с полиолами и сахарами с помощью математического моделиро-
вания был определен относительный квантовый выход биолюминесценции в этой реакции на мо-
лекулу субстратов. Получено, что в некоторых средах относительный квантовый выход на молекулу
альдегида растет по сравнению со значением в буфере: на 18% в присутствии глицерина и на 33% –
в присутствии сахарозы. Методами молекулярной динамики была проанализирована конформация
боковой цепи αHis44 – важного для катализа остатка бактериальных люцифераз. Установлено, что
в присутствии всех сорастворителей наблюдается повышение вероятности образования оптималь-
ной для катализа конформации этого аминокислотного остатка, что может способствовать наблю-
даемому увеличению квантового выхода биолюминесценции изучаемой реакции в вязких средах.
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Излучение света живыми организмами (био-
люминесценция) происходит в результате окис-
лительно-восстановительных реакций, катализи-
руемых специальными ферментами – люцифера-
зами. Биолюминесцентная реакция бактерий
представляет собой проходящее через несколько
стадий окисление восстановленного флавинмо-
нонуклеотида (FMNH2) и длинноцепочечного
альдегида (RCOH) кислородом воздуха (O2), с об-
разованием окисленной формы флавина (FMN),
карбоновой кислоты (RCOOH) и кванта света
(hν) (рис. 1) [1]. Ключевыми интермедиатами ре-
акции считаются комплексы бактериальной лю-
циферазы с FMNH2 (Интермедиат I), 4а-гидро-
пероксифлавином, FMNООH (Интермедиат II),
4а-пероксиполуацеталь-флавином (Интермедиат
IIA), и 4а-гидроксифлавином, FMNOH (Интер-
медиат III) [2]. FMNH2 и Интермедиат II являют-
ся неустойчивыми соединениями и в присут-
ствии молекулярного кислорода подвержены
темновому распаду с образованием FMN и пере-
киси водорода [1].

Эффективность биолюминесцентных реакций
оценивают с помощью такого параметра, как
квантовый выход биолюминесценции Qbl, кото-
рый равен количеству квантов света, излучаемых
на одну молекулу люциферазы или субстрата,
вступивших в реакцию, либо на одну молекулу
продукта, образовавшегося в реакции [3, 4].
In vitro реакция, катализируемая бактериальной
люциферазой, характеризуется довольно низким
квантовым выходом биолюминесценции, что, ве-
роятно, обусловлено сложной кинетической схе-
мой и наличием темновых стадий. Так, для реак-
ции, катализируемой люциферазой Photobacte-
rium phosphoreum, с деканалем было получено
Qbl = 0.13 (на молекулу декановой кислоты) [5], а
для реакции, катализируемой люциферазой Pho-
tobacterium leiognathi, с тетрадеканалем было опре-
делено Qbl = 0.21 (на молекулу миристиновой
кислоты) [6]. Низкий квантовый выход биолю-
минесцентной реакции бактерий затрудняет ее
применение для биолюминесцентной визуализа-
ции клеток и заставляет исследователей искать
пути увеличения ее яркости, например, путем со-
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здания химерной люциферазы с присоединен-
ным антенным белком [7].

Варьируя физико-химические условия прове-
дения биолюминесцентной реакции (рН, темпе-
ратура, состав среды, и другие), можно наблюдать
увеличение или уменьшение интенсивности из-
лучаемого света. Однако такие изменения могут
быть обусловлены кинетическими механизмами
и не отражать изменение квантового выхода био-
люминесценции в реакции как такового. В работе
[6] было показано, что для реакции, катализируе-
мой люциферазой P. leiognathi, с тетрадеканалем
присутствие в среде небольших концентраций
органических растворителей приводит к измене-
нию отношения испускаемых квантов света к ко-
личеству продуцируемых молекул карбоновой
кислоты: в присутствии 1% диметилсульфоксида
и 0.15% ацетона квантовый выход на молекулу
миристиновой кислоты снижается от 0.21 до 0.13
и 0.04 соответственно. 

В общем случае влияние конденсированных
сред на (био)химические реакции может реализо-
ваться через изменение динамики молекул (ско-
рости конформационных переходов) вследствие
вязкостного сопротивления среды. Поэтому ва-
риацию вязкости широко используют для иссле-
дования тонкостей механизмов молекулярных
трансформаций и движений молекулярных фраг-
ментов в самых разнообразных системах – от
ферментативных процессов [8] до молекулярных
моторов [9] и стереоселективных химических вза-
имодействий [10, 11]. Эффективным способом
разделения влияния собственно вязкости и дру-
гих свойств среды оказывается применение ши-
рокого спектра сорастворителей, изменяющих
вязкость раствора. В наших предыдущих работах
[12–14] был изучен эффект вязких сред на основе
ряда полиолов и сахаров на скорость отдельных
стадий реакции, катализируемой люциферазой
P. leiognathi, представленных на рис. 1. С повыше-
нием вязкости среды были выявлены диффузи-
онные ограничения скоростей некоторых стадий
(k1, kd, kdd), но каталитическая константа k4 ока-
залась не зависящей от вязкости, проявляя рост в
средах с сорбитолом, глюкозой и сахарозой. Од-
нако проведенное детальное исследование кине-
тических характеристик реакции не позволило

получить в явном виде ответ на вопрос, как изме-
няется квантовый выход бактериальной биолю-
минесценции в вязких средах.

Целью данной работы было оценить влияние
вязких сред на основе полиолов и сахаров на
квантовый выход биолюминесценции в реакции,
катализируемой люциферазой P. leiognathi. Для
этого на основе определенных ранее констант
скоростей отдельных стадий реакции было рас-
считано количество фермента и субстратов,
участвующих в реакции в разных средах, и соот-
несено с количеством испускаемого света. Это
позволило оценить изменение квантового выхода
биолюминесценции реакции по сравнению со
стандартными условиями (буферный раствор).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Определение количества света, испускаемого в
биолюминесцентной реакции. Для расчета относи-
тельного квантового выхода биолюминесценции
в реакции, катализируемой люциферазой
P. leiognathi, в вязких средах с этиленгликолем,
глицерином, сорбитолом, глюкозой, сахарозой и
декстраном были использованы данные по неста-
ционарной кинетике реакции, полученные ранее
[13, 14]. Коротко, методика получения кинетиче-
ских кривых методом остановленного потока со-
стояла в следующем: при помощи анализатора
кинетики быстрых процессов SX-20 (Applied Pho-
tophysics, Великобритания) смешивали 1.9 мкМ
люциферазы P. leiognathi (ИБФ СО РАН) c рас-
твором субстратов – 30 мкМ FMNH2 и 20–
100 мкМ деканаля – и регистрировали изменение
интенсивности биолюминесценции (Ibl) в виде
вспышки, завершающейся за <15 c (примеры ки-
нетических кривых приведены на рис. 2а). Экспе-
рименты проводили при 20°С в K-Na-фосфатном
буфере (рН 6.9, 0.05 М) и в вязких средах (буфер-
ных растворах с 10–40 вес. % этиленгликоля, гли-
церина, сорбитола, глюкозы и сахарозы, или 5–
15 вес. % декстрана со средней молекулярной
массой 70 кДа). 

Интенсивность биолюминесценции регистри-
ровали с помощью ФЭУ R6095 (Hamamatsu Pho-
tonics, Япония), закрепленного непосредственно

Рис. 1. Кинетическая схема биолюминесцентной реакции бактерий: Е – люцифераза, остальные обозначения
расшифрованы в тексте.
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на измерительной ячейке прибора, без ограниче-
ния спектрального диапазона регистрации.
Таким образом, за меру количества света, излу-
ченного в реакции, принималось значение ин-
тенсивности люминесценции (в условных едини-
цах), полученное во всем спектральном диапазо-
не (450–550 нм). Интегральную интенсивность,
испущенную реакционной смесью за один обо-
рот фермента, Isum, рассчитывали как площадь
под кинетической кривой.

Определение относительного квантового выхода
биолюминесценции в вязких средах. Количество
люциферазы (L) и субстратов (F – восстановлен-
ного флавинмононуклеотида и A – деканаля),
вступившее в реакцию в разных средах, было рас-
считано по изменению их концентраций в ходе
реакции, что стало возможным благодаря знанию
констант скоростей отдельных стадий реакции. В
нашей предыдущей работе [13] детально описано,
что для определения констант скоростей отдель-
ных стадий реакции кинетические кривые, полу-
ченные в каждой из сред при пяти концентрациях
деканаля (10, 20, 30, 40 и 50 мкМ), были аппрок-
симированы в пакете Scilab (Scilab Enterprises,
Франция) c помощью математической модели,
разработанной на основе схемы, приведенной на
рис. 1. В данной работе кинетические параметры
были использованы для определения изменения
концентрации компонентов в ходе реакции (рис.
2а), на основе чего было рассчитано количество
люциферазы и альдегида, вступивших в реакцию
(Lr и Ar), как разность между начальной (в момент
времени 0 с) и конечной (в момент времени 10 с)

концентрациями этих компонентов. В условиях
постоянного объема реакционной смеси отноше-
ние концентраций компонента в вязкой среде и
буфере были равны отношению его количеств.
Количество FMNH2, вступившего в реакцию,
считали равным количеству фермента: Fr = Lr, что
позволило исключить влияние неферментатив-
ного окисления FMNH2 (процесс kd на рис. 1) на
оценку Fr.

Для каждой концентрации сорастворителя
был рассчитан относительный квантовый выход
биолюминесценции на одну молекулу люцифера-
зы  и деканаля  по формулам:

(1)

(2)

где Isum
v  и  Isum

b – интегральные интенсивности
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Рис. 2. (а) – Изменение интенсивности биолюминесценции Ibl (нормировано на максимум) и концентрации
люциферазы (по левой оси ординат) и деканаля (по правой оси ординат) в реакционной смеси в ходе реакции,
катализируемой ферментом P. leiognathi, в буфере и в сахарозе (40%); приведены данные для эксперимента с 50 мкМ

деканаля. (б) – Относительная интегральная интенсивность биолюминесцентной реакции  в разных средах.
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(для концентраций деканаля 10, 20, 30, 40 и
50 мкМ), на основе которых были рассчитаны
среднее значение и стандартное отклонение.

Расчет молекулярной динамики люциферазы в
различных средах. Трехмерная структура бактери-
альной люциферазы P. leiognathi была получена
методом реконструирования по гомологии с по-
мощью веб-сервиса SWISS-MODEL [15], как де-
тально описано в работе [14]. Шаблоном являлась
кристаллическая структура люциферазы V. harveyi
(PDB ID 3FGC) [16]. Расчет молекулярной дина-
мики реконструированной структуры люцифера-
зы при температуре 300 K и давлении 105 Па был
проведен в программном пакете GROMACS
2020.4 [17]. Моделируемая система представляла
собой бокс с молекулой люциферазы, окружен-
ной либо только молекулами воды, либо смесью
воды с сорастворителями: этиленгликолем
(30 вес. %), глицерином (40 вес. %), сорбитолом
(40 вес. %), глюкозой (40 вес. %) и сахарозой
(40 вес. %). Для описания топологии всех типов
атомов в моделируемых системах было использо-
вано силовое поле CHARMM36 [18]. Подготовка
систем (нейтрализация заряда, минимизация
энергии методом наискорейшего спуска, релак-
сации системы при изохорно-изотермических и
изотермо-изобарических условиях) подробно
описана в работе [14]. Расчет молекулярной дина-
мики каждой из систем проводили для 100 нс, с
тремя независимыми запусками, включая этапы
минимизации и релаксации. Анализ значений уг-
лов χ1 и χ2 боковой цепи аминокислотного остат-
ка αHis44 проводили с помощью программного
пакета MDanalysis [19,20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изменение квантового выхода биолюминесцен-
ции в вязких средах. С использованием математи-
ческой модели, описывающей многостадийную
кинетику реакции, катализируемой люцифера-
зой P. leiognathi, было определено влияние вязких
сред на количество фактически участвующих в
реакции молекул фермента, FMNH2 и деканаля.
Ранее было установлено, что в вязких средах за-
медляются как некоторые стадии основного (све-
тового) пути, так и конкурирующие темновые
процессы [12–14], поэтому вопрос о результиру-
ющем влиянии сред на концентрацию образую-
щихся интермедиатов реакции не является
тривиальным. Расчеты показали, что несмотря на
замедление неферментативного окисления
FMNH2 вязкими средами наблюдается снижение
количества Интермедиата I в реакции (равного Fr
и Lr) по сравнению с буферным раствором (рис.

3а). В присутствии большинства сорастворителей
этот эффект не превышает 30%. Однако этилен-
гликоль в максимальной концентрации (30%)
значительно снижает Fr и Lr (на 66%).

В наших предыдущих работах было получено,
что конкурирующие стадии с константами скоро-
сти k1 и kd являются диффузионно-контролируе-
мыми, то есть зависимость их значений от вязко-
сти среды η описывается степенной функцией
[12–14]. Однако показатель степенных зависимо-
стей варьирует для разных сред: для kd(η) он ра-
вен около −0.84 для всех изученных сораствори-
телей, в то время как для k1(η) в средах с этилен-
гликолем и глицерином показатель принимает
значения около −1.80, а в остальных – около −1.00
[14]. Судя по всему, различие показателей степен-
ной зависимости констант скоростей этих про-
цессов от вязкости приводит к тому, что в присут-
ствии сорастворителей меньшее количество мо-
лекул люциферазы связывает восстановленный
флавинмононуклеотид и впоследствии формиру-
ет электронно-возбужденный интермедиат реак-
ции.

Схожая картина наблюдается для количества
связавшегося альдегида Ar (рис. 3б): в вязких сре-
дах в реакции участвует на ≤20% меньше этого 
субстрата, чем в буфере (за исключением сред с 
максимальным содержанием глицерина и эти-
ленгликоля, где эффект выражен сильнее). Раз-
личия между данными для флавина и альдегида 
(рис. 3а,б) объясняются тем, что константа ассо-
циации альдегида (скорость образования Интер-
медиата IIA) зависит от концентрации сораство-
рителей сложным образом и не объясняется диф-
фузионными ограничениями [14].

По формулам (1) и (2) был рассчитан относи-
тельный квантовый выход биолюминесценции в
реакции на молекулу фермента и субстратов –
FMNH2 и деканаля. Полученные значения пред-
ставлены на рис. 3в,г и в табл. 1. Установлено, 
что относительный квантовый выход изменяется 
на <33%, и это изменение не зависит от вязкости 
среды как таковой. 

Присутствие сорастворителей в среднем уве-
личивает относительный квантовый выход на мо-
лекулу альдегида, при этом наибольший эффект
наблюдается для среды с 40%-й сахарозой
(рис. 3г). Относительный квантовый выход био-
люминесценции на молекулу люциферазы и фла-
вина для некоторых сред принимает значения ≤1
(рис. 3в), но это лишь кажущийся эффект, по-
скольку фактически только часть Интермедиата I
в дальнейшем свяжется с альдегидом.

Ранее было показано, что константа скорости
формирования электронно-возбужденного ин-
термедиата биолюминесцентной реакции бакте-
рий (k4) не зависит от вязкости среды и демон-
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стрирует специфику относительно выбранного
сорастворителя [13, 14]. Так, в средах с этиленгли-
колем и декстраном наблюдалось уменьшение k4,
в средах с глицерином влияние отсутствовало, а в
присутствии сорбитола, глюкозы и сахарозы про-
исходило увеличение скорости данной стадии.
Например, в растворе 40%-й сахарозы k4 увели-
чивается на порядок по сравнению с значением в
буфере. Отсутствие корреляций между каталити-
ческой константой фермента (k4) и квантовым
выходом биолюминесценции в присутствии со-
растворителей может говорить о том, что струк-
турные факторы, определяющие высокую ско-
рость реакции и ее высокую эффективность, раз-
ные. В частности, на функциональные свойства
бактериальных люцифераз влияет изменение
средой подвижности мобильной петли фермента,
участвующей в стабилизации интермедиатов ре-

акции [21, 22]. Получается, что в условиях повы-
шения вязкости цитоплазмы бактерий поддержа-
ние высокого уровня свечения происходит в
большей степени за счет увеличения числа оборо-
тов люциферазы, чем за счет повышения эффек-
тивности каждого каталитического акта.

В общем случае квантовый выход биолюми-
несценции, Qbl, представляет собой вероятность
высвечивания кванта света в течение одного ката-
литического акта люциферазы. Он зависит от ве-
роятности образования продукта реакции, опре-
деляемой соотношением скоростей основного
светового пути и «темновых» процессов, (Qchem),
вероятности образования продукта реакции в
электронно-возбужденном состоянии (Qees) и ве-
роятности излучательной дезактивации элек-
тронно-возбужденного эмиттера, что по сути яв-

Рис. 3. Зависимость относительного количества FMNH2,   (а) и деканаля,  (б), вступивших в реакцию, а также

относительного квантового выхода биолюминесценции на молекулу FMNH2, Qrel F (в) и деканаля, Qrel A (г) от
вязкости среды в присутствии разных полиолов и сахаров. Параметры рассчитаны относительно значений в буфере
(вязкость 1 сП).
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ляется квантовым выходом фотолюминесценции
эмиттера (Qf l):

(3)

Кинетическая модель биолюминесцентной
реакции, катализируемой люциферазой P. leiog-
nathi, которую мы использовали для исследова-
ния влияния вязкости среды (рис. 1), не позволя-
ет разделить вклады условных химической (Qchem
и Qees) и фотофизической (Qf l) стадий в интен-
сивность испускаемого света.

В таблице 2 представлены опубликованные к
настоящему моменту абсолютные значения кван-
тового выхода биолюминесценции в реакции, ка-
тализируемой люциферазой бактерий. Видно,
что наиболее разносторонне изучена реакция, ка-
тализируемая люциферазой A. fisсheri: для альде-
гидов с длиной цепи 8–14 углеродных атомов бы-

=bl chem ees fl· .·Q Q Q Q

ли получены квантовые выходы от 0.091 до 0.164
[4]. Несмотря на то, что этот фермент также отно-
сится к подсемейству «быстрых» люцифераз, как
люциферазы P. phosphoreum и P. leiognathi [23], для
последних был зарегистрирован чуть более высо-
кий квантовый выход биолюминесценции (0.20 и
0.21 соответственно). Если использовать эти дан-
ные, то можно оценить, что для изученной нами
реакции в среде с 40%-й сахарозой квантовый вы-
ход биолюминесценции составляет около 0.28.

Влияние сорастворителей на конформацию ка-
талитически важного гистидинового остатка люци-
феразы. Наши предыдущие исследования струк-
турно-динамических характеристик бактериаль-
ной люциферазы в присутствии полиолов и
сахаров [12–14] показали, что все сорастворите-
ли, за исключением этиленгликоля, не оказыва-
ют заметного влияния ни на укладку белковой

Таблица 1. Относительный квантовый выход биолюминесценции в реакции, катализируемой люциферазой

P. leiognathi, на молекулу фермента , FMNH2  и деканаля , в вязких средах с разными
сорастворителями. Параметры рассчитаны относительно значений в буфере

№ Сорастворитель, вес. % Относительный квантовый выход биолюминесценции

 = , отн. ед. , отн. ед.
1 Этиленгликоль:

10
20
30

0.88 ± 0.02
0.90 ± 0.01
1.02 ± 0.05

1.06 ± 0.07
1.02 ± 0.04
0.98 ± 0.05

2 Глицерин:
10
20
30
40

1.04 ± 0.04
1.02 ± 0.06
1.05 ± 0.06
0.92 ± 0.03

0.98 ± 0.06
1.03 ± 0.05
1.04 ± 0.07
1.18 ± 0.11

3 Сорбитол:
10
20
30
40

1.02 ± 0.03
1.12 ± 0.05
1.17 ± 0.06
1.26 ± 0.09

1.07 ± 0.04
1.04 ± 0.04
1.08 ± 0.06
1.11 ± 0.08

4 Глюкоза:
10
20
30
40

1.09 ± 0.07
1.12 ± 0.06
1.05 ± 0.06
0.99 ± 0.07

1.05 ± 0.07
1.12 ± 0.08
1.02 ± 0.07
1.03 ± 0.12

5 Сахароза:
10
20
30
40

1.01 ± 0.03
0.98 ± 0.02
1.00 ± 0.03
1.08 ± 0.05

1.07 ± 0.07
1.11 ± 0.11
1.24 ± 0.16
1.33 ± 0.10

6 Декстран 70 кДа:
5

12.5
15

0.97 ± 0.03
1.06 ± 0.08
1.02 ± 0.07

1.18 ± 0.15
1.17 ± 0.15
1.19 ± 0.16

( )rel
LQ ( )rel

FQ ( )rel
AQ

rel
FQ ( rel

LQ ( rel
AQ
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глобулы (по таким параметрам, как радиус инер-
ции белка, площадь поверхности, доступной рас-
творителю, и др.), ни на динамику (по такому па-
раметру, как среднеквадратичная флуктуация
Ca-атомов). Анализ конформации боковых цепей
аминокислотных остатков, участвующих в связы-
вании субстратов, также не выявил влияния со-
растворителей [24]. Это выглядит закономерным
результатом, поскольку исследованные сораство-
рители являются природными осмолитами – мо-
лекулами с защитной функцией, которые накап-
ливаются клетками в неблагоприятных условиях
среды [25]. 

В данной работе с помощью методов молеку-
лярной динамики для люциферазы, окруженной
молекулами воды и смесью воды с сорастворите-
лями, мы проанализировали конформацию боко-
вой цепи αHis44, располагающегося глубоко в
полости активного центра фермента. В недавней
работе [31] было показано, что образование 4а-пе-
роксиполуацеталь-флавина (Интермедиата IIA) в
активном центре бактериальной люциферазы
происходит с участием этого аминокислотного
остатка, который вместе с молекулой воды высту-
пает в роли акцептора протона. Распределение
двугранных углов χ1 и χ2 αHis44 в ходе молекуляр-
ной динамики в разных модельных системах
представлено на рис. 4. Было получено, что, когда
белок окружен только молекулами воды, гисти-
дин может находиться со сходной вероятностью в
двух конформациях: конформация 1 с углами χ1 и

χ2 около 200° и 90° соответственно и конформа-
ция 2 – с углами χ1 и χ2 около 280° и 270° соответ-
ственно (рис. 4а). αHis44 является высоко кон-
сервативным аминокислотным остатком для бак-
териальных люцифераз [23], играющим важную
роль в их биолюминесцентной активности [32].
Конформация 1 соответствует ориентации боко-
вой цепи этого остатка в кристаллической струк-
туре люциферазы V. harveyi (PDB ID 3FGC), отме-
ченной на рис. 4 треугольным маркером [16].
QM/MM расчеты для этой структуры показали,
что такое положение является наиболее опти-
мальным для процесса образования электронно-
возбужденного 4а-гидроксифлавина из 4а-перок-
сиполуацеталь-флавина [33].

Мы установили, что в присутствии всех сорас-
творителей наблюдается снижение вероятности
образования конформации 2 (рис. 4б–е). В при-
сутствии же этиленгликоля происходит расщеп-
ление конформации 1 на две подгруппы по углу χ1
(рис. 4б). Учитывая, что именно конформация 1
является наиболее оптимальный для каталитиче-
ской активности люциферазы, можно предполо-
жить, что большая вероятность этого состояния в
средах с сорастворителями по сравнению с вод-
ным окружением способствует наблюдаемому
увеличению квантового выхода биолюминесцен-
ции в изучаемой реакции. Наш предыдущий ана-
лиз присутствия молекул сорастворителей в по-
лости активного центра показал, что ко дну поло-
сти, где расположен αHis44, имеют доступ только

Таблица 2. Абсолютные значения квантового выхода биолюминесценции, определенные к настоящему времени
для разных видов бактериальных люцифераз

№ Люцифераза Компонент, по которому определяли 
квантовый выход

Qbl

1. Aliivibrio fisсheri FMNH2 0.3 [26], 0.28 [27], 0.047* [28]
H2O2 0.12* [28]

Декановая кислота 0.13* [5]
Гексаналь 0.002 [4]
Октаналь 0.091 [4]
Нонаналь 0.161 [4]
Деканаль 0.155 [4], 0.10* [28]

Ундеканаль 0.144 [4]
Додеканаль 0.150 [4]

Тетрадеканаль 0.164 [4]
2. P. phosphoreum Люцифераза 0.2# [3,29]
3. P. leiognathi Миристиновая кислота 0.21* [6]
4. Vibrio harveyi Интермедиат II 0.16&, 0.2@ [30]

Примечание. * – По люминольному стандарту; # – по радиоактивному стандарту; & – для интермедиата, 
выделенного при отрицательных температурах; @ – для интермедиата, выделенного при 0°С.

Таблица 2. Абсолютные значения квантового выхода биолюминесценции, определенные к настоящему времени
для разных видов бактериальных люцифераз
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самые маленькие сорастворители – этиленгли-
коль и глицерин [14]. Сорбитол и глюкоза могут
подойти близко (на расстояние образования во-
дородной связи) только к менее углубленным
участкам связывания флавина, а самая массивная
молекула сахарозы не способна проникать в по-
лость активного центра и располагается около ее
входа [14]. Таким образом, оказалось, что физи-
ческое присутствие молекул сорастворителей в
непосредственной близости от исследованного
гистидина не является необходимым условием
для влияния среды на его конформацию. Влия-
ние может быть опосредованным, через цепочку
взаимодействующих аминокислотных остатков
или путем воздействия на мобильность и структу-
ру водородных связей молекул воды в активном
центре.

Среди изученных сорастворителей наиболь-
ший эффект на биолюминесцентную реакцию
оказывал этиленгликоль: при его максимальной
концентрации (30%) наблюдалось значительное
снижение количества образовавшихся интерме-
диатов (рис. 3а,б) и, как следствие, интегральной
интенсивности биолюминесценции (рис. 2б). Ра-
нее мы показали, что в присутствии этого полио-
ла происходит изменение структуры бактериаль-
ной люциферазы (увеличивается радиус инерции
и площадь поверхности, доступной растворите-
лю) [14], что, вероятно, связано с маленьким мо-
лекулярным размером и высокой долей гидро-
фобной поверхности этого соединения. Кроме
того, было показано, что этиленгликоль лучше
всех остальных сорастворителей проникает в по-
лость активного центра фермента, достигая глу-
боко лежащих сайтов связывания флавина [24],
что также вносит вклад в эффекты этого сорас-

Рис. 4. Вариация двугранных углов χ1 и χ2 αHis44 люциферазы P. leiognathi в ходе молекулярной динамики в разных
модельных системах в двумерном представлении (точки) и в виде частотного распределения (линии около контура
рисунка): (а) – вода; (б) – этиленгликоль, 30%; (в) – глицерин, 40%; (г) – сорбитол, 40%; (д) – глюкоза, 40%; (е) –
сахароза, 40%. Для каждой модели показаны результаты трех повторностей (3000 фреймов). Треугольным маркером
отмечена конформация гистидина в кристаллической структуре люциферазы V. harveyi (PDB ID 3FGC) (χ1 = 185°,
χ2 = 90°). Синие поля – доступное положение боковых цепей любых аминокислотных остатков согласно библиотеке
[34].
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творителя на биолюминесцентную реакцию бак-
терий. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе мы сравнили влияние вязких

сред на основе полиолов и сахаров на кинетиче-
ские свойства биолюминесцентной реакции бак-
терий (скорости отдельных стадий) и эффектив-
ность образования света в ходе катализа (кванто-
вый выход биолюминесценции). Для этого было
рассчитано относительное количество субстра-
тов, участвующих в реакции, катализируемой лю-
циферазой P. leiognathi, в разных средах, и прове-
дена оценка количества света, излученного на од-
ну молекулу субстрата, относительно реакции в
невязком буферном растворе. Ранее было показа-
но, что в вязких средах с сорбитолом, глюкозой и
сахарозой наблюдается увеличение скорости ка-
тализа. Однако оценка квантового выхода биолю-
минесценции показала гораздо более слабое его
увеличение в исследованных средах. Наиболь-
ший эффект на относительный квантовый выход
на молекулу альдегида (увеличение на 33%) ока-
зывает среда с сахарозой – самым массивным из
использованных низкомолекулярных сораство-
рителей. Для оценки влияния сорастворителей на
конформацию каталитически важных аминокис-
лотных остатков активного центра люциферазы с
помощью методов молекулярной динамики была
рассмотрена ориентация боковой группы αHis44
фермента в разных средах. Анализ показал, что в
присутствии всех полиолов и сахаров наблюдает-
ся увеличение вероятности нахождения гистиди-
на в более выгодной для катализа конформации.
При этом не важно, приближается ли сораство-
ритель к гистидиновому остатку на расстояние
водородной связи (как этиленгликоль или глице-
рин) или не имеет никакого доступа в полость ак-
тивного центра (как сахароза).

В целом, результаты проведенного исследова-
ния говорят о том, что в условиях повышения вяз-
кости цитоплазмы бактерий поддержание высо-
кого уровня свечения может происходить в боль-
шей степени за счет увеличения числа оборотов
люциферазы, чем за счет улучшения эффектив-
ности каждого каталитического акта.
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 Effect of Viscous Media on the Quantum Yield of Bioluminescence in a Reaction 
Catalyzed by Bacterial Luciferase

 A.E. Lisitsa*, L.A. Sukovatyi*, V.A. Kratasyuk*, **, and E.V. Nemtseva*, **

*Siberian Federal University, Svobodnyi prosp. 79, Krasnoyarsk, 660041 Russia

**Institute of Biophysics, Federal Research Center “Krasnoyarsk Science Center” of the Siberian Branch 
of the Russian Academy of Sciences, Akademgorodok, 50/50, Krasnoyarsk, 660036 Russia

Based on previously obtained data on the transient kinetics of the bioluminescent reaction catalyzed by
P. leiognathi luciferase in media with polyols and sugars, the relative quantum yield of bioluminescence per
substrate molecule was determined using mathematical modeling. It was found that in some media the rela-
tive quantum yield per aldehyde molecule increases compared to the value in the buffer: by 18% in the pres-
ence of glycerol and by 33% in the presence of sucrose. The conformation of the side chain of αHis44, which
is the functionally important and conservative in all bacterial luciferases, was analyzed using molecular dy-
namics methods. It has been established that in the presence of all cosolvents there is an increase in the prob-
ability of formation the optimal for catalysis orientation of this amino acid, which may contribute to the ob-
served increase in the quantum yield of bioluminescence in viscous media.

Keywords: bacterial bioluminescence, quantum yield of bioluminescence, luciferase, effect of medium
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Представлены данные о том, что при изменении условий вегетации растений изменяются уровни
экспрессии генов, кодирующих карбоангидразы хлоропластов, а также карбоангидразная актив-
ность компартментов хлоропласта. Результаты экспериментов с мутантами по генам хлоропласт-
ных карбоангидраз свидетельствуют, что активность карбоангидраз хлоропластов определяет
характер изменений реакций фотосинтеза в ответ на изменения условий внешней среды. Предло-
жены возможные механизмы участия карбоангидраз в протекании светозависимых процессов в
хлоропласте. На основании полученных результатов высказана гипотеза о взаимосвязанном функ-
ционировании карбоангидраз в хлоропластах.
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Взаимопревращение форм неорганического
углерода – углекислого газа (СО2) и бикарбоната
(НСО3

–) – играет важную роль при осуществле-
нии очень многих биологических процессов как в
животных, так и в растениях. В растениях ско-
рость этого взаимопревращения может ограни-
чить фиксацию СО2 и включение его молекул в
органические соединения, т.е. ограничить про-
дуктивный фотосинтез, являющийся основой не
только питания и жизни растений, но и важней-
шим биосферным процессом. Реакции превра-
щения углекислого газа в бикарбонат и бикарбо-
ната в углекислый газ в живых организмах ката-
лизируют ферменты карбоангидразы (карбонат
гидролиазы, EC 4.2.1.1). Карбоангидразы (КА)
способны значительно ускорить протекание ре-
акций гидратации СО2 и дегидратации НСО3

–: 

CO2(р) + Н2О ↔ Н2СО3 ↔НСО3
− + Н+,

где CO2(р) – растворенный углекислый газ.
Н2СО3 – угольная кислота, нестойкое соедине-
ние, легко распадающееся на СО2 и воду, поэтому
ее часто не включают в уравнения этих реакций;
Н2СО3 в водных растворах диссоциирует в соот-
ветствии с рК1, равным 6.35. КА значительно уве-
личивают константы скорости обеих реакций: kcat
может быть в тысячи раз выше, чем константа
спонтанной, некатализируемой реакции, причем
в большей степени увеличивается константа ско-
рости реакции гидратации.

КА, обнаруженные к настоящему времени,
ученые разделяют на восемь семейств, и считает-
ся, что они возникали в процессе эволюции жи-
вых организмов независимо друг от друга [1, 2].
Семейства обозначаются буквами греческого ал-
фавита. КА девятого семейства, ε-КА, обнару-
женные у цианобактерий, в настоящее время
признаны сильно модифицированными β-КА [3].
В высших растениях найдены представители трех
семейств, α, β, и γ [1]. КА присутствуют во всех
клеточных организмах на Земле и могут иметь
разные первичную, третичную и четвертичную
структуру, различаться организацией активного
центра, но подавляющее большинство этих фер-

Сокращения: КА – карбоангидраза, ФЭТЦ – фотосинтети-
ческая электрон-транспортная цепь, ФАР – фотосинтети-
чески активная радиация, ФСI – фотосистема 1, ФСII –
фотосистема 2, НФХТ – нефотохимическое тушение флу-
оресценции хлорофилла a, Рубиско – рибулозо-1,5-бис-
фосфаткарбоксилаза/оксигеназа. 

УДК 577.1
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ментов катализирует одну и ту же реакцию, ис-
пользуя сходные механизмы [4]. Исключением
являются некоторые представители КА, так на-
зываемого ι-семейства, которые не содержат
ионов металлов в активном центре и, как было
предположено [5], депротонирование воды в ак-
тивном центре опосредуют остатки аминокислот
гидрофобного кармана активного центра. Кроме
того, представители этого семейства, по-видимо-
му, не катализируют реакцию обратимой дегид-
ратации бикарбоната, так же как и представители
β-КА бактериального типа [6] и некоторые θ-КА
[7, 8].

В листьях высших растений КА функциониру-
ют на всем пути неорганического углерода из воз-
душной среды к центрам карбоксилирования, т.е.
к местам, где молекулы СО2 включаются в состав
органических соединений. Они были обнаруже-
ны в плазмалемме, в цитоплазме, в оболочке и
строме хлоропласта, а также в тилакоидах хлоро-
пласта, в которых сосредоточены пигментный
аппарат фотосинтеза и фотосинтетическая элек-
трон-транспортная цепь (ФЭТЦ). На всех этапах
этого пути КА обеспечивают или перевод моле-
кул СО2 в молекулы НСО3

–, диффундирующие в
водной фазе, или молекул НСО3

– в молекулы
СО2. В обоих случаях преобразование осуществ-
ляется в ту форму неорганического углерода, ко-
торая необходима в данном месте в данное время.
По мнению авторов статьи, одна из важных
функций КА – обеспечивать быстрое взаимопре-
вращение форм неорганического углерода бикар-
бонатного буфера для создания необходимой в
том или ином компартменте реакции среды (рН)
для обеспечения оптимальной скорости протека-
ющих там биохимических реакций, а также в по-
даче или отводе протонов, участвующих в этих
реакциях.

В хлоропластах, органеллах клетки, в которых
осуществляется фотосинтез, обнаружены КА,
принадлежащие двум семействам, α и β. Соглас-
но литературным данным, в хлоропластах нахо-
дится четыре КА α-семейства: α-КА1, α-КА2,
α-КА4, и α-КА5, три формы β-КА1: β-КА1.1,
β-КА1.2 и β-КА1.3, а также β-КА5 [9, 10]. В работе
будут, в основном, описаны результаты исследо-
ваний, проведенных в лаборатории фотосинтети-
ческого электронного транспорта Института
фундаментальных проблем биологии РАН, кото-
рые были представлены на X Съезде Российского
фотобиологического общества. Многолетние ис-
следования лаборатории привели к обнаруже-
нию, в частности, КА в люмене тилакоидов выс-
ших растений, гороха, шпината и арабидопсиса
[11, 12] и установлению расположения ряда КА в
компартментах хлоропласта [13–15]. Ниже будут
описаны результаты, свидетельствующие о том,

что КА хлоропластов могут быть участниками
адаптационных перестроек фотосинтетических
реакций при изменении условий вегетации расте-
ний, а также представлены гипотезы о роли КА в
процессах, протекающих в тилакоидных мем-
бранах.

РЕАКЦИИ КАРБОАНГИДРАЗ 
ХЛОРОПЛАСТОВ НА ИЗМЕНЕНИЕ 

ВНЕШНИХ УСЛОВИЙ
Участие КА хлоропластов в адаптационных

изменениях фотосинтетических реакций могло,
вероятно, отразиться в изменении их содержания
при переносе растений в новые условия вегета-
ции. Неоднозначные и противоречивые данные
были получены в ходе многочисленных исследо-
ваний по определению изменений КА-активно-
сти или интенсивности экспрессии генов βка1,
βка2 и βка4, в растениях различных видов, в зави-
симости от воздействия таких факторов, как засу-
ха, засоление, холодовой стресс и других. Резуль-
таты этих исследований описаны в обзорах [16,
17].

Нами было проведено обширное исследова-
ние изменения интенсивности экспрессии генов
КА в ответ на изменения освещенности растений
в условиях различной длины светового дня [18].
Исследования проводили с растениями Arabidop-
sis thaliana вследствие возможности получения
многочисленных мутантов этого растения по це-
левым генам, кодирующим белки интереса. Усло-
вия «длинного» дня, 16 ч день/8 ч ночь, близки к
природным, а условия «короткого дня», 8 ч
день/16 ч ночь, искусственно создаваемые в кли-
матических камерах, обычно используются для
изучения долговременной адаптации растений к
тому или иному внешнему фактору, поскольку
позволяют поддерживать арабидопсис в вегета-
тивном состоянии в течение нескольких недель.
Арабидопсис – тенелюбивое растение, и для него
оптимальна интенсивность света около 70–
150 мкмоль квантов ФАР м−2 с−1 (ФАР – фото-
синтетически активная радиация) [19]; интенсив-
ности света при выращивании, 80 мкмоль
квантов ФАР м−2 с−1 и 400 мкмоль квантов
ФАР м−2 с−1, обозначали как низкий свет и высо-
кий свет соответственно. 

В растениях и «короткого», и «длинного» дня
увеличение освещенности приводит к интенси-
фикации фотосинтеза листьев. При этом разная
длительность протекания фотосинтеза в течение
суток может предъявлять разные требования к
организации фотосинтетического аппарата
вследствие более длительного поступления свето-
вой энергии, более длительного функционирова-
ния систем синтеза и транспорта метаболитов в
хлоропластах, большей продукции в них всех ак-
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тивных форм кислорода, которые на свету имен-
но в хлоропластах образуются с высокой скоро-
стью. При переносе растений с низкого на высо-
кий свет заметно изменялись морфологические и
функциональные характеристики, соответствую-
щие обнаруженным ранее акклимационным из-
менениям высших растений к повышенной осве-
щённости [20, 21]. В течение 14 суток для расте-
ний «короткого» дня и 5 суток для растений
«длинного» дня происходило заметное уменьше-
ние содержания в листьях белков светособираю-
щего комплекса фотосистемы II (ФСII) – Lhcb1,
Lhcb2, Lhcb3 и Lhcb6 [18]. Эффективный кванто-
вый выход ФСII становился ниже в растениях на
высоком свету, чем в растениях на низком свету,
а нефотохимическое тушение флуоресценции
хлорофилла a (НФХТ) возрастало. Эта характери-
стика флуоресценции хлорофилла отражает про-
цесс, который защищает фотосинтетический ап-
парат от фотоингибирования, т.е. уменьшения
эффективности его работы при поступлении
квантов света в количестве большем, чем может
быть использовано в ФЭТЦ. Было обнаружено
[18], что разница в НФХТ на свету разной интен-
сивности обусловлена теми процессами, которые
характеризует быстро релаксирующий компо-
нент НФХТ, зависящий от протонирования бел-
ка PsbS [22]. Этот компонент обусловлен релакса-
цией так называемого энергозависимого тушения
флуоресценции, зависящего от накопления про-
тонов в люмене тилакоидов, и отражает диссипа-
цию энергии света, прежде всего, в тепло. В на-
ших экспериментах в растениях «короткого» дня
увеличение освещенности приводило к более
значительному относительному увеличению это-
го компонента, чем в растениях «длинного» дня,
что указывает на различия во влиянии интенсив-
ности света на развитие НФХТ при разной про-
должительности дня. 

В описанных экспериментах адаптация расте-
ний к повышенной интенсивности света приво-
дила к изменению уровней экспрессии генов КА
хлоропластов, причем эти изменения для ряда ге-
нов зависели от длины фотопериода при выращи-
вании. В растениях «короткого» дня уровень экс-
прессии большинства генов КА хлоропластов че-
рез 2 недели адаптации к высокому свету был
выше, чем на низком свету [18]. Сравнение уров-
ней экспрессии генов стромальных КА выявляло
различия между этими КА в адаптации к высокой
освещенности только в условиях «длинного» дня.
Уровень экспрессии гена тилакоидной КА,
α-КА4, в условиях «короткого» дня после началь-
ного падения на высоком свету увеличивался и
через 14 суток становился в 2 раза выше, чем на
низком свету. В условиях «длинного» дня содер-
жание транскриптов этого гена на высоком свету
уже через 5 суток становилось в 16 раз выше, чем
на низком свету. Такое поведение согласуется с

описанной ниже функцией этой КА в развитии
энергозависимой части НФХТ, защищающей
фотосинтетический аппарат от фотоингибирова-
ния, вероятность которого возрастает на высоком
свету, о чем свидетельствует более высокий ком-
понент НФХТ, характеризующий развитие фото-
ингибирования, на этом свету. Изменение уровня
экспрессии гена другой тилакоидной КА, α-КА2,
в условиях «короткого» дня походило на измене-
ние уровня экспрессии гена α-КА4, но в случае α-
КА2 возрастание уровня экспрессии ее гена на
высоком свету было существенно больше. Одна-
ко в условиях «длинного» дня не происходило
возрастание уровня экспрессии гена α-КА2 на
высоком свету. 

Содержание СО2 в воздушной фазе также вли-
яло на КА хлоропластов. Было обнаружено, что в
зависимости от этого фактора среды изменялась
КА-активность компартментов хлоропластов в
листьях арабидопсиса [23]. КА-активности пре-
паратов стромы и тилакоидов хлоропластов, а
также уровни экспрессии генов, кодирующих
α-КА1, α-КА2, β-КА1 и β-КА5 были измерены в
листьях растений, акклиматизированных к раз-
личному содержанию CO2 в воздухе: низкому
(150 ppm), нормальному (450 ppm) и высокому
(1200 ppm). Было обнаружено, что КА-актив-
ность стромы и тилакоидов, измеренная после
двух недель акклиматизации, была тем выше, чем
ниже концентрация CO2 в воздухе. Этому пред-
шествовало повышение уровней экспрессии ге-
нов, кодирующих хлоропластные (КА, β-КА5) и
стромальные формы β-КА1 (β-КА1.1 и β-КА1.2)
через одни-двое суток после начала акклимации
растений. Зависимость от содержания CO2 в воз-
духе была наиболее заметна для КА-активности
стромы – она была на два порядка выше в расте-
ниях, акклиматизированных к низкому содержа-
нию CO2, чем в высокому. КА-активность тила-
коидных мембран также была выше в растениях,
акклиматизированных к низкому СО2, однако в
этих растениях не наблюдали значительного по-
вышения уровней экспрессии генов, кодирую-
щих карбоангидразы α-КА2 и α-КА4, располо-
женные в тилакоидных мембранах.

Более значительные изменения уровней экс-
прессии генов КА хлоропластов были выявлены в
более молодых растениях, возрастом 26 суток
[23], чем в обычно исследуемых 50-60-суточных
растениях. В молодых растениях уменьшенное
содержаниe СО2 в воздухе в течение двух недель
приводило к небольшому возрастанию экспрес-
сии гена КА α-КА1, возрастанию в 1.5–2.0 раза
экспрессии генов КА α-КА2 и β-КА5, возраста-
нию в 9 раз экспрессии генов КА β-КА1.1 и
β-КА1.2. Только уровень экспрессии гена, коди-
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рующего α-КА4, уменьшался почти в 2 раза при
адаптации к низкому содержанию СО2 в воздухе. 

Таким образом, изменение уровней экспрес-
сии генов хлоропластных КА происходило раз-
личным образом при изменении условий вегета-
ции, и это отражалось в изменении КА-активно-
сти компартментов хлоропласта. Эти результаты
свидетельствуют о том, что активность КА в про-
цессах, в которых они участвуют, зависит от усло-
вий окружающей среды.

ВЛИЯНИЕ ОТСУТСТВИЯ 
ХЛОРОПЛАСТНЫХ КАРБОАНГИДРАЗ 

НА ИЗМЕНЕНИЕ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ 
ХАРАКТЕРИСТИК ПРИ ИЗМЕНЕНИИ 

ВНЕШНИХ УСЛОВИЙ

Изменения уровней экспрессии генов хлоро-
пластных КА в зависимости от условий среды, од-
нако, еще не свидетельствуют об их возможном
участии в адаптационных механизмах растений,
поскольку такого рода изменения происходят для
многих ферментов при изменении условий окру-
жающей среды. Чтобы обнаружить возможное
участие хлоропластных КА в адаптационных ме-
ханизмах, было проведено сравнение изменений
при изменении условий выращивания характери-
стик фотосинтеза в растениях дикого типа и в
растениях с нокаутом хлоропластных КА. Было
обнаружено, что выключение синтеза отдельных
КА, а именно, тилакоидной α-КА4, а также стро-
мальных КА, α-КА1 и β-КА1, приводило к тому,
что изменения характеристик растений, связан-
ных с протеканием фотосинтеза, а именно, изме-
нения в пигментном аппарате фотосинтеза и
функционировании ФЭТЦ, различались в расте-
ниях дикого типа и мутантах при переходе к но-
вым условиям.

Одним из важных маркеров окислительного
стресса в растениях, состояния, возникновению
которого в последние годы уделяется повышен-
ное внимание, служит накопление в растениях
пероксида водорода, Н2О2. Окислительный
стресс часто возникает при увеличении освещен-
ности растений. Его развитие, в значительной
степени, связано с дисбалансом между повышен-
ным образованием Н2О2 при увеличении скоро-
сти восстановления кислорода в ФЭТЦ и воз-
можностью дезактивации этой активной формы
кислорода в строме хлоропласта. Мы нашли, что
на низком свету (50 мкмоль квантов ФАР м–2с–1)
накопление Н2О2 в листьях растений араби-
допсиса дикого типа и мутантов с нокаутом генов
стромальных КА, α-КА1 или β-КА1 было незна-
чительно выше в мутантах по обеим КА. При вы-
сокой интенсивности света (400 мкмоль квантов
ФАР м–2с–1) его содержание в растениях дикого

типа не изменялось, но в мутантах становилось в
три раза меньше (данные не опубликованы). Та-
ким образом, увеличение интенсивности света
по-разному повлияло на накопление Н2О2 в рас-
тениях дикого типа и в мутантах по этим КА.

Подробно были изучены различия в измене-
ниях в пигментном аппарате фотосинтеза и в
функционировании ФЭТЦ в растениях дикого
типа и нокаутного мутанта по тилакоидной α-
КА4 при изменении освещенности [24, 25]. Ока-
залось, что НФХТ, которое было близким в расте-
ниях дикого типа и мутантах при низкой интен-
сивности света, при увеличении интенсивности
света возрастало более значительно в растениях
дикого типа, чем в растениях мутантов по α-КА4.
Было установлено, что это происходило вслед-
ствие большего возрастания в растениях дикого
типа, чем в мутантах, компонента НФХТ, связан-
ного со степенью протонирования белка PsbS [24,
26], особенно в растениях, выращенных при вы-
сокой освещенности [24]. При этом в листьях му-
тантов по α-КА4 содержание белка PsbS на низ-
ком свету было выше на 20%, чем в растениях ди-
кого типа, а на высоком свету становилось вдвое
выше [25]. 

Параметр НФХТ, отражающий фотоингиби-
рование, в растениях мутантов по α-КА4 был, на-
против, выше, чем в растениях дикого типа [24],
что сопровождалось уменьшением содержания
корового белка ФСII, D1 [25], который, как из-
вестно, характеризуется высокими скоростями
светозависимого синтеза и деградации [27]. Кро-
ме того, в растениях, нокаутированных по α-КА4,
при увеличении освещенности наблюдалось бо-
лее значительное уменьшение содержания глав-
ных антенных белков, Lhcb1 и Lhcb2, чем в расте-
ниях дикого типа. Такое уменьшение общего ко-
личества белков Lhcb1 и Lhcb2 приводило и к
снижению в этих мутантах содержания их фосфо-
рилированных форм, образующихся вследствие
активации киназы STN7, расположенной в тила-
коидах. Именно фосфорилированные формы
этих белков участвуют в перемещении части све-
тособирающей антенны от ФСII к фотосистеме 1
(ФСI), т.е. участвуют в одной из фаз, так называ-
емых изменений состояния (state transitions), ещe
одного механизма, приводящего к увеличению
НФХТ [28, 29]. В мутантах по α-КА4, выращен-
ных как на низком, так и на высоком свете, дан-
ная фаза была меньше, чем в растениях дикого
типа [25], несмотря на существенное, двукратное
увеличение содержания киназы STN7 в этих му-
тантах, по сравнению с диким типом.

Описанное снижение НФХТ компенсирова-
лось также увеличением в мутантах по α-КА4, по
сравнению с диким типом, параметра НФХТ, от-
ражающего степень деэпоксидации пигментов
виолаксантинового цикла; это отличие было наи-
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более выраженным в условиях высокого света
[24]. При этом в таких мутантах, выращенных на
высоком свету, содержание соответствующих
пигментов и степень их деэпоксидации были на
20–30% больше, чем в растениях дикого типа в
тех же условиях [25].

Таким образом, описанное влияние нокаута
гена тилакоидной КА, α-КА4, и нокаутов генов
стромальных КА на изменение характеристик
фотосинтеза свидетельствует, что в присутствии
этих хлоропластных КА пути адаптации к новым
условиям функционируют в растениях иначе, чем
в их отсутствие.

ФУНКЦИИ ТИЛАКОИДНЫХ 
КАРБОАНГИДРАЗ

Очевидно, что влиять на приспособление тех
или иных фотосинтетических реакций к протека-
нию в измененных условиях среды КА могут в
том случае, если катализ реакций взаимопревра-
щения СО2 и бикарбоната существенен для про-
текания этих реакций. С использованием нокаут-
ных мутантов по отдельным КА нами были выяв-
лены характеристики фотосинтеза, которые
зависят от наличия этих КА. Также исследования
с этими мутантами позволили предположить, в
каких процессах, важных для протекания фото-
синтеза и защиты его аппарата, они участвуют.

α-КА4. Учитывая, что в мутантах, создаваемых
с помощью Т-ДНК инсерционного мутагенеза,
возможно возникновение функциональных из-
менений, не связанных с нокаутом целевого гена,
нами был создан нокаутный мутант по гену, ко-
дирующему α-КА4, методом геномного редакти-
рования CRISPR/Cas9 [30]. Исследование этого
мутанта подтвердило обнаруженные в наших
предыдущих работах с инсерционными мутанта-

ми изменения характеристик фотосинтетическо-
го аппарата растений арабидопсиса, вызываемые
отсутствием этой КА. Помимо указанных выше
изменений в НФХТ и квантовом выходе ФСII,
было подтверждено, что в этих мутантах уровень
синтеза крахмала в световой период, а также уро-
вень деградации крахмала в темновой период зна-
чительно выше, чем в растениях дикого типа. 

Также было подтверждено и различие в харак-
тере изменения экспрессии генов, кодирующих
все белки светособирающих антенн ФСII. Осо-
бенно важно, что в мутантах, как полученных с
использованием CRISPR/Cas9, так и в инсерци-
онных, происходит значительно большее, чем в
растениях дикого типа, увеличение экспрессии
гена, кодирующего белок PsbS, что коррелирует с
описанным выше увеличением содержания белка
PsbS [25]. Этот белок, расположенный в контакте
с антенной ФСII, в высших растениях играет
ключевую роль в инициировании и развитии
энергозависимого НФХТ [22]. Такое «замещаю-
щее» увеличение потенциальной продукции это-
го белка в отсутствие α-КА4, когда уменьшается
энергозависимое НФХТ [24], указывает на нали-
чие in vivo прямой связи функционирования
α-КА4 с функцией белка PsbS. Можно предполо-
жить, что α-КА4 участвует в этом процессе как
поставщик протонов, освобождающихся при гид-
ратации СО2 в катализируемой ею реакции. Ис-
пользуя целый ряд экспериментальных подходов,
мы показали, что α-КА4 расположена в граналь-
ных тилакоидных мембранах на люменальной
стороне этих мембран вблизи ФСII [13]. С учетом
такого расположения этой КА и наблюдаемых
эффектов ее отсутствия нами предложена модель
её функционирования в тилакоидах хлоропла-
стов (рис. 1). При включении света протоны во-
ды, освобождающиеся при ее окислении на до-
норной стороне ФСII, вступают в реакцию с
бикарбонатом, связанным с тилакоидной мем-
браной (где его концентрация в расчете на объем
мембраны составляет 0.15–0.20 М [31]), что при-
водит к резкому увеличению концентрации СО2.
Такое увеличение стимулирует гидратазную реак-
цию с участием карбоангидразы α-КА4, и прото-
ны, получающиеся в результате этой реакции, по-
ступают от КА к белку PsbS, претерпевающему в
результате этого конформационные изменения
[22], передающиеся светособирающей антенне, в
которой усиливается диссипация энергии в теп-
ло, что отражается в увеличении НФХТ. По-
скольку НФХТ развивается в светособирающей
антенне, становится понятным, почему в мутанте
происходят изменения в экспрессии генов и со-
держании белков светособирающей антенны (см.
выше).

При сравнении растений дикого типа и мутан-
тов по α-КА4 был также исследован важный ас-

Рис. 1. Гипотетическая модель функционирования
карбоангидразы α-КА4 в тилакоидах. PsbS – белок,
связанный с фотосистемой II, регулирующий вели-
чину нефотохимического тушения флуоресценции
хлорофилла, LHCII – антенный светособирающий
комплекс фотосистемы II, ФС II – фотосистема II,
ВОК – водоокисляющий комплекс. 
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пект проблемы приспособления растений к но-
вым условиям среды, а именно, влияние отсут-
ствия этой КА на гормональный статус растений.
Молекулы гормонов растений, абсцизовой, жас-
моновой и салициловой кислот, активируют кас-
кады реакций, приводящих, в том числе, к изме-
нению интенсивности транскрипции так называ-
емых «маркерных» генов, участвующих в
передаче сигналов о стрессе и в развитии приоб-
ретаемой системной резистентности к новым
условиям [32]. Нокаут α-КА4 повлиял не только
на уровень экспрессии генов, кодирующих все
белки светособирающей антенны ФСII, но и ге-
нов белков, активируемых иммунными сигнала-
ми растений: генов, индуцируемых салициловой
кислотой (At1g64280 (npr1) и At1g74710 (icsI)), и ге-
нов, индуцируемых жасмоновой кислотой
(At1g17420 (lox3) и At5g42650 (aos)) [30]. Возмож-
но, сигналом к указанному изменению интенсив-
ности экспрессии генов, кодирующих белки
ФСII, являются именно изменения уровня моле-
кул, участвующих во внутриклеточной и межкле-
точной передаче сигналов. Оказалось, что в обыч-
ных условиях вегетации арабидопсиса, т.е. при
коротком дне и невысокой освещенности, уров-
ни экспрессии генов, зависящие от содержания
салициловой кислоты, были ниже в мутантах, то-
гда как уровень экспрессии генов, зависящих от
содержания жасмоновой кислоты, был выше в
этих мутантах, чем в растениях дикого типа [30].
Похоже, что в мутантах путь системной приобре-
тенной резистентности, индуцируемый жасмо-
новой кислотой, активируется, в то время как
путь, индуцируемый салициловой кислотой, ко-
торый является антагонистом первого, подавля-
ется. Обнаруженное влияние отсутствия α-КА4
на гормональный статус растений, очевидно,
должно заметно сказываться в различиях, возни-
кающих при адаптации таких мутантов и расте-
ний дикого типа к новым условиям среды.

α-КА2. Исследование мутантных растений
арабидопсиса, в которых была подавлена экс-
прессия гена, кодирующего α-КА2 [15, 26], пока-
зало, что эффективные квантовые выходы как
ФСII, так и ФСI были в них выше, а степень вос-
становления пула пластохинона ниже, чем в рас-
тениях дикого типа, при том что содержание ре-
акционных центров обеих фотосистем было оди-
наковым. Измерения электрохромного сдвига
поглощения каротиноидов показали, что светоза-
висимый градиент рН через тилакоидную мем-
брану (ΔpH) был ниже в листьях растений мутан-
тов. Содержание крахмала в листьях, как инте-
гральный показатель фотосинтеза, в мутантах
было ниже, чем в растениях дикого типа. 

Величина НФХТ в мутантах была ниже, чем в
растениях дикого типа в начале освещения, но
становилась слегка выше при достижении стаци-
онарного состояния [15]. Указанные выше свой-

ства нокаутного мутанта по α-КА2, в частности,
более низкая величина ΔpH и более высокий
квантовый выход ФСII, чем в растениях дикого
типа, и изменения НФХТ в зависимости от вре-
мени освещения оказались очень похожи на
свойства растений арабидопсиса с увеличенной
продукцией мутированного трансмембранного
K+/H+ антипортера, KEA3, имеющего точечную
мутацию в трансмембранном домене, DPGRox,
которая приводила к увеличенной протонной
проводимости тилакоидной мембраны в данном
мутанте [33]. На основании выявленных в мутан-
те по α-КА2 изменений процессов, протекающих
в ФЭТЦ и тилакоидной мембране, и с учетом ука-
занного сходства свойств этого мутанта со свой-
ствами мутанта DPGRox было высказано предпо-
ложение о [15] структурно-функциональной свя-
зи α-КА2 с каналом, регулирующим утечку
протонов через тилакоидную мембрану. Предпо-
ложение о связи КА с ионным каналом не не-
обычно, так как показано, что в животных тканях
КА участвуют в передаче протонов и/или бикар-
боната ион-транспортным системам в клеточных
мембранах [34]. Для объяснения полученных ре-
зультатов важно то, что бикарбонат, субстрат КA,
является преобладающей формой неорганиче-
ского углерода в строме на свету. При освещении
растений величина рН в строме повышается от 7.0
до 7.7–8.0, и при величине рН 8.0 в равновесии с
воздухом, содержащим 400 ppm (0.04%) СО2,
концентрация этого газа в водной фазе равна
15.5 мкМ, а концентрация НСО3

– – примерно
700 мкМ. В случае тесной ассоциации α-КА2 с
ионным каналом эта КA, катализирующая дегид-
ратацию бикарбоната в реакции с протонами,
может использовать протоны, поступающие из
люмена через ионный канал, действуя как своего
рода регулирующий клапан, причем предвари-
тельные результаты предполагают, что α-КА2
расположена на стромальной стороне тилакоид-
ных мембран (рис. 2). В отсутствие α-КА2 нор-
мальное функционирование ионного канала на-
рушено, и поток протонов становится неконтро-
лируемым, и, судя по полученным данным,
возрастает. Именно более низкая величина ΔpH
объясняет и большие величины квантовых выхо-
дов фотосистем, и более низкую степень восста-
новления пула пластохинона.

Таким образом, функционирование α-КА2 не-
посредственно связано с биоэнергетикой хлоро-
пластов, в которых энерготрансформирующими
(сопрягающими) мембранами служат мембраны
тилакоидов. Можно указать еще на одно след-
ствие из предложенной модели функционирова-
ния α-КА2, а именно, увеличение в ее присут-
ствии скорости трансформации бикарбоната в
СО2 в строме вследствие того, что скорость реак-
ции дегидратации бикарбоната с участием КА на
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много порядков выше скорости спонтанной ре-
акции, которая может происходить при выходе
протонов из люмена в строму, не контролируе-
мом КА. СО2 служит субстратом рибулозо-1,5-
бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы (Рубиско),
ключевого фермента фотосинтеза, расположен-
ного в строме хлоропласта и катализирующего
соединение молекул СО2 с молекулой рибу-
лозобисфосфата, т.е. реакцию включения неорга-
нического углерода в органическое соединение.
Нами было найдено, что в мутантах по α-КА2
скорость фиксации СО2 ниже, чем в растениях
дикого типа (данные не опубликованы).

α-КА5. Роль α-КА5 в хлоропластах выявлялась
постепенно. Сначала нами была обнаружена КА-
активность в стромальных тилакоидных мембра-
нах, выделенных как из листьев гороха [35], так и
из листьев арабидопсиса [36]. Свойства этой ак-
тивности отличались от свойств КА-активности
гранальных тилакоидных мембран. Позднее мы
установили, что известный еще с начала 60-х го-
дов прошлого века эффект увеличения скорости
фотофосфорилирования при добавке бикарбона-
та в суспензию изолированных тилакоидов, кото-
рый наблюдали в тилакоидах шпината [37], овса
[38] и гороха [39], зависит от функциональной ак-
тивности некой КА [39]. При этом добавки анио-
нов других слабых кислот (ацетата, фумарата или
сульфита) не стимулировали фотофосфорилиро-
вание. Было показано, что мафенид, водораство-
римый ингибитор карбоангидраз, подавлял сти-
муляцию при добавке бикарбоната; в отсутствие
бикарбоната мафенид практически не влиял на
скорость фотофосфорилирования. Было обнару-
жено также заметное подавление сопряженного
электронного транспорта в условиях, когда би-
карбонат стимулировал фотофосфорилирование.
Мафенид заметно ингибировал КА-активность
тилакоидов, хотя и не полностью, что могло сви-
детельствовать о том, что не все КА, находящиеся
в тилакоидах, ответственны за эту стимуляцию. 

В тилакоидах, изолированных из листьев ара-
бидопсиса дикого типа, так же как и в тилакоидах
гороха, наблюдали увеличениe скорости фото-
фосфорилирования при введении бикарбоната в
суспензию [14]. Мафенид также не подавлял фо-
тофосфорилирование в отсутствие бикарбоната,
но полностью ликвидировал стимуляцию бикар-
бонатом. Бикарбонат не влиял на скорости ба-
зального и разобщенного транспортов электро-
нов в опытах с метилвиологеном как акцептором
электронов, но, как и в опытах с тилакоидами го-
роха, частично подавлял электронный транспорт
в присутствии АДФ и неорганического фосфата,
т.е. в условиях фосфорилирования. Поскольку
стимуляция фотофосфорилирования, как прави-
ло, сопровождается увеличением скорости элек-
тронного транспорта, последние эффекты указы-
вали на дополнительный процесс стимуляции
фотофосфорилирования в присутствии бикарбо-
ната, не связанный с электронным транспортом
по ФЭТЦ.

В отличие от стимуляции при добавке бикар-
боната к тилакоидам растений дикого типа, такая
добавка не изменяла скорость фотофосфорили-
рования в тилакоидах, изолированных из листьев
мутантов, в которых с помощью нокаутной мута-
ции был заблокирован синтез α-КА5, т.е. присут-
ствие этой карбоангидразы было необходимо для
осуществления указанной стимуляции [14]. 

С использованием масс-спектрометрического
анализа, нами было установлено [14], что α-КА5
расположена в стромальных тилакоидных мем-
бранах. Отметим, что практически все комплексы
АТФ-синтазы в тилакоидах сосредоточены в
стромальных мембранах. Учитывая свойства ма-
фенида, прежде всего его гидрофильность, мож-
но было заключить, что КА, ответственная за
ускорение фотофосфорилирования в присут-
ствии бикарбоната, вероятнее всего, расположе-
на в тилакоидной мембране на ее стромальной
поверхности, которая в выделенных тилакоидах

Рис. 2. Гипотетическая модель функционирования карбоангидразы α-КА2 в тилакоидах. ДТ – дикий тип, α-КА2-KO –
мутант с нокаутированным геном карбоангидразы α-КА2.
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обращена в среду [39]. Наличие так расположен-
ной КА в тилакоидах следовало также из того, что
КА-активность стромальных тилакоидов сход-
ным образом ингибировалась хорошо проникаю-
щим в мембрану ингибитором КА этоксизолами-
дом и плохо проникающим в мембрану ацетазо-
ламидом [35]. 

Чтобы объяснить роль КА в стимуляции фото-
фосфорилирования при введении бикарбоната в
суспензию тилакоидов, мы предполагаем, что
ускорение фотофосфорилирования может быть
следствием возрастания скорости преобразова-
ния бикарбоната в СО2 в реакции дегидратации,
катализируемой мембраносвязанной α-КА5. Ос-
новной барьер для СО2 молекул при пересечении
липидных мембран – это неперемешиваемые
примембранные слои, тогда как сами мембраны
легко проницаемы [40]. Поэтому часть молекул
СО2, появившихся в приповерхностных слоях ти-
лакоидной мембраны вследствие активности α-
КА5, может легко диффундировать в тилакоид-
ный люмен. В люмене эти молекулы могут гидра-
тироваться с участием люменальной КА с осво-
бождением протона. Увеличение концентрации
протонов в люмене в результате этого процесса
может привести к увеличению ΔрН и увеличению
продукции АТФ (рис. 3). Стимулирование скоро-
сти синтеза АТФ при увеличении ΔрН хорошо из-
вестно [41, 42].

Гидратация СО2 в люмене должна полнее про-
исходить в фосфорилирующих условиях, по-
скольку концентрация протонов там уменьшена
вследствие их выхода в среду через АТФ-синтазу –

рН в люмене в этих условиях возрастает по срав-
нению с базальными условиями почти на 1 ед.
[43], что соответствует уменьшению концентра-
ции протонов в 10 раз. Таким образом, увеличе-
ние концентрации протонов при диффузии
молекул СО2 в люмен обеспечивает и ускорение
фотофосфорилирования, и именно в фосфори-
лирующих условиях становится причиной умень-
шения скорости электронного транспорта, вслед-
ствие возрастания фотосинтетического контро-
ля. В базальных условиях, когда рН люмена
существенно ниже, чем в условиях фотофосфо-
рилирования, поток СО2 и его гидратация затруд-
нены, и скорость электронного транспорта не ме-
няется при добавке бикарбоната к тилакоидам.

Важное следствие описанной ситуации – то,
что, возможно, значительная часть молекул СО2,
образовавшихся при дегидратации бикарбоната
на поверхности мембраны, направляются в стро-
му хлоропластов, где они могут стать субстратом
Рубиско, обеспечивая увеличение скорости обра-
зования органических соединений. Учитывая
значительное увеличение содержания бикарбо-
ната в строме на свету, нельзя исключить участие
α-КА5 в подаче СО2 Рубиско in vivo.

ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ КАРБОАНГИДРАЗ 
В КЛЕТКАХ РАСТЕНИЙ ОСУЩЕСТВЛЯЕТСЯ 

КООПЕРАТИВНО
В ходе исследования функций КА хлоропла-

стов возникло представление, что КА этих орга-
нелл, и, вероятно, всей клетки, функционируют
взаимосвязанно, действуя в кооперации. В неко-
торых случаях это прослеживается в явном виде,
как в случае функционирования α-КА2, α-КА4 и
α-КА5. Согласно полученным эксперименталь-
ным результатам, эти КА расположены в тилако-
идной мембране и, в соответствии с моделями,
описывающими их функционирование (см. вы-
ше), регулируют такой ключевой параметр био-
энергетики хлоропласта, как концентрацию про-
тонов в люмене тилакоидов. Величина этой кон-
центрации, рН люмена, в свою очередь,
определяет как возможность защиты фотосинте-
тического аппарата от фотоингибирования путем
регулирования степени протонирования белка
PsbS и активности виолаксантиндеэпоксидазы,
так и скорость продукции молекул АТФ, необхо-
димых для функционирования цикла Кальвина,
обеспечивающего фиксацию СО2. При этом пер-
вая функция, возможно, даже важнее, чем вторая.

Взаимосвязь между КА хлоропласта можно
проиллюстрировать взаимозависимостью уров-
ней экспрессии генов, кодирующих эти КА. Мы
показали, что нокаут гена, кодирующего α-КА2,
оказывает значительное влияние на уровни экс-
прессии генов тилакоидных КА, α-КА4 и α-КА5,

Рис. 3. Гипотетическая модель функционирования
карбоангидразы α-КА5 в тилакоидах. ФС I – фотоси-
стема I, лКА – люменальная карбоангидраза.
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а также генов стромальных КА, α-КА1 и β-КА1
[15]. При этом, что может быть важно для пони-
мания до сих пор неясных функций двух послед-
них, уровень экспрессии гена, кодирующего
α-КА1, возрастал в два раза, а гена, кодирующего
β-КА1, уменьшался тоже в два раза. Уровень экс-
прессии гена, кодирующего α-КА2, возрастал в
3.5 раза, а гена, кодирующего α-КА5, уменьшался
почти в три раза.

Интересно, что, в свою очередь, при нокауте
гена, кодирующего α-КА4, уровень экспрессии
гена, кодирующего α-КА2, возрастал почти в во-
семь раз, а уровень экспрессии генов стромаль-
ных КА не изменялся [30]. Различие во влиянии
нокаута генов, кодирующих α-КА2 и α-КА4, со-
стояло также в том, что, если нокаут гена первой
не влиял на уровень экспрессии генов цитоплаз-
матических КА, нокаут гена, кодирующего
α-КА4, приводил к возрастанию этих уровней.

Выключение синтеза α-КА5 в растениях, вы-
ращенных при атмосферной концентрации угле-
кислого газа, не приводит к возрастанию уровня
экспрессии гена самой обильной стромальной
КА, β-КА1, но увеличивает экспрессию генов
стромальных α-КА1 и β-КА5 [44]. Возрастают
также уровни экспрессии генов тилакоидных КА,
α-КА2 и α-КА4, что сопровождается увеличени-
ем КА-активности тилакоидов.

Литературные данные также свидетельствуют
в пользу того, что КА функционируют совместно.
В высших растениях выключение синтеза боль-
шинства КА не приводит к существенному подав-
лению роста растений и не оказывает существен-
ного влияния на параметры фотосинтеза [45–47].
Более глубокие физиологические эффекты на-
блюдаются при одновременном выключении
синтеза двух и более КА. Авторы работы [48] в
2010 г. с использованием двойных мутантов с вы-
ключенным синтезом плазмалеммной β-КА4.1 и
стромальной β-КА1 показали, что оба эти фер-
мента участвуют в регуляции устьичной проводи-
мости листьев для углекислого газа. Существен-
ное подавление роста мутантов с нокаутными ге-
нами двух цитоплазматических КА, β-КА4.2 и
β-КА2 при выращивании растений в условиях
низкого содержания углекислого газа в воздухе
[49]. Единичные мутации по указанным КА не
приводили к такому эффекту. Авторы предполо-
жили, что обе эти цитоплазматические β-КА не-
обходимы для преобразования форм неорганиче-
ского углерода в клетках листа для удовлетворе-
ния потребности растений в углероде. В
растениях табака мутации в генах β-КА1 и β-КА5
не приводили к каким-либо изменениям, по
сравнению с растениями дикого типа [50]. Только
одновременный нокаут обоих генов β-КА1 и
β-КА5 приводил к снижению скорости прораста-

ния семян, уменьшению их массы и задержке ро-
ста мутантных растений. 

Кооперативное функционирование КА на-
блюдалось и в митохондриях арабидопсиса, где
КА формируют домен, состоящий из трёх γ-КА и
двух γ-КА-подобных белков в составе NADH де-
гидрогеназного комплекса I [51]. Мутации в, по
крайней мере, двух из пяти генов этого домена,
приводили к разрушению этих комплексов [52].
Такие мутанты, выращенные при атмосферной
концентрации углекислого газа в воздухе, демон-
стрировали задержку роста, по сравнению с рас-
тениями дикого типа, что компенсировалось вы-
ращиванием мутантных растений при высоком
содержании CO2 и указывало, по мнению авто-
ров, на участие митохондриального домена КА в
поддержании эффективного функционирования
фотосинтеза.

Описанные результаты позволяют предполо-
жить, что КА являются звеньями кооперативных
цепочек, хотя, очевидно, не заменяют друг друга.
Выпадение из такой цепочки какой-либо КА
приводит к нарушению конкретного процесса, в
котором она участвует, и изменение экспрессии
генов других КА, только частично может компен-
сировать нарушение этого процесса, что было
видно по изменению адаптационных возможно-
стей растения. Таким образом, функционирова-
ние каждой КА важно для растения в целом, и
каждая жизненно необходима растению, хотя ка-
тализирует элементарную реакцию взаимопре-
вращения двух неорганических соединений, ко-
торая повсеместно происходит и в неживой при-
роде.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Многолетние исследования КА высших С3-

растений, проводимые различными исследова-
тельскими группами по всему миру, пока не поз-
воляют определенно ответить на вопрос о физио-
логической роли этих ферментов. Результаты
экспериментальных исследований, описанные в
статье, свидетельствуют о том, что КА хлоропла-
стов реагируют на изменение условий вегетации
растений, а именно, изменяются уровни экспрес-
сии их генов и изменяются КА-активности ком-
партментов хлоропласта. При этом в нокаутных
мутантах в отсутствие стромальных КА, α-КА1
или β-КА1, и в отсутствие каждой из тилакоид-
ных КА, α-КА4, α-КА2 и α-КА5 происходят из-
менения в реакциях, связанных с процессом фо-
тосинтеза. В растениях, в которых были нокаути-
рованы гены, кодирующие КА α-КА1, или β-КА1,
или α-КА4, при перемещении в новые условия
вегетации возникают существенные отличия в
протекании таких реакций в растениях дикого ти-
па, перемещенных в эти же условия. На основа-
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нии различий между растениями дикого типа и
мутантами по тилакоидным КА в характеристи-
ках функциональной активности ФЭТЦ и в био-
энергетических реакциях, протекающих в тила-
коидных мембранах, предложены гипотезы
функционирования этих КА. Обнаружено, что
нокаут гена одной из КА хлоропласта приводил к
изменению экспрессии генов других хлоропласт-
ных КА, что может указывать на кооперативный
характер функционирования КА в этой орга-
нелле.
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The present research shows that changes in vegetation conditions have implications both for the expression
levels of genes encoding chloroplast carbonic anhydrases and the carbonic anhydrase activity of chloroplast
compartments. The results of experiments with mutants of the genes of the chloroplast carbonic anhydrases
indicate that the activity of the chloroplast carbonic anhydrases determines the nature of changes in photo-
synthesis reactions in response to changes in environmental conditions. Possible mechanisms are proposed
for participation of carbonic anhydrase in light-dependent processes in the chloroplast. Based on these find-
ings, a hypothesis that carbonic anhydrases in chloroplasts function interdependently is developed.
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Исследованы механизмы адаптации первичных реакций фотосинтеза у зеленой микроводоросли
Chlamydomonas reinhardtii к действию кадмия путем изучения динамики распределения ключевых
показателей фотосинтеза в популяции клеток. Синхронную культуру микроводорослей инкубиро-
вали в течение 96 ч в присутствии 25 мкМ кадмия и регистрировали OJIP-кривые у индивидуальных
клеток на разных этапах инкубации с токсикантом с помощью оригинального микрофлуориметра.
Анализ OJIP-кривых позволил определить распределение среди клеток ключевых параметров JIP-
теста: FV/FM, ЕТО/ABS, RC/ABS, которые характеризуют фотохимическую активность ФС II, элек-
тронный транспорт в ФС II и поглощение света активным центром ФС II. Адаптация первичных ре-
акций фотосинтеза микроводорослей к действию кадмия сопровождалась появлением в культуре
двух сравнимых по вкладу фракций клеток, которые сохраняли стабильность фотосинтетических
характеристик в условиях индуцированного токсикантом  нарушения энергетического баланса.
Клетки первой фракции сохраняли умеренную активность ФС II за счет уменьшения размера ан-
тенны ФС II, в то время как клетки второй фракции обладали низкой фотохимической активностью
ФС II, сохраняя размер антенны близкий контрольным клеткам. 

Ключевые слова: флуоресценция хлорофилла, микрофлуориметрия, фотосинтез, микроводоросли, адап-
тация, кадмий. 
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Внутрипопуляционная вариабельность клеток
различных микроорганизмов является важным
адаптационным механизмом, позволяющим уве-
личить шансы на выживание в условиях действия
неблагоприятных факторов, в том числе при ток-
сическом стрессе [1, 2]. Большинство современ-
ных исследований, направленных на изучение
адаптационных механизмов микроводорослей,
основываются на анализе данных, полученных на
суспензионных культурах, то есть используются
усредненные значения по популяции. В то же
время роль изменений структуры популяции в от-
вет на стресс изучена в меньшей степени, в том
числе из-за сложности регистрации параметров
состояния отдельной клетки.

Вариабельность клеток микроорганизмов ши-
роко распространена в природе. В частности, в
микробных колониях хорошо изучена неодно-
родность морфологических и метаболических ха-
рактеристик клеток [3]. У зеленой микроводорос-
ли Chlamydomonas reinhardtii выявлены различия
между клетками по скорости роста и деления [4].
Выявлены различия в физиологии, метаболизме
и морфологии между отдельными клетками раз-
ных видов водорослей в условиях недостатка био-
генных элементов [5]. Ранее нами показано, что в
популяции Chlorella sorokiniana при действии ток-
сиканта 2,3',4,4',6-пентахлорбифенила выживает
только 2–3% клеток, которые обладают высокой
устойчивостью фотосинтеза к данному веществу
[6]. 

Фотосинтетическая активность является од-
ним из ключевых индикаторов физиологического
состояния фототрофов и широко используется

Сокращения: ФХ – флуоресценция хлорофилла, ППФ –
плотность потока фотонов. 

УДК 577.345 
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при изучении ответных реакций организма на
воздействие неблагоприятных факторов внешней
среды. Одними из наиболее быстрых и информа-
тивных подходов к изучению первичных реакций
фотосинтеза являются методы регистрации флуо-
ресценции хлорофилла (ФХ), в том числе кривых
световой индукции ФХ (так называемых OJIP-
кривых). Типичная OJIP-кривая представляет со-
бой индуцированную вспышкой света высокой
интенсивности кинетическую кривую роста вы-
хода ФХ от минимального значения FО (точка О)
у адаптированного к темноте образца с окислен-
ным состоянием переносчиков электронов фото-
синтетической электрон-транспортной цепи до
максимального уровня FM (пик Р), когда элек-
трон-транспортная цепь переходит в полностью
восстановленное состояние. На такой кривой
обычно наблюдаются три фазы роста выхода ФХ:
OJ (от 5–40 мкс до 2–3 мс), JI (от 2–3 мс до 20–
30 мс) и IP (от 20–30 мс до 100–200 мс), которые
обусловлены тремя последовательными процес-
сами восстановления электрон-транспортной це-
пи. OJ-фаза (так называемая фотохимическая фа-
за) зависит от интенсивности возбуждающего
света и отражает частичное восстановление ак-
цепторной стороны ФС II, а именно, хинонных
акцепторов QA (в большей степени) и QB (в мень-
шей степени) [7]. Считается, что последующие за
точкой J фазы JI и IP обусловлены дополнитель-
ным восстановлением акцепторной стороны ФС
II, увеличением энергизации тилакоидных мем-
бран и конформационными изменениями ФС II
[8–10]. Для анализа OJIP-кривой часто использу-
ется JIP-тест [11, 12], позволяющий оценивать
процессы преобразования световой энергии и
эффективность первичных реакций фотосинтеза.

В настоящей работе исследовали механизмы
адаптации культуры C. reinhardtii к токсическому
действию одного из наиболее актуальных про-
мышленных токсикантов – кадмия – путем ана-
лиза распределения ключевых показателей фото-
синтетической активности в популяции клеток. В
целом, механизмы токсического действия данно-
го токсиканта на первичные реакции фотосинте-
за хорошо изучены на высших растениях и мик-
роводорослях [13, 14], однако влияние кадмия на
гетерогенность популяции микроводорослей
остается малоизученным. 

В данной работе гетерогенность популяции
C. reinhardtii изучали путем анализа OJIP-кривых,
измеренных на индивидуальных водорослевых
клетках с помощью оригинального микрофлуо-
риметра, разработанного на кафедре биофизики
биологического факультета МГУ [15]. Необходи-
мо отметить, что микрофлуориметрический ме-
тод ранее использовали, в основном, для анализа
распределения параметра JIP-теста FV/FM, отра-

жающего фотохимическую активность ФС II, в
популяции микроводорослей [16, 17]. Этот пара-
метр связан с самым первым (фотохимическим)
этапом преобразования энергии в фотосинтети-
ческой электрон-транспортной цепи. Однако
анализ OJIP-кривых позволяет определять и дру-
гие важные показатели первичных реакций фото-
синтеза. 

Ранее нами было показано, что форма кине-
тической кривой OJIP индивидуальной водорос-
левой клетки, измеренной с помощью ориги-
нального микрофлуориметра, соответствует
типичной кривой, измеренной в суспензии мик-
роводорослей с помощью стандартных флуори-
метров, таких как PEA и MPEA (Hansatech, Вели-
кобритания) [18]. Однако кривая индивидуаль-
ной клетки характеризуется рядом особенностей,
обусловленных использованием очень высокой
интенсивности возбуждающего света в микро-
флуориметре: плотность потока фотонов (ППФ)
15000 мкмоль фотонов м−2 с−1, в то время как в
стандартном флуориметре ППФ обычно состав-
ляет 3000 – 5000 мкмоль фотонов м−2 с−1. Необхо-
димость использования такой высокой интен-
сивности света в микрофлуориметре связана с
тем, что сигнал ФХ от индивидуальной клетки
очень мал, и его регистрация сопровождается су-
щественным вкладом шумовой компоненты. По-
скольку выход ФХ пропорционален интенсивно-
сти возбуждающего света, то повышение интен-
сивности света сопровождается увеличением
выхода ФХ и, соответственно, ростом отношения
сигнал/шум. К характерным особенностям OJIP-
кривой индивидуальной клетки относятся: высо-
кая скорость начального роста выхода ФХ
(фаза OJ) и занижение величины пика Р (FM)
вследствие раннего развития процессов нефото-
химического тушения [18].

В нашей работе путем анализа OJIP-кривых
индивидуальных клеток C. reinhardtii оценивали
внутрипопуляционное распределение следую-
щих ключевых характеристик первичных реак-
ций фотосинтеза: максимального квантового вы-
хода фотохимического преобразования энергии в
ФС II (FV/FM), квантового выхода электронного
транспорта (ЕТО/ABS) и отношения активных ре-
акционных центров к поглощенному свету
(RC/ABS). Полученные результаты указывают на
то, что адаптация первичных реакций фотосинте-
за у C. reinhardtii к действию кадмия на уровне
структуры популяции сопровождается появлени-
ем разных типов клеток со специфическими
свойствами ФС II, которые определяют устойчи-
вость фотосинтеза к условиям энергетического
дисбаланса.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование микроводорослей. В качестве

объекта исследования использовали синхронную
культуру Chlamydomonas reinhardtii, выращенную
на минеральной среде HS [19]. Культуры растили
в течение 72 ч до концентрации ~3 мкг хлорофил-
ла·мл–1 в конических колбах Эрленмейера объе-
мом 100 мл на шейкере при скорости перемеши-
вания 120 об. мин–1 и температуре 25°С. Исполь-
зовался следующий режим периодического
освещения: 10 ч свет (люминесцентные лампы,
плотность потока фотонов (ППФ) 100 мкмоль
фотонов м–2с–1), 14 ч темнота. 

Полученную синхронную культуру разливали
в колбы Эрленмейера объемом 50 мл и добавляли
кадмий (в виде CdSO4) в конечной концентрации
25 мкМ. Ранее нами были показано, что схожая
концентрация кадмия индуцирует долгосрочные
изменения, обусловленные процессами адаптации
и фотодеструкции первичных реакций фотосинте-
за в культурах микроводорослей Scenedesmus quad-
ricauda и Chlorella sorokiniana [14]. Затем контроль-
ные и обработанные клетки помещали на посто-
янный свет (ППФ 40 мкмоль фотонов м–2с–1) и
инкубировали в течение 72 ч на шейкере при ско-
рости перемешивания 120 об.·мин–1 и температуре
25°С. 

Регистрация OJIP-кривых. OJIP-кривые реги-
стрировали на индивидуальных клетках C. rein-
hardtii с помощью разработанного на кафедре
биофизики биологического факультета МГУ
имени М.В. Ломоносова микрофлуориметра, как
описано ранее [15]. Источником возбуждения ФХ
служил синий свет светодиодного источника с
максимумом полосы излучения 445 нм и ППФ
15000 мкмоль фотонов м–2с–1. Перед измерением
ФХ в суспензию клеток добавляли этанол в ко-
нечной концентрации 0.3% для обездвиживания
клеток, после чего выдерживали образец в темно-
те в течение 5 мин. Затем образец с клетками по-
мещали в камеру Горяева и проводили измерения
с помощью микрофлуориметра, настраивая фо-
кус на отдельную клетку. На индивидуальной
клетке последовательно регистрировали мини-
мум 10 индукционных кривых каждая длительно-
стью 200 мс с темновым периодом между измере-
ниями 20 с, после чего кривые усредняли. Техни-
ческие повторности проводили для накопления
сигнала и повышения отношения сигнал/шум на
OJIP-кривых.

Анализ OJIP-кривых. Для анализа OJIP-кри-
вых использовали JIP-тест [11]. Сначала опреде-
ляли следующие характеристические точки на
OJIP-кривых: 

– интенсивность ФХ при 20 мкс (FО), 300 мкс
(F300 мкс), 2 мс (FJ), 20 мс (FI); 

– величину максимального выхода ФХ на
OJIP-кривой (FM).

Затем полученные результаты использовали
для расчета следующих избранных параметров
JIP-теста: 

1) максимального квантового выхода фотохи-
мического преобразования энергии в ФС II
(FV/FM = (FM – FO)/FM);

2) квантового выхода электронного транспор-
та (ЕТО/ABS = FV/FM × (1 – VJ), где VJ = (FJ –
‒ FO)/FM); 

3) отношения активных реакционных центров
к поглощенному свету (RC/ABS = [(F2 мс – FО)/(4 ×
× (F300 мкс – FО))] × (FV/FM)). 

Статистический анализ. Представленные ре-
зультаты (OJIP-кривые) получены в 3 биологиче-
ских повторностях, каждая из которых являлась
результатом усреднения минимум 10 технических
повторностей. Статистическую значимость раз-
личий оценивали с помощью однофакторного
дисперсионного анализа (One way ANOVA) и па-
раметрического критерия Тьюки (Tukey test). Раз-
личия между показателями при p < 0.05 считали
статистически значимыми. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены типичные OJIP-кри-

вые индивидуальных клеток C. reinhardtii, полу-
ченные в культурах до обработки (рис. 1а, 0 ч) и
через 72 ч после обработки 25 мкМ кадмия
(рис. 1б). Видно, что кривые в клетках контроль-
ной культуры характеризовались типичной фор-
мой с тремя фазами роста ФХ: OJ, JI и IP. Норми-
ровка сигнала ФХ на FО в контроле выявила ста-
тистически достоверную вариабельность OJIP-
кривых по величине переменной флуоресценции
(FV/FO) (три типа кривых, рис. 1а). При этом фор-
ма OJIP-кривых характеризовалась стабильно-
стью и слабо изменялась внутри контрольной по-
пуляции клеток. Этот результат свидетельствует о
том, что клетки в культуре, выращенной в усло-
виях, близких к оптимальным для фотосинтеза,
различались по величине фотохимической актив-
ности ФС II.

Более выраженные различия между OJIP-кри-
выми индивидуальных клеток наблюдались через
72 ч инкубации C. reinhardtii в присутствии кад-
мия (рис. 1б). При этом ожидаемо наблюдалось
снижение общего выхода величины FV/FO по
сравнению с контролем, а также возрастала вари-
абельность кривых по величине FV/FO. Так, в об-
работанной культуре одновременно присутство-
вали клетки с величиной FV/FO как в контроле
(рис. 1а) и клетки с практически отсутствующей
переменной ФХ, что свидетельствует об очень
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низкой фотохимической активности ФС II. Для
более детального анализа влияния кадмия на ге-
терогенность популяции C. reinhardtii по показа-
телям первичных реакций фотосинтеза мы иссле-
довали динамику распределения в популяции
ключевых параметров JIP-теста: FV/FM,
ЕТО/ABS, RC/ABS, рассчитанных из OJIP-кри-
вых индивидуальных клеток.

На рис. 2 показано влияние кадмия на распре-
деление величины параметра FV/FM среди клеток
культуры C. reinhardtii. На начальной стадии экс-
перимента (0 ч, до добавления кадмия) величина
FV/FM варьировала от 0.5 до 0.8, при этом при-
мерно половина клеток (53%) характеризовалась
значениями FV/FM в интервале 0.5–0.6, а осталь-
ные клетки показывали более высокие значения.

Данный результат свидетельствует о достаточно
высокой гетерогенности контрольной культуры
микроводорослей по величине фотохимической
активности ФС II. Несколько заниженные значе-
ния фотохимической активности ФС II от ожида-
емых обусловлены особенностями метода реги-
страции OJIP-кривых индивидуальных клеток
как упоминалось выше. Так, в оптимальных усло-
виях роста микроводорослей величина FV/FM, из-
меренная в суспензии клеток C. reinhardtii стан-
дартными методами, составляет ~0.7.

Под влиянием кадмия наблюдалось резкое
увеличение гетерогенности культуры C. reinhardtii
по величине FV/FM, сопровождавшееся появле-
нием фракций клеток с низкими значениями это-
го параметра (в интервале 0.1–0.3) (рис. 2). Через
24 ч токсического действия практически у поло-

Рис. 1. Типичные OJIP-кривые индивидуальных клеток C. reinhardtii в 0 ч (а) и через 72 ч инкубации (б) в присутствии
25 мкМ Сd; 1, 2, 3 – кривые представляют фракции клеток с разной фотохимической активностью. Кривые
нормированы на величину FO.

Рис. 2. Распределение величины FV/FM среди клеток культуры C. reinhardtii в 0, 24, 72 и 96 ч инкубации в присутствии
25 мкМ Сd. Выборка для каждого времени измерения составляла не менее 100 клеток. * – Достоверные различия
величины FV/FM у обработанных кадмием (24, 72 и 96 ч) по сравнению с необработанными (0 ч) клетками.
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вины клеток в популяции наблюдались очень
низкие значения FV/FM (0.1–0.2), в то время как
примерно 10% клеток сохраняли максимальные
значения FV/FM (> 0.7). Очевидно, что фракция
клеток с высокой фотохимической активностью
ФС II характеризуется в целом высокой толе-
рантностью к кадмию. Более длительная инкуба-
ция с токсикантом (до 96 ч) приводила к стабиль-
ному преобладанию двух типов клеток со значе-
ниями FV/FM в интервалах 0.5–0.6 и 0.2–0.3. Этот
результат указывает на некоторое снижение гете-
рогенности популяции клеток по фотохимиче-
ской активности по сравнению с начальной ста-
дией действия кадмия (24 ч). Практически одина-
ковое распределение величины FV/FM на поздних
стадиях эксперимента (72 и 96 ч) свидетельствует
об отсутствии значительных изменений в струк-
туре популяции по величине фотохимической ак-
тивности ФС II, скорее всего вследствие частич-
ной адаптации фотосинтетического аппарата к
токсическому стрессу. 

Параметр ЕТО/ABS (активность электронного
транспорта) является более комплексным по
сравнению с FV/FM, поскольку характеризует два
последовательных первичных процесса фотосин-
теза: фотохимическое преобразование энергии в
ФС II (способность к восстановлению QА) и спо-
собность к переносу электрона с QА ФС II в пла-
стохиноновый пул [11]. В отличие от параметра
FV/FM, который может быть измерен с помощью
различных технических подходов и поэтому по-
лучил широкое распространение [20‒22],
ЕТО/ABS можно корректно оценить только из
OJIP-кривых. ЕТО/ABS эмпирически и теорети-
чески обоснован и может рассматриваться в каче-

стве одного из ключевых параметров JIP-теста
[7]. 

Влияние кадмия на распределение величины
ЕТО/ABS среди клеток культуры C. reinhardtii по-
казано на рис. 3. До обработки клеток (0 ч) вели-
чина ЕТО/ABS варьировала в диапазоне 0.2–0.3,
при этом распределение клеток по данному пара-
метру было сходным с распределением FV/FM в
0 ч (рис. 2), указывая на то, что распределение
ЕТО/ABS в контрольной культуре определялось, в
основном, распределением FV/FM. Инкубация с
токсикантом в течение 24 ч приводила к появле-
нию двух основных фракций клеток: с величиной
ЕТО/ABS в интервалах 0.20–0.25 (40%) и 0.05–0.10
(50%). При этом сохранялась незначительная
фракция клеток (10%) с высокой величиной
ЕТО/ABS (0.25–0.30). Более длительная инкуба-
ция культуры (72 и 96 ч) существенно не изменяла
распределение клеток, наблюдаемое в 24 ч, при
этом характер распределения ЕТО/ABS в интерва-
ле 72–96 ч походил на таковой для FV/FM (рис. 2).
Таким образом, изменения активности электрон-
ного транспорта при действии кадмия в целом
определялись изменениями фотохимической ак-
тивности ФС II, и, соответственно, компонент,
связанный с электронным транспортом с ФС II в
пластохиноновый пул, не изменялся значительно
в наших экспериментальных условиях. Динамика
распределения активности электронного транс-
порта среди клеток C. reinhardtii в присутствии
кадмия характеризовалась большей стабильно-
стью по сравнению с фотохимической активно-
стью ФС II, поскольку основные изменения про-
исходили в течение первых 24 ч, а затем носили
минорный характер. 

Рис. 3. Распределение величины ЕТО/ABS среди клеток культуры C. reinhardtii в 0, 24, 72, 96 ч инкубации в присутствии
25 мкМ Сd. Выборка для каждого времени измерения составляла не менее 100 клеток. * – Достоверные различия
величины ЕТО/ABS у обработанных кадмием (24, 72 и 96 ч) по сравнению с необработанными (0 ч) клетками.
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Параметр RC/ABS также является важной ха-
рактеристикой первичных реакций фотосинтеза,
отражая количество фотохимически активных
центров ФС II, нормированных на светопогло-
щение, которое пропорционально содержанию
фотосинтетических пигментов. Считается, что
обратная величина (параметр ABS/RC) отражает
размер светособирающей антенны активного
центра ФС II. 

Распределение RC/ABS среди клеток C. rein-
hardii в присутствии кадмия показано на рис. 4. В
течение всего периода инкубации микроводорос-
лей наблюдали изменения значений данного па-
раметра в широком диапазоне: от 0.05 до 0.70. В
культуре до добавления кадмия (0 ч) величина
RC/ABS у клеток варьировала в интервале 0.20–
0.35, при этом более половины клеток характери-
зовались значениями в узком диапазоне значе-
ний: от 0.20 до 0.25. Воздействие токсиканта в те-
чение 24 ч приводило к появлению фракции кле-
ток (около 50%) с низкими значениями RC/ABS в
интервале 0.05–0.10. Сопоставление этих измене-
ний с изменениями FV/FM (рис. 2) указывает на
то, что основной причиной снижения величины
RC/ABS через 24 ч инкубации является подавле-
ние фотохимической активности центров ФС II у
значительной части водорослевых клеток. Инку-
бация культуры в присутствии кадмия в течение
72 и 96 ч сопровождалась появлением двух доми-
нирующих фракций клеток со значениями
RC/ABS в достаточно узких интервалах: 0.15–0.20
(~40%) и 0.65–0.70 (~55%). Очевидно, что появ-
ление клеток с высокими значениями RC/ABS (в
два-три раза выше, чем в контрольных клетках)
обусловлено снижением светопоглощения вслед-
ствие снижения содержания фотосинтетических
пигментов, в первую очередь, хлорофилла в клет-

ках. Распределение RC/ABS в интервале инкуба-
ции от 72 до 96 ч практически не изменялось, ука-
зывая на стабильное соотношение между актив-
ными реакционными центрами и поглощенным
светом. Полученные результаты свидетельствуют
о том, что кадмий индуцирует снижение размера
светособирающей антенны активного центра
ФС II у значительного количества обработанных
клеток. Действительно, ранее было показано, что
действие кадмия на фотосинтетический аппарат
C. reinhardtii сопровождается общим снижением
содержания хлорофилла в клетках и размера све-
тособирающей антенны ФС II [23]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современные высокочувствительные методы
измерения ФХ предоставляют перспективную
возможность измерения OJIP-кривых на индиви-
дуальных водорослевых клетках, что позволяет
исследовать механизмы адаптации микроводо-
рослей к стрессовым воздействиям, связанные с
реорганизацией структуры популяции клеток. В
представленном исследовании мы впервые оха-
рактеризовали влияние кадмия на гетерогенность
культуры C. reinhardtii путем измерения и анализа
кинетических кривых ФХ индивидуальных кле-
ток. Анализ кривых проводили путем расчета
ключевых параметров JIP-теста: FV/FM, ETO/ABS
и RC/ABS. Нами показано, что адаптация культу-
ры C. reinhardtii к токсическому действию сопро-
вождается появлением нескольких типов клеток:

1) клеток с умеренной и низкой фотохимиче-
ской активностью (FV/FM в интервалах 0.5–0.6
(~40% от общего числа) и 0.2–0.3 (~55%) соответ-
ственно);

Рис. 4. Распределение величины RC/ABS среди клеток культуры C. reinhardtii в 0, 24, 72, 96 ч инкубации в присутствии
25 мкМ Сd. Выборка для каждого времени измерения составляла не менее 100 клеток. 



484

БИОФИЗИКА  том 69  № 3  2024

ВОЛГУШЕВА и др.

2) клеток с высоким и низким отношением
фотохимически активных центров ФС II к погло-
щенному свету (RC/ABS в интервалах 0.65–0.70
(~40%) и 0.15–0.20 (~55%) соответственно).

Сопоставление распределения FV/FM и
RC/ABS позволяет сделать вывод о том, что через
72 ч инкубации C. reinhardtii в присутствии кад-
мия формируются две стабильные и сравнимые
по вкладу фракции клеток. Клетки первого типа,
доля которых составляет около 40% от общего
числа, характеризуются умеренной фотохимиче-
ской активностью и малым размером антенны
ФС II, в то время как клетки второго типа с долей
около 55% обладают низкой фотохимической ак-
тивностью и характерным для контрольных кле-
ток размером антенны ФС II. 

Таким образом, изменения первичных реак-
ций фотосинтеза в клетках C. reinhardtii под дей-
ствию кадмия протекают наиболее вероятно по
двум возможным путям. Первый путь предпола-
гает сохранение умеренной активности ФС II в
клетке за счет уменьшения размера светособира-
ющей антенны на активный центр ФС II. Так, ма-
лый размер антенны ФС II снижает избыточное
возбуждение реакционных центров в условиях
дисбаланса между поглощением и потреблением
энергии в процессах фотосинтеза, индуцирован-
ного кадмием. Таким образом, снижается образо-
вание активных форм кислорода в ФС II и, соот-
ветственно, фотодеструкция ФС II. Второй путь
обусловлен переходом ФС II в малоактивное со-
стояние (с активностью менее 25% от контроль-
ного уровня), в котором ФС II также сохраняет
устойчивость к деструктивным реакциям. Даль-
нейшее изучение феномена множественности
путей адаптации клеток микроводорослей к
стрессовому воздействию должно включать изу-
чение механизмов запуска («выбора» клеткой) то-
го или иного адаптационного механизма на ран-
них стадиях токсического стресса.
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 Acclimation of Primary Photosynthetic Reactions in the Cells of Chlamydomonas 
reinhardtii to Cadmium: Analysis of Cell Population Heterogeneity

 А.А. Volgusheva*,  I.V. Konyukhov*, and T.K. Antal** 

*Department of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

**Laboratory of Integrated Environmental Research, Pskov State University, Krasnoarmeyskaya ul. 1, Pskov, 180000 Russia

The mechanisms of acclimation of primary photosynthetic reactions in the green microalgae Chlamydomonas
reinhardtii to the toxic action of cadmium were investigated by analyzing the dynamics of distribution of key
photosynthetic parameters in cell population. A synchronous culture of microalgae was incubated for 96 h in
the presence of 25 μM Cd, and OJIP-transient curves of individual cells were recorded at different stages of
incubation with the toxicant using an original microfluorometer. The analysis of OJIP-transient curves made
it possible to determine distributions of key JIP-test parameters: FV/FM, ETO/ABS, RC/ABS, which repre-
sent photochemical activity of PS II, electron transport in PS II, and light absorption per active reaction cen-
ter in PS II, respectively. Acclimation of primary photosynthetic reactions in microalgae to cadmium was ac-
companied by the appearance of two dominating cell fractions, which demonstrated the stable values of pho-
tosynthetic parameters when energy imbalance occurred due to the presence of the toxicant. The cells related
to the first fraction retained moderate PS II activity by the effect of reduced PS II antenna size, while the cells
of the second fraction showed low photochemical activity of PS II keeping antenna size similar to those of
control cells.

Keywords: chlorophyll fluorescence, microfluorometry, photosynthesis, microalgae, acclimation, cadmium
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Фотосистема II – один из основных пигмент-белковых комплексов фотосинтеза, обладающий
высокой чувствительностью к неблагоприятным факторам внешней среды. Неоднородность
свойств фотосистемы II необходима для устойчивости автотрофных организмов к стрессовым
факторам. Оценка гетерогенности фотосистемы II может быть использована в экологическом
мониторинге для оперативного выявления загрязнения окружающей среды. Предлагается
комплексный подход к оценке гетерогенности фотосистемы II, основанный на математическом
анализе формы кривой индукции флуоресценции хлорофилла а образцов, обработанных 3-(3,4-
дихлорфенил)-1,1-диметилмочевиной с помощью математической модели и параметров JIP-теста.
Были проанализировали кривые индукции флуоресценции, полученные для обработанных
образцов культуры клеток Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus, Pleurochloris и Stichococcus при
выращивании на свету интенсивностью 8 и 16 Вт·м–2. Для всех случаев проведена оценка
соотношения реакционных центров с различным размером антенн (альфа- и бета-центров), а также
определена доля активных и неактивных кислород-выделяющих комплексов.

Ключевые слова: фотосистема II, математическая модель, гетерогенность реакционного центра.
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Пигмент-белковые комплексы фотосистемы
II (ФСII) хорошо изучены в экспериментальных
и модельных исследованиях. Форма кривых ин-
дукции флуоресценции, отражающих динамику
переходов между состояниями ФСII, является
чувствительным индикатором состояния реакци-
онного центра ФСII. Изменение формы кривой
свидетельствует об изменениях в тех или иных
структурах реакционного центра ФСII и отражает
изменение внешних условий или действие стрес-
са. Реакционные центры ФСII гетерогенны по
своей природе. Гетерогенность может проявлять-
ся в строении и размере светособирающей антен-
ны. Еще одним вариантом гетерогенности ФСII
являются QB-невосстанавливающие центры, в
которых частично или полностью заблокирован

перенос электрона с первичного хинона на вто-
ричный. Донорная часть ФСII, связанная с кис-
лород-выделяющим комплексом (КВК), также
может проявлять гетерогенность вследствие раз-
личной активности КВК. Так, в работе [1] для
культуры водоросли Chlamydomonas было показа-
но, что 12–16% реакционных центров (РЦ) в мем-
бранах, обогащенных ФСII, не имеют марганце-
вых кластеров, входящих в состав кислород-вы-
деляющих комплексов. Было высказано
предположение, что это связано с тем, что часть
реакционных центров ФСII в препаратах нахо-
дятся в процессе сборки или деградации [1, 2].

Гетерогенность антенны ФСII была впервые
описана в работах [3, 4]. Анализируя кинетику
подъема кривой индукции флуоресценции адап-
тированных к темноте хлоропластов в присут-
ствии ингибитора ФСII диурона (N-(3,4-дихлор-
фенил)-N-диметилмочевины – DCMU), авторы
выдвинули предположение о существовании двух

Сокращения: ФСII – фотосистема II, КВК – кислород-вы-
деляющий комплекс, РЦ – реакционный центр, DCMU –
N-(3,4-дихлорфенил)-N-диметилмочевина (диурон). 
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популяций ФСII. Известно, что комплементар-
ная площадь над кривой индукции флуоресцен-
ции (площадь между кривой флуоресценции и го-
ризонтальной линией на максимальном уровне
флуоресценции Fm) в присутствии DCMU про-
порциональна количеству фотосистем, способ-
ных осуществлять восстановление первичного
хинона QA [5, 6]. Авторы работ [3, 4], рассматри-
вая в полулогарифмическом масштабе кинетику
индукции флуоресценции в присутствии DCMU,
обнаружили две фазы с различными характерны-
ми временами и соотнесли их с двумя популяци-
ями ФСII, а именно, ФСIIα и ФСIIβ. В дальней-
шем была обнаружена и третья, еще более мед-
ленная, фаза, которую соотнесли с популяций
ФСIIγ [7, 8].

Работы, в которых были получены трехмерные
структуры ассоциированных с ФСII светособира-
ющих комплексов, появились сравнительно не-
давно [9, 10]. Более ранние предположения о
строении реакционных центров ФСIIα, ФСIIβ и
ФСIIγ основывались на исследовании кинетики
индукции флуоресценции. Считалось, что реак-
ционные центры ФСIIγ имеют только «коровую»
антенну (~50 молекул хлорофилла a), реакцион-
ные центры ФСIIβ в дополнение к коровой ан-
тенне имеют также внутреннюю антенну (сум-
марно ~130 молекул хлорофилла a и b), а в реак-
ционных центрах ФСIIα имеется также
периферическая антенна (суммарно ~210–
250 молекул хлорофилла a и b) [11, 12]. Доминиру-
ющая форма (ФСIIα) локализована в гранах [13] и
характеризуется наибольшей светособирающей
антенной. Предполагается, что несколько реак-
ционных центров ФСIIα связаны общей антен-
ной и способны передавать энергию возбуждения
друг другу, что приводит к появлению сигмои-
дального участка на кривой индукции флуорес-
ценции в присутствии DCMU [14]. Однако в ра-
боте [15] экспериментально было показано, что
сигмоидальный участок может появиться и в
условиях отсутствия связности (когда реакцион-
ные центры содержат только коровую антенну), а
его появление может быть связано, как предпола-
гают авторы процитированной работы, с конфор-
мационными изменениями в реакционном цен-
тре. ФСIIβ располагаются в основном в стро-
мальной области и характеризуются примерно в
2 раза меньшим размером светособирающей ан-
тенны по сравнению с ФСIIα, а также невозмож-
ностью передачи возбуждения между реакцион-
ными центрами, что приводит к экспоненциаль-
ной кинетике кривой индукции флуоресценции в
присутствии DCMU. Процессы разделения заря-
дов и излучения флуоресценции в α- и β-центрах
предполагаются сходными [16].

Сообщалось, что стресс, вызываемый дей-
ствием окружающей среды, может влиять на гете-

рогенность ФСII, увеличивая долю реакционных
центров ФСIIβ [17–20]. Как было показано в ра-
боте [21], размер антенны может меняться и в
процессе адаптации к стрессу. Таким образом,
анализ неоднородности реакционных центров по
размеру светособирающей антенны может быть
использован для определения структурных и/или
функциональных изменений в условиях стресса,
которые могут оказать негативное влияние на
продуктивность ФСII и рост биомассы.

Для оценки размера антенны ФСII применя-
ются различные методы, основанные на реги-
страции индуцированных светом изменений
поглощения ее компонентов [22], регистрации
скорости фиксации CO2 [23], стационарной ско-
рости выделения кислорода [24], мгновенного
выхода кислорода [25] или мгновенного высво-
бождения протонов [26]. Однако применение та-
ких методов возможно лишь в условиях in vitro и
позволяет получить лишь достаточно грубые
усредненные оценки размера антенны.

Другой подход основан на анализе формы кри-
вой индукции флуоресценции хлорофилла а в
присутствии DCMU математическими методами
[27] и позволяет выявить существование несколь-
ких пулов реакционных центров ФСII с различ-
ным размером антенны, т.е. охарактеризовать ее
гетерогенность. Получение индукционных кри-
вых в присутствии DCMU не вызывает трудно-
стей и позволяет получать обширные наборы та-
ких кривых, например, на разных стадиях адапта-
ции растительных организмов к стрессу. Это дает
возможность оценить динамику изменения гете-
рогенности антенны ФСII в процессе развития
стресса.

Математические методы, используемые для
обработки кривых индукции флуоресценции,
удобны тем, что позволяют достаточно быстро
провести анализ большого количества экспери-
ментальных кривых. Одним из наиболее широко
используемых математических методов выявле-
ния различных типов реакционных центров
(ФСIIα, ФСIIβ и ФСIIγ) является выделение не-
скольких экспоненциальных фаз с различными
характерными временами на площади между
кривой индукции флуоресценции, отложенной в
полулогарифмическом масштабе, и горизонталь-
ной линией на максимальном уровне флуорес-
ценции Fm (комплементарной площади). Нали-
чие нескольких экспоненциальных фаз, как пра-
вило, соотносят с существованием нескольких
популяций реакционных центров с разным раз-
мером светособирающей антенны: ФСIIα, ФСIIβ
и ФСIIγ. Однако, как указывалось в работах [27,
28], точность метода разложения на экспоненты
очень сильно зависит от точности определения
максимума индукционной кривой значения Fm.
Ошибка на 2–3% в определении Fm, может приве-
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сти к ошибке на 100% в определении характерных
времен и амплитуд фаз на кривой. В связи с этим
было предложено [27] использовать для анализа
индукционных кривых математическую модель
ФСII. В этом случае нет необходимости исполь-
зовать комплементарные площади, а оценка гете-
рогенности производится непосредственно с по-
мощью модели, путем идентификации ее пара-
метров по экспериментальным данным. Для
анализа гетерогенности реакционных центров в
образцах Chlamydomonas, обработанных DCMU, в
работах [27, 29] была использована простая мо-
дель, рассматривающая два состояния ФСII –
«открытые» и «закрытые» реакционные центры.
Комбинация из нескольких таких моделей позво-
лила авторам оценить долю различных реакцион-
ных центров (ФСIIα, ФСIIβ и ФСIIγ). Однако не-
обходимо отметить, что фазы, обнаруживаемые
на индукционной кривой в присутствии DCMU,
могут отражать как наличие реакционных цен-
тров ФСII с антеннами различного размера, так и
процессы с различными характерными времена-
ми, происходящие в одном реакционном центре,
на что было указано в работах [3, 4]. Использова-
ние модели, включающей только два состояния
[27, 29], не может ответить на вопрос, с чем соот-
носится дополнительная экспоненциальная фаза
на кривой комплементарной площади – с другим
типом антенны или с каким-либо процессом, по-
скольку единственная реакция в такой модели ха-
рактеризует лишь световую стадию переноса
электрона. В работе [30] нами был предложен ме-
тод, основанный на иерархии времен процессов
ФСII, позволивший корректно упростить деталь-
ную модель ФСII и свести систему из 24 диффе-
ренциальных уравнений к системе из 2-х диффе-
ренциальных уравнений. Такой подход позволил
получить редуцированную модель, параметры
которой содержат все константы исходной де-
тальной модели, что позволило после аппрокси-
мации модели по экспериментальным кривым
дать интерпретацию процессов в терминах де-
тальной модели, рассматривая элементарные ста-
дии переноса электронов. Для того чтобы исполь-
зовать полученную редуцированную модель для
оценки гетерогенности реакционных центров
ФСII, была предложена комбинация из 4-х таких
моделей, отличающихся долями α- и β-центров
(ФСIIα, ФСIIβ) и долями активных и неактивных
кислород-выделяющих комплексов. С помощью
такого подхода было показано [30], что дополни-
тельная фаза на кривой индукции флуоресцен-
ции образцов клеток водорослей, обработанных
DCMU, при высокой интенсивности света
(2000 мкЭ м–2с–1 и выше) может соответствовать
реакции перехода КВК из состояния S1 в состоя-
ние S2. В данной работе демонстрируется приме-
нение разработанной модели [30] в комплексе с

параметрами JIP-теста для оценки и анализа гете-
рогенности реакционных центров пяти различ-
ных видов микроводорослей, каждая из которых
культивировалась при двух различных световых
условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеточных культур водорос-

лей. Культуры клеток пяти различных видов мик-
роводорослей: зеленых (Scenedesmus, Ankis-
trodesmus, Chlorella, Stichococcus) и желто-зеленых
(Pleurochloris) выращивали в течение 14 суток на
среде Тамия в колбах Эрленмейера объемом
250 мл при температуре 24°C. Каждую из культур
выращивали при постоянном освещении на двух
различных интенсивностях света: 8 Вт/м2

(35 мкЭ м–2с–1) и 16 Вт/м2 (70 мкЭ м–2с–1). Про-
бы отбирали в среднелогарифмической фазе ро-
ста культуры (около 10 мкг хлорофилла/мл).

Отбор проб, обработка DCMU. Образцы кле-
точной суспензии разливали в колбы Эрленмейе-
ра емкостью 100 мл. Для нормализации данных,
полученных в ходе различных экспериментов,
суспензию водорослей разводили средой культи-
вирования до оптической плотности при длине
волны 680 нм D = 0.1 при длине оптического пути
1 см. Все дальнейшие операции с образцами про-
водились в полной темноте. После каждого этапа
инкубации образец перемешивали, чтобы
предотвратить осаждение клеток. Образцы остав-
ляли в темноте на 10 мин. После этого добавляли
раствор DCMU до достижения конечной концен-
трации 5 мкМ. Образцы инкубировали с DCMU в
течение 5 мин перед измерением флуоресценции
хлорофилла а.

Измерение кривых индукции флуоресценции.
Индукционные кривые измеряли с помощью
флуориметра МЕГА-25, разработанного на ка-
федре биофизики биологического факультета
МГУ имени М.В. Ломоносова [31]. В качестве ис-
точника действующего света использовали свето-
диод с максимумом испускания на 455 нм, флуо-
ресценцию регистрировали в диапазоне 670–
750 нм с помощью кремниевого фотодиода. Из-
мерение индукционных кривых проводили при
5 различных интенсивностях действующего све-
та: I1 = 1840 мкЭ м–2с–1, I2 = 3440 мкЭ м–2с–1,
I3 = 4900 мкЭ м–2с–1, I4 = 6230 мкЭ м–2с–1,
I5 = 7500 мкЭ м–2с–1.

Подготовка экспериментальных данных для
анализа с помощью модели. Для первичного ана-
лиза кривых индукции флуоресценции использо-
вали программу pyPhotoSyn [32, 33]. Для каждой
кривой было оценено время, необходимое для до-
стижения максимальной интенсивности флуо-
ресценции, и для аппроксимации модели были
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взяты 200 точек с интервалом времени, в основ-
ном равномерным в логарифмическом масштабе.
Для каждого эксперимента точки были нормали-
зованы к минимальному значению (Fm), изме-
ренному при самой низкой интенсивности света.

Математическая модель для анализа кривых ин-
дукции флуоресценции. В работе [30] была разра-
ботана детальная модель переходов между 24 со-
стояниями ФСII, реализующимися при действии
на ФСII ингибитора электронного транспорта
диурона (DCMU). Диапазон характерных времен
переходов между состояниями в ФСII составляет
9 порядков – от пикосекунд до сотен миллисе-
кунд. Наличие такой иерархии времен позволил
провести редукцию модели, используя теорему
Тихонова [34]: все переменные системы были
разделены на так называемые «быстрые» пере-
менные – уравнения, которые содержат малый
параметр при производной, и «медленные» –
оставшиеся переменные, после чего уравнения
для «быстрых» переменных были заменены на ал-
гебраические. Исходная модель, состоящая из
24 обыкновенных дифференциальных линейных
уравнений, была, таким образом, редуцирована в
систему из 3-х обыкновенных дифференциаль-
ных линейных уравнений. Важно отметить, что
решения исходной и редуцированной моделей
различались только на интервале времени до со-
тен наносекунд, а далее совпадали на всем остав-

шемся интервале времени. При этом диапазон
экспериментальных измерений начинается от де-
сятков микросекунд, т.е. редуцированная модель
описывает экспериментальные кривые с той же
точностью, что и исходная детальная модель. Та-
ким образом, были выделены три ключевых со-
стояния (рис. 1), динамика переходов между ко-
торыми определяет форму кривой индукции флу-
оресценции, полученной при обработке ФСII
DCMU.

Система дифференциальных уравнений, опи-
сывающая переходы между ключевыми состоя-
ниями на рис. 1, имеет вид: 

(1)

Учитывая закон сохранения x + y + z = 1, можно найти аналитическое решение: 

(2)

= − = − =· , · · , · .x x y y
dydx dzk x k x k y k y

dt dt dt

( ) ( ) ( )= − = − + − + =
− −

exp · , ·exp · ·exp · · 1, ,  1 – – ,y x
x x y

y x y x

k kx k t z k t k t y x z
k k k k

где kx и ky – параметры, состоящие из сочетаний
констант элементарных стадий детальной модели
[30]. Параметр kx включает световую константу и
константы разделения и рекомбинации зарядов в
открытых центрах, по значению близок к свето-
вой константе. Параметр ky включает константу
переноса электрона от КВК на тирозин и кон-

станты восстановления и окисления P680, по зна-
чению близок к константе переноса электрона от
КВК на тирозин.

Выражение для интенсивности флуоресцен-
ции F(t) состоит из «быстрых» переменных, одна-
ко после редукции системы его можно записать
через «медленные» переменные с учетом анали-
тических выражений (2) как 

F(t) = A1∙(1 – exp(–kx∙t)) + A2∙(1 – exp(–ky∙t)), (3)

где 

 Kpred – константа
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равновесия в реакции переноса электрона от ти-
розина на P680, Fot – параметр, аналогичный Fo,
минимальное значение флуоресценции для кри-
вой, является сочетанием констант разделения
зарядов в открытых и закрытых центрах, а также

Рис. 1. Схема редуцированной системы, описываю-
щая переходы в реакционном центре ФСII под дей-
ствием DCMU. Si – состояния КВК, Y – состояния
тирозина Z, P – состояния P680, I – состояния фео-
фитина, A – состояния первичного хинона QА.
S1YPIA – начальное состояние ФСII сразу после тем-
новой адаптации, где КВК находится в состоянии S1,
а все остальные переносчики находятся в нейтраль-
ном состоянии; S1YP+IA− и S1Y+PIA− – два состоя-
ния, находящиеся в быстром равновесии, где КВК в
состоянии S1, QА восстановлен, а электрон находится
либо на тирозине Y, либо на P680; S2YPIA− – состоя-
ние, где QА восстановлен, а КВК находится в состоя-
нии S2.
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константы рекомбинации. Конкретный вид вы-
ражений представлен в работе [30]. Таким обра-
зом, решение модели представляет собой двух-
фазную кривую, описываемую двумя экспонен-
циальными функциями, нарастание или спад
которой будет определяться знаками амплитуд А1
и А2, зависящими от конкретного сочетания вхо-
дящих в них параметров.

Простой вид полученной модели позволяет
составлять различные комбинации для модели-
рования гетерогенности антенны и гетерогенно-

сти донорной стороны ФСII. Флуоресценцию с
учетом разных долей α- и β-центров можно запи-
сать как

Fαβ = α × Fα + β × Fβ,

где Fα и Fβ – флуоресценция альфа- и бета-цен-
тров соответственно.

Каждый из вариантов реакционного центра
ФСII может содержать как активный, так и неак-
тивный КВК, что может быть отражено как 

Fα = s×Fα
s+ + (1 – s)×Fα

s–, Fβ
 = s×Fβ

s+ + (1 – s)×Fβ
s–, (4)

где Fi
s+ – флуоресценция i-го центра с активным

КВК, Fi
s- – флуоресценция i-го центра с неактив-

ным КВК, s – доля активных КВК. Таким обра-
зом, мы имеем комбинацию из 4-х моделей, в це-
лом отражающую гетерогенность и антенны, и
КВК.

Идентификация параметров модели и вычисле-
ние стандартных ошибок. Аппроксимацию мате-
матической модели по экспериментальным дан-
ным и построение соответствующих графиков
проводили с помощью программы DBSolve [35].
Чтобы получить стандартные ошибки для оценок
параметров, мы уточнили результаты аппрокси-
мации с помощью пакета lmfit Python [36]. Гра-
фики моделей были созданы с использованием
пакета Matplotlib Python [37].

Параметры JIP-теста. В дополнение к анализу
индукционных кривых с помощью математиче-

ской модели, по индукционным кривым, зареги-
стрированным без обработки DCMU, были вы-
числены следующие параметры JIP-теста [38]:
Vj – количество QB-невосстанавливающих цен-
тров, PI – индекс производительности, Fv/Fm –
квантовый выход первичной фотохимии.

РЕЗУЛЬТАТЫ

С помощью комбинированной модели были
проанализированы кривые индукции флуорес-
ценции, полученные для пяти различных видов
водорослей (Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus,
Pleurochloris, Stichococcus), выращенных при двух
разных интенсивностях света: I1 = 8 Вт·м–2 и
I2 = 16 Вт·м–2. На рис. 2 приведены нормирован-
ные на Fo кривые, полученные при интенсивно-

Рис. 2. Кривые индукции флуоресценции, нормированные на Fo, без обработки DCMU (верхний ряд), с обработкой
DCMU (нижний ряд). Интенсивность действующего света I = 3440 мкЭ·м–2с–1. 
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сти действующего света I = 3440 мкЭ м–2с–1.
Кривые, полученные с добавлением DCMU, ана-
лизировали с помощью комбинированной моде-
ли (4), кривые, полученные без добавления DC-
MU, анализировали с помощью JIP-теста.

При анализе кривых с помощью модели мы
исходили из предположения, что различия между
альфа- и бета-центрами ограничиваются только
эффективностью светосбора, и, как следствие,
константами скоростей светозависимого образо-
вания возбужденных состояний пигмента реак-
ционного центра в реакции P → P* (соответ-
ственно kxα и kxβ), тогда как остальные константы
скоростей всех реакций переноса электрона оди-
наковы. C помощью программы DBSolve [35] бы-
ла проведена идентификация параметров этой
модели для описанных выше наборов данных,
каждый из которых включал несколько индукци-
онных кривых, зарегистрированных для одной и
той же пробы культуры микроводорослей при пя-
ти различных интенсивностях действующего све-
та (см. раздел «Материалы и методы»). Для ап-
проксимации были выбраны следующие пара-
метры редуцированной модели, представляющие
собой сочетания элементарных констант исход-
ной детальной модели [30]:

– kxa, kxβ – константы, характеризующие ско-
рости светозависимого образования возбужден-
ных состояний пигмента реакционного центра
для альфа- и бета-центров;

– ky – константа, характеризующая скорость
перехода КВК из состояния S1 в состояние S2;

– Kpred – константа равновесия в реакции пе-
реноса электрона от тирозина на P680;

– α – доля альфа-центров;
– s – доля активных КВК;
– Fot – отношение минимального уровня флу-

оресценции к максимальному в комбинирован-
ной модели.

Для каждого набора данных, полученного для
одной пробы, идентификацию параметров моде-
ли проводили по пяти экспериментальным кри-
вым, зарегистрированным при разной интенсив-
ности действующего света. Таким образом, была
обеспечена единственность наборов найденных
параметров. Результаты аппроксимации приведе-
ны на рис. 3. Значения параметров, полученные в
результате аппроксимации, представлены в
табл. 1.

Анализ формы кривых в пакете pyPhotoSyn с
помощью мультиэкспоненциальной аппрокси-
мации показал, что на всех кривых, полученных
после добавления DCMU, можно выделить три в
разной степени выраженные фазы (см. пример на
рис. 4). Нарастание интенсивности флуоресцен-
ции содержит две фазы экспоненциального

роста с разными характерными временами и раз-
ными амплитудами. Сигмоидальность начально-
го участка кривой, на котором интенсивность
флуоресценции нарастает медленнее, чем по экс-
поненте, может быть связана с дополнительной
экспоненциальной фазой с характерным време-
нем порядка десятков микросекунд и отрицатель-
ной амплитудой.

Предложенная математическая модель позво-
ляет не только выделить на кривой экспоненци-
альные фазы, но и дать интерпретацию каждой из
них. Более выраженная сигмоидальность началь-
ной фазы (фаза с амплитудой A1) кривой в рамках
нашей модели отражает наличие большого числа
активных КВК, сама фаза соответствует переносу
электрона от КВК. Амплитуда этой фазы зависит
как от доли активных КВК, так и от интенсивно-
сти действующего света при измерении индукци-
онных кривых: она практически незаметна при
низкой интенсивности света и растет с ее увели-
чением, а также с уменьшением доли неактивных
КВК. Характерное время этой фазы не зависит от
интенсивности действующего света.

Вторая и третья фазы отвечают за рост интен-
сивности флуоресценции и связаны с реакцион-
ными центрами с различным размером светосо-
бирающей антенны. Фаза с амплитудой A2 имеет
более короткое характерное время и соответству-
ет ФСIIα, фаза с амплитудой A3 соответствует
ФСIIβ. Характерные времена этих фаз соотносят-
ся с размерами антенны альфа- и бета-центров
соответственно. Изменение формы начального
участка характеризует изменение активности
КВК, тогда как изменение соотношения ампли-
туд двух других фаз характеризует изменение в со-
отношении альфа- и бета-центров. Идентифика-
ция параметров модели по экспериментальным
точкам позволила оценить эти изменения коли-
чественно (табл. 1). 

Нужно отметить, что в определенных услови-
ях, например, при очень высоких интенсивно-
стях действующего света, когда характерное вре-
мя фазы, связанной с переносом электронов от
КВК, становится больше характерного времени
фазы, связанной с разделением зарядов в альфа-
центрах, амплитуды всех трех фаз могут оказаться
положительными. В этом случае связанную с
КВК фазу можно ошибочно соотнести с еще од-
ним типом реакционных центров ФСII. Чтобы
избежать такой ошибки, необходимо проводить
эксперименты при нескольких интенсивностях
действующего света. Если фаза характеризует
один из типов реакционных центров (ФСIIα,
ФСIIβ и ФСIIγ), характерное время этой фазы бу-
дет меняться обратно пропорционально интен-
сивности действующего света. Если же фаза ха-
рактеризует перенос электронов от КВК, ее ха-
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Рис. 3. Решения модели (линии), соответствующие экспериментальным кривым (точки) индукции флуоресценции,
полученным при 5 интенсивностях действующего света. Расположение и цвет кривых (снизу вверх) соответствуют
интенсивностям I1 = 1840 мкЭ·м–2с–1 (черная), I2 = 3440 мкЭ·м–2с–1 (синяя), I3 = 4900 мкЭ·м–2с–1 (красная), I4 =
= 6230 мкЭ·м–2с–1 (зеленая), I5 = 7500 мкЭ·м–2с–1 (лиловая). Каждую из культур выращивали при постоянном
освещении: левый ряд графиков – 8 Вт/м2 (35 мкЭ м–2с–1), правый ряд графиков – 16 Вт/м2 (70 мкЭ м–2с–1).
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рактерное время при изменении интенсивности
действующего света не должно изменяться.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Использование математической модели и па-
раметров JIP-теста позволило получить ком-
плексную оценку гетерогенности реакционных
центров ФСII для пяти различных видов водорос-
лей (Ankistrodesmus, Chlorella, Pleurochloris, Scened-
esmus, Stichococcus), каждую из которых выращи-
вали в двух разных световых условиях. Несмотря
на то, что ФСII является довольно консерватив-
ным пигмент-белковым комплексом, гетероген-
ность ФСII проявляется и у всех видов водорос-
лей, выращенных в одинаковых световых услови-
ях, и у одного вида водоросли, выращенного в
разных световых условиях (табл. 1). Известно, что
оптимальные значения освещенности для разных
видов водорослей варьируют в широких пределах.
В зависимости от предпочтений условий роста
водоросли, как и высшие растения, можно разде-
лить на светолюбивые и теневыносливые. Свето-
любивые водоросли нуждаются в большом коли-

честве света для нормального роста и фотосинте-
за. Это, в основном, синезеленые и многие
зеленые водоросли, которые обильно растут в
летнее время в верхних слоях воды. Теневынос-
ливые водоросли, напротив, приспособлены к
условиям низкой освещенности и избегают ярко-
го света. Используемые для анализа в данной ра-
боте водоросли являются лабораторными культу-
рами, содержащимися в одинаковых световых
условиях. В естественных условиях эти виды во-
дорослей могут входить в состав планктона пру-
дов и озер. Предпочтение тех или иных световых
условий при схожести фотосинтетического аппа-
рата, возможно, определяется физиологией этих
организмов, сложившейся в процессе эволюции.
Индексы PI (индекс производительности) и
Fv/Fm (квантовый выход первичной фотохимии)
показывают, что для Ankistrodesmus более предпо-
чтителен высокий свет, для Chlorella – более низ-
кий свет, тогда как остальные (Pleurochloris,
Scenedesmus, Stichococcus) почти безразличны к
световым условиям их культивирования.

Таблица 1. Параметры модели, полученные при аппроксимации экспериментальных кривых, и параметры JIP-
теста

Ankistrodesmus Chlorella Pleurochloris Scenedesmus Stichococcus

I = 8 Вт/м2 
(35 мкЭ 
м–2с–1)

I = 16 
Вт/м2

(70 мкЭ 
м–2с–1)

I = 8 Вт/м2 
(35 мкЭ 
м–2с–1)

I = 16 
Вт/м2

(70 мкЭ 
м–2с–1)

I = 8 Вт/м2 
(35 мкЭ 
м–2с–1)

I = 16 
Вт/м2 

(70 мкЭ
м–2с–1)

I = 8 Вт/м2

(35 мкЭ
м–2с–1)

I = 16 Вт/м2 
(70 мкЭ 
м–2с–1)

I = 8 Вт/м2 
(35 мкЭ 
м–2с–1)

I = 16 
Вт/м2 

(70 мкЭ 
м–2с–1)

kxα, 

мс–1 2.90 ± 0.02 2.77 ± 0.3 2.52 ± 0.03 4.61 ± 0.05 2.02 ± 0.03 2.74 ± 0.02 2.14 ± 0.02 2.73 ± 0.02 2.16 ± 0.02 2.99 ± 0.03

kxβ, 

мс–1 0.70 ± 0.05 0.85 ± 0.06 0.68 ± 0.03 0.52 ± 0.05 0.36 ± 0.03

α 0.72 ± 0.01 0.74 ± 0.01 0.77 ± 0.01 0.65 ± 0.01 0.57 ± 0.01 0.70 ± 0.01 0.71 ± 0.01 0.73 ± 0.02 0.74 ± 0.01 0.66 ± 0.02

s 0.26 ± 0.01 0.93 ± 0.04 0.85 ± 0.03 0.25 ± 0.01 0.79 ± 0.02 0.78 ± 0.02 0.58 ± 0.02 0.40 ± 0.02 0.83 ± 0.03 0.76 ± 0.03

ky, 

мс–1 41.03 ± 1.29 35.25 ± 1.07 28.23 ± 0.66 33.58 ± 1.43 32.12 ± 0.93

Kpred** 1.52 1.46 1.83 1.88 1.17

Fot 0.35* 0.4* 0.36* 0.33* 0.39* 0.37* 0.34* 0.32* 0.3* 0.27*

Vj 0.63* 0.59* 0.65 ± 0.01 0.81* 0.55* 0.62 ± 0.02 0.57* 0.58* 0.58 ± 0.02 0.60*

PI 0.15* 0.48* 0.47 ± 0.03 0.05* 0.57 ± 0.01 0.38 ± 0.04 0.64 ± 0.02 0.52* 0.66 ± 0.11 0.65*

Fv/Fm 0.58* 0.71* 0.71* 0.59* 0.67* 0.69* 0.71* 0.73* 0.76* 0.78*

Примечание. Приведены средние значения и стандартная ошибка. * – Стандартная ошибка < 0.01; ** – параметр Kpred был
зафиксирован в ходе определения стандартных отклонений параметров, поскольку была обнаружена большая корреляция
между ним и параметром ky.
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Эффективное сечение поглощения светособи-
рающей антенны у альфа-центров, характеризуе-
мое параметром модели kx, у всех видов, кроме
Ankistrodesmus, на более высоком свету роста уве-
личивается (у Chlorella значительней, чем у дру-
гих), у Ankistrodesmus немного уменьшается. В це-
лом это коррелирует с предпочтительностью в
свете по параметрам PI и Fv/Fm. Изменение доли
альфа- и бета-центров, также как и параметр kx,
отражает изменения в светосборе ФСII. Анализ
изменения доли альфа- и бета-центров показыва-
ет, что у Chlorella и Stichococcus доля альфа-цен-
тров падает на 8–10% при росте на более высоком
свету, тогда как у Pleurochloris, наоборот, возрас-
тает, а у Ankistrodesmus и Scenedesmus практически
не меняется. Можно предположить, что отмечен-
ное ранее увеличение эффективного сечения све-
тособирающей антенны при действии неблаго-
приятных факторов среды [33] может быть связа-
но с уменьшением доли бета-центров при
снижении скорости роста культуры.

Изменения в акцепторной части характеризу-
ются параметром Vj, (доля QB-невосстанавлива-
ющих центров). Анализ показывает, что наиболь-
шее увеличение доли QB-невосстанавливающих
центров (на ~15% при росте на высоком свету) ха-
рактерно для Chlorella, менее значительное (на
~7%) для Pleurochloris, практически не меняется у
Scenedesmus и Stichococcus, и немного падает (на
~4%) у Ankistrodesmus. Видно, что изменение доли
QB-невосстанавливающих центров, как и эффек-
тивное сечение антенны, коррелирует с предпо-
чтительностью световых условий роста по PI и
Fv/Fm. 

Изменения в показателях, связанных со свето-
сбором, интуитивно ожидаемы. Несколько не-

ожиданными оказались изменения активности
кислород-выделяющего комплекса в зависимо-
сти от световых условий роста. Доля активных
КВК (параметр s в модели) при росте на более вы-
соком свету значительно меняется у Chlorella
(уменьшается на ~60%) и у Ankistrodesmus (увели-
чивается на ~ 65%), менее значительно – у Scened-
esmus и Stichococcus, и практически не меняется у
Pleurochloris. Как указывалось выше, изменение
активности КВК может быть связано со стадиями
сборки или деградации РЦ ФСII [1, 2] в процессе
роста культуры. Увеличение интенсивности света
ускоряет фотоповреждение РЦ. Синтез белков и,
соответственно, процессы репарации поврежден-
ных центров, как и рост культуры в целом, также
ускоряются при увеличении интенсивности света
до некоторого предела. В связи с этим, в зависи-
мости от того, являются ли организмы светолю-
бивыми или теневыносливыми, при одинаковом
изменении интенсивности света доля РЦ с неак-
тивным КВК может у одних видов увеличиваться,
а у других – уменьшаться. При изменении интен-
сивности света могут также включаться специ-
фичные механизмы ответа на стресс. Так, в рабо-
те [39] обсуждается физиологическая роль цито-
хрома b559, входящего в состав ФСII, в регуляции
сборки или деградации РЦ и, в частности, мар-
ганцевого кластера КВК при разных интенсивно-
стях света.

Суммируя в комплексе изменения всех пока-
зателей, можно предположить, что среди иссле-
дуемых водорослей наиболее чувствительными к
свету при выращивании оказались Ankistrodesmus
и Chlorella. Более высокий свет предпочтительней
для Ankistrodesmus и менее высокий для Chlorella,
при этом у Ankistrodesmus на менее благоприятном
свету ухудшаются показатели только донорной
части ФСII – активность кислород-выделяющего

Рис. 4. Разложение кривой индукции флуоресценции, полученной для Chlorella, выращенной при 8 Вт м–2с–1 (35
мкЭ·м–2с–1), на три экспоненциальные фазы (сумма трех функций вида: Ai (1 – exp(–t/ti)) в пакете pyPhotoSyn мето-
дом наименьших квадратов: начальная – отрицательная (A1 < 0), и две положительные, основная, A2, соответствую-
щая альфа-центрам, и дополнительная с меньшей амплитудой, A3, соответствующая бета-центрам. Визуализация раз-
ложения в виде ступенчатой кривой получена методом, описанным в [32].
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комплекса, тогда как у Chlorella ухудшаются пока-
затели и донорной, и акцепторной частей, а также
светособирающей антенны.

В заключение хотелось бы подчеркнуть, что
приведенные оценки не претендуют на оконча-
тельный вывод по работе фотосинтетического ап-
парата исследованных водорослей в различных
световых условиях роста. Скорее это пример ком-
плексного использования простой модели и JIP-
теста для возможности всестороннего анализа
эффективности работы ФСII и ее отдельных ча-
стей в различных условиях роста.
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 Assessment of Antenna Heterogeneity and Activity of the Oxygen-Evolving Complex 
of Photosystem II Using Mathematical Methods

 N.S. Degtereva*, T.Yu. Plyusnina*, S.S. Khrushchev*, R.N. Chervitsov*, E.N. Voronova*, 
O.V. Yakovleva*, T.K. Antal**, G.Yu. Riznichenko*, and A.B. Rubin*

*Department of Biology, M.V. Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

**Laboratory of Integrated Environmental Research, Pskov State University, Sovetskaya ul. 21, Pskov, 180000, Russia

Photosystem II is one of the main pigment-protein complexes of photosynthesis, which is highly sensitive to
unfavorable environmental factors.  Heterogeneity of properties in photosystem II is a key factor for the re-
sistance of autotrophic organisms to stress factors. Assessment of the photosystem II heterogeneity can be
used in environmental monitoring for rapid detection of environmental pollution. The paper presents an in-
tegrated approach for assessing the heterogeneity of photosystem II, based on a mathematical analysis of the
shape of the chlorophyll a f luorescence induction curve of samples treated with 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-
dimethylurea using a mathematical model and the parameters from the JIP-test. Fluorescence induction
curves obtained for treated samples from Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus, Pleurochloris, and Stichoc-
occus cell cultures grown under 8 and 16 W·m–2 of light intensities were analyzed. For all cases, the relation-
ship between reaction centers and different antenna sizes (alpha and beta centers) was assessed, and the part
of active and inactive oxygen-releasing complexes was determined.

Keywords: photosystem II, mathematical model, heterogeneity of the reaction center
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Преобразование энергии света ближнего инфракрасного спектрального диапазона фотосинтетиче-
скими пигмент-белковыми комплексами интенсивно исследуется в последние годы в связи с от-
крытием цианобактерий, в фотосинтетическом аппарате которых присутствуют поглощающие
длинноволновый свет хлорофиллы f и d. Особое место в ряду таких цианобактерий занимает
Acaryochloris marina. Ее фотосистема I содержит преимущественно хлорофилл d, он входит в состав
специальной пары Р740, спектр поглощения которой сдвинут в красную область на 40 нм. Это обу-
славливает снижение энергии возбужденного состояния Р740 на ~0.1 эВ по сравнению с содержа-
щей хлорофилл а фотосистемой I. Комплексы фотосистемы I из A. marina имеют и другие особен-
ности: четыре молекулы хлорофилла a реакционного центра заменены на хлорофилл d, а третья па-
ра молекул хлорофилла a, участвующих в переносе электрона, – на феофитин а. Наличие
спектрально различающихся кофакторов (хлорофилла d и феофитина a) позволило надежно уста-
новить интермедиаты первичных реакций разделения зарядов в данной фотосистеме I. В настоя-
щем обзоре мы рассмотрим последние результаты изучения фотохимического преобразования
энергии в реакционных центрах фотосистемы I из A. marina и возможные механизмы компенсации
энергетических потерь при использовании для фотосинтеза низкоэнергетического дальнего крас-
ного света. 

Ключевые слова: фотосинтез, дальний красный свет, хлорофилл d, фотосистема I, разделение зарядов,
кинетическое моделирование.
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Ключевым компонентом фотохимического
преобразования энергии солнечного света при
оксигенном фотосинтезе являются молекулы
хлорофилла. Хлорофилл ответственен за погло-
щение основной части энергии, а также участвует
в первичных реакциях разделения зарядов и пере-
носа электрона. До недавнего времени считалось,
что только комплексы хлорофилла а (Хл a) могут
непосредственно осуществлять фотохимическое
разделение зарядов в реакционном центре. Дру-
гие хлорофиллы – b, c, d и f – рассматривались

как антенные пигменты, расширяющие спектр
действия фотосинтеза [1, 2]. Однако открытие
цианобактерии Acaryochloris marina, в которой
хлорофилл d (Хл d) составляет 90–99% от всего
содержания хлорофиллов, поколебало это утвер-
ждение [3]. Хл d, как и Хл a, является хлорином.
Заместители этих двух хлорофиллов отличаются
только в С-3 положении кольца А, где винильная
группа Хл а заменена на более полярную фор-
мильную группу в Хл d (рис. 1). Наличие кетонно-
го атома кислорода в системе сопряженных π-свя-
зей приводит к смещению электронной плотно-
сти хлоринового кольца, поэтому полоса QY в
случае Хл d сдвинута в красную область до 697 нм
по сравнению с 665 нм Хл а (рис. 1) [5]. 

Сокращения: Хл a – хлорофилл а; Хл d – хлорофилл d;
ФС I – фотосистема I; ФС II – фотосистема II; ФС I-
Хл a –фотосистема I, содержащая хлорофилл a; ФС I-
Хл d – фотосистема I, содержащая хлорофилл d; реакци-
онный центр – РЦ; Фео a – феофитин а.

УДК 577.344
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В электрон-транспортной цепи A. marina обе
фотосистемы, фотосистема 1 (ФС I) и фотосисте-
ма 2 (ФС II) содержат преимущественно Хл d.
Функции фотосистем в этой необычной ци-
анобактерии, в основном, такие же, как и в содер-
жащих Хл a кислород-выделяющих организмах.
Благодаря совместной работе ФС II и ФС I энер-
гия солнечного света используется для осуществ-
ления окислительно-восстановительных реакций
и установления протонного градиента на тилако-
идной мембране. Итогом последовательности
светозависимых реакций является окисление во-
ды на донорном конце цепи и восстановление
низкопотенциального акцептора электрона (фер-
редоксина) на акцепторном конце. На донорной
стороне ФС II создает высокий окислительный
потенциал (> 1 В против нормального водород-
ного электрода), в то время как на акцепторной
стороне в ФС I образуется сильный восстанови-
тель с потенциалом ниже –1 В (рис. 2а) [6–8]. Та-
ким образом, разность потенциалов на концах
электрон-транспортной цепи превышает 2 В.

Светозависимое разделение зарядов в димере
хлорофилла [Хл-Хл]* → [Хл+Хл−] позволяет со-
здавать разность потенциалов не более 1.7 В, по-
этому в ФС I и ФС II осуществляется противопо-
ложная по знаку адаптация редокс-свойств моле-
кул хлорофилла за счет их взаимодействия с
белковым окружением. 

В ФС I, содержащей Хл a (ФС I-Хл a), в про-
цессе превращении энергии из световой формы в
химическую можно выделить следующие этапы:
1) поглощение света и перенос энергии возбужде-
ния на реакционный центр (РЦ), 2) первичное
разделение и стабилизация зарядов в РЦ, 3) пере-
нос электрона и восстановление внешнего акцеп-
тора, 4) восстановление фотоокисленного донора
электронов. Каждый этап осуществляет особый
набор кофакторов (рис. 2б). 

За поглощение и перенос энергии в реакцион-
ный центр в ФС I растений, водорослей и боль-
шинства цианобактерий отвечает внутренняя ан-
тенна из 90 молекул Хл a и 22 молекул β-кароти-

Рис. 1. Химические структуры хлоринов (а) и их спектры поглощения в диэтиловом эфире (б). Положение полосы QY,
соответствующей переходу S0→S1, практически идентично в молекулах хлорофилла а и феофитина а. Появление
электроотрицательной формильной группы в кольце А молекулы хлорофилла d приводит к сдвигу всего спектра
поглощения в красную область. Взаимодействие Хл d с белковым окружением фотосистемы I усиливает красный
сдвиг спектра поглощения Хл d. Спектр Хл d приводится по работе [4].
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на. В ряде организмов она включает экситонно-
сопряженные димеры и тримеры Хл a или моле-
кулы хлорофилла f, которые выступают как ло-
вушки в низкоэнергетической (красной) области
спектра [10–12]. Значительный размер антенны и
присутствие низкоэнергетических ловушек пред-
ставляют трудности для анализа процессов пере-
носа энергии в ФС I-Хл a, в настоящий момент
для их описания на основе кристаллографиче-
ской структуры ФС I-Хл a из цианобактерии
Thermosynechococcus elongatus предложено не-
сколько теоретических моделей [13–16]. 

В первичном разделении зарядов и последую-
щей стабилизации ион-радикальной пары участ-
вуют 6 молекул Хл a реакционного центра, среди
которых можно выделить три димера. Специаль-
ная пара Р700 представляет собой практически
симметричный димер PAPB, расположенный на

центральной оси С2-симметрии комплекса, два
димера, состоящие из молекул Хл2 и Хл3 (иначе
они обозначаются eC2 и eC3), находятся по обе
стороны от Р700. Димеры Хл2A-Хл3A и Хл2B-Хл3B
традиционно обозначают как A0A и A0B. Вместе с
молекулами филлохинона А1А и А1В они образу-
ют две симметричные ветви переноса электрона.
В отличие от бактериального РЦ и ФС II, обе вет-
ви участвуют в окислительно-восстановительных
реакциях. 

Молекулярная природа первичных ион-ради-
кальных пар, соответствующие кинетические
(константы скорости реакций k±1, k±2) и термо-
динамические (изменение свободной энергии ре-
акций ΔG1, ΔG2) параметры электронных перехо-
дов между шестью молекулами Хл a реакционно-
го центра до сих пор являются предметом

Рис. 2. Механизм фотосинтетического преобразования энергии (а) и молекулярная организация кофакторов
реакционного центра и электрон-транспортной цепи (б) в содержащей хлорофилл а фотосистеме I. Перенос
электрона по цепи кофакторов в ФС I-Хл a происходит по градиенту окислительно-восстановительного потенциала
(E0’). Около половины энергии кванта, поглощенного реакционным центром, расходуется на стабилизацию
образовавшихся ион-радиальных пар. Значения E0’ для кофакторов А0 и А1 приведены условно, так как они лежат
ниже предела окислительно-восстановительного титрования. В качестве экзогенного растворимого акцептора
электрона на рисунке приведен ферредоксин (Фд), в качестве внешнего донора – пластоцианин (Пц), как
универсальные акцептор и донор для цианобактерий, водорослей и высших растений. В качестве примера строения
ФС I-Хл a использована структура ФС I цианобактерии Thermosynechococcus elongatus [9]. 
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дискуссии. Две различные модели, описывающие
разделение и стабилизацию зарядов, показаны на
схеме 1 [17] и будут обсуждаться ниже. Следует

считать эту схему упрощенной, поскольку она не
учитывает взаимодействие ветвей в процессе пе-
реноса электрона [18–21].

Достоверно показано, что разделение зарядов
приводит к образованию пары P700

+Хл3
– и к пе-

реносу электрона на филлохинон с образованием
пары Р700

+А1
–. Константа скорости восстановле-

ния филлохинона k3 оценивается в диапазоне 25–
40 нс–1 [17, 22–25]. 

Дальнейшие реакции переноса электрона
включают восстановление железо-серного кла-
стера FX, где сходятся две ветви переноса элек-
трона. Железо-серные кластеры FA и FB образуют
акцепторную сторону комплекса ФС I-Хл a, ко-
торая обеспечивает эффективное восстановление
экзогенных акцепторов электронов [26, 27], а
Р700

+, в свою очередь, восстанавливается от экзо-
генного донора электронов – пластоцианина ли-
бо цитохрома c6.

Хл a долгое время считался неотъемлемым
компонентом РЦ выделяющих кислород фото-
синтезирующих организмов. Открытие A. marina
поставило вопрос, возможна ли генерация в фо-
тосинтетической электрон-транспортной цепи с
участием Хл d необходимого восстановительного
потенциала [28]. 

В данном обзоре мы остановимся на описании
молекулярных механизмов реакций разделения и
стабилизации зарядов в реакционном центре
ФС I из A. marina (ФС I-Хл d). Мы рассмотрим
необычный состав кофакторов ФС I-Хл d, сопо-
ставим кинетические и энергетические парамет-

ры первичных фотохимических реакций в ком-
плексах ФС I-Хл d и канонической ФС I-Хл a.

ХИМИЧЕСКАЯ ПРИРОДА КОФАКТОРОВ 
И КИНЕТИКА ПЕРВИЧНЫХ 

ФОТОХИМИЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ 
В РЕАКЦИОННОМ ЦЕНТРЕ 

ФОТОСИСТЕМЫ I ИЗ A. marina
Хроматографический анализ клеток и выде-

ленных комплексов ФС I из A. marina показал,
что помимо Хл d в них присутствуют небольшие
количества других пигментов: Хл a и
феофитина а (Фео a) [29–31]. По этой причине
исследователи не исключали, что Хл a и Фео a со-
ставляют каталитический центр фотохимических
реакций в ФС I и ФС II в A. marina, в то время как
Хл d является антенным пигментом [32].

Однако микросекундные дифференциальные
спектры в диапазоне 400–850 нм в ответ на воз-
буждающую лазерную вспышку с длиной волны
532 нм показали две основные полосы выцвета-
ния с максимумами 455 и 740 нм, поэтому пер-
вичный донор электронов в этой ФС I был назван
Р740 [29]. Спектр поглощения специальной пары
в ФС I-Хл d оказался сдвинут на 40 нм в красную
сторону относительно Р700 в ФС I-Хл a. Возник
вопрос, чем обусловлен этот сдвиг: молекулярной
природой хлорофилла или белковым окружени-
ем? Р740 мог быть как димером Хл а, так и диме-
ром Хл d [29]. Окончательный выбор в пользу

Схема 1. Последовательность фотохимических реакций в комплексах ФС I-Хл a. 
Возбужденные состояния пигментов антенны представлены блоком [Ant]*, возбужденные 

состояния шести экситонно-сопряженных пигментов реакционного центра – блоком 
[P700]*, а возможные состояния шести молекул Хл а реакционного центра с разделенными 

зарядами – блоками [P700
+Хл2

−], [Хл2
+Хл3

−], [P700
+Хл3

−] и [P700
+A1

−].
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Хл d позволило сделать исследование выделен-
ных комплексов ФС I методами инфракрасной и
ЭПР-спектроскопии [33, 34]. Впоследствии было
показано, что Р740, как и Р700, представляет собой
гетеродимер Хл d и Хл d’ (рис. 3) [35, 36]. Таким
образом, ФС I из A. marina стала первой извест-
ной ФС I оксигенных организмов, в которой пер-
вичный донор электронов был представлен не
Хл a.

Труднее оказалось установить природу кофак-
торов А0А и А0В в ФС I из A. marina. Авторы рабо-
ты [37] проследили спектральные изменения в
полосе QY (660–780 нм) во временном диапазоне
0.6–256 пс в ответ на неизбирательное возбужде-
ние хлорофилла антенны лазерной вспышкой с
длиной волны 630 нм. При этом спектральные из-
менения «закрытых» центров (т.е. комплексов с
химически окисленным P740) вычитали из кине-
тики «открытых» центров (с восстановленным
P740). Этот метод использовался в ранних работах
с ФС I-Хл a для отделения абсорбционных изме-
нений реакционного центра от спектральной ди-
намики хлорофилла антенны [25, 38, 39]. 

Предполагалось, что разность переходных
спектров между P740 в восстановленным и предо-
кисленным состояниях будет выявлять спектры
кофакторов, непосредственно участвующих в пе-
реносе электрона. Однако в случае ФС I-Хл d
спектры переходных ион-радикальных состоя-
ний разрешались плохо (врезка на рис. 4б). 

Были разрешены две компоненты с характер-
ными временами 6–7 пс и 40–60 пс. В спектре
быстрой компоненты проявилась полоса выцве-

тания с максимумом на 680 нм. Она исчезала с ха-
рактерным временем τ ≈ 50 пс, поэтому ее отнес-
ли к спектру аниона первичного акцептора элек-
трона А0. Сдвинутый в синюю область
относительно других хлорофиллов ФС I-Хл d
спектр поглощения указывал на то, что химиче-
ски А0 представляет собой Хл a, тем более, что его
содержание в препаратах выделенной ФС I соста-
вило ~1–2 молекулы на один комплекс [29, 30]. 

Однако значимых изменений в области
740 нм, относящихся к полосе специальной пары
P740, в быстрой компоненте не присутствовало
(врезка на рис. 4б, тонкая сплошная линия). Зна-
чительное выцветание полосы с центром на
730 нм проявлялось лишь в медленной компо-
ненте (врезка на рис. 4б, пунктирная сплошная
линия). Таким образом, спектральные полосы
Р740

+ в кинетике проявлялись позже, чем полосы
предполагаемого А0

−. Помимо полосы выцвета-
ния на 680 нм, в дифференциальном спектре
быстрой компоненты наблюдалось также выцве-
тание на длине волны 710 нм, а медленная компо-
нента содержала сопоставимое увеличение по-
глощения Хл a в области 680 нм. 

Для интерпретации полученных данных авто-
ры работы [37] предположили, что Хл a в сайте
eC3 является первичным акцептором электрона,
а первичным донором является Сhl d с максиму-
мом поглощения на 710 нм в сайте eС2. Первич-
ная реакция разделения зарядов происходит с ха-
рактерным временем τ1 = 6–7 пс. Последующий
перенос электрона на филлохинон A1 кинетиче-

Рис. 3. Молекулярная организация кофакторов реакционного центра и электрон-транспортной цепи в содержащей
преимущественно Хл d фотосистеме 1 из A. marina [35,36].
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ски сопряжен с окислением P740 и происходит со
временем τ2 = 40–60 пс. Данный механизм соот-
ветствует нижнему пути «Хл2» на схеме 1. Позднее
в работах [17, 22, 40] подобный механизм был
предложен для описания фотохимических реак-
ций в ФС I-Хл a. Эта модель использовалась в
дальнейшем в работах [41–43]. В данном меха-
низме первичное разделение зарядов происходит
между Хл2 и Хл3 независимо в каждой из двух вет-
вей A или B, первичной ион-радикальной парой
является состояние [Хл2

+Хл3
−]. Согласно дан-

ным работ [17, 22, 40], последующее окисление
P700 в канонической ФС I происходит со време-

нем 6–8 пс, предшествуя во времени переносу
электрона на филлохинон A1 со временем 25–
30 пс [22]. 

Альтернативный механизм, использующий
аналогию с последовательностью реакций разде-
ления зарядов в бактериальном реакционном
центре, был предложен в работах [25, 44, 45]. В
данном механизме первичным донором электро-
на является специальная пара P700, а первичным
акцептором – вторая молекула хлорофилла в од-
ной из ветвей A или B (верхний путь «P700» на схе-
ме 1). Как и в бактериальном центре, последую-
щий перенос электрона на третий кофактор (в
случае бактериального РЦ – бактериофеофитин,

Рис. 4. Переходные спектры ФС I-Хл a из Synechocystis 6803 (а) при возбуждении на длине волны 720 нм и ФС I-Хл d
из A. marina (б) при возбуждении на длине волны 740 нм. Временные задержки: 0,1 пс, 1 пс, 3 пс, 8-10 пс, 30 пс, 100 пс
и 500 пс. Номерами отмечены спектральные области, специфически характеризующие интермедиаты в ФС I-Хл d.
Врезка: спектры кинетических экспоненциальных компонент распада (DAS) абсорбционной динамики ФС I-Хл d из
A. marina, полученные путем вычитания спектральных изменений «закрытых» комплексов из изменений «открытых»
комплексов по данным работы Кумазаки с соавт. [37].
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в случае ФС I – молекула Хл3) происходит быст-
ро, поэтому первым наблюдаемым состоянием с
разделенными зарядами является пара P700

+Хл3
−,

обычно обозначаемая как P700
+A0

−. Энергетиче-
ский уровень этого состояния относительно воз-
бужденного хлорофилла антенны в дальнейшем
обозначен как ΔG0 = ΔG1 + ΔG2. Близость спек-
тральных свойств возможных интермедиатов,
возникающих в ходе фотоиндуцированного раз-
деления зарядов в ФС I-Хл a, затрудняет их на-
дежное определение.

Несмотря на то, что в ФС I-Хл d спектры А0
– и

Р740
+ оказались различимы, спектры Р740

+ и воз-
бужденных состояний Хл d антенны перекрыва-
ются. Кроме того, на комплексах ФС I-Хл a было
показано, что в «закрытых» и «открытых» РЦ ту-
шение флуоресценции Хл a антенны происходит
с одинаковой скоростью [37, 46, 47]. Столь же
быстрое непроизводительное тушение возбуж-
денного состояния наблюдалось в комплексах
ФС I-Хл a, несущих аминокислотные замены
вблизи сайта eC2 [48]. Объяснением может быть
ограничение скорости фотохимических реакций
кинетикой передачи энергии возбуждения от ан-
тенны к РЦ [49, 50]. В этом случае спектральные
изменения кофакторов РЦ и антенны могут пере-
крываться также кинетически. Поэтому метод
вычитания спектральных изменений в «закры-
тых» и «открытых» центрах, использованный в
работе [37] для ФС I-Хл d, не позволяет выявлять
быстрые электронные переходы, и последова-
тельность фотохимических реакций осталась не
вполне определенной. 

В 2021 г. появилась структура ФС I из A. marina
(PDB ID: 7COY) [35]. Она подтвердила, что Р740
является гетеродимером Хл d и Хл d’, однако сай-
ты связывания eС2 и eC3 в обеих ветвях оказались
заняты вовсе не молекулами Хл a. В сайтах связы-
вания eС2 были выявлены молекулы Хл d (Хлd2),
а в сайтах eC3 – молекулы феофитина a (Феоa3)
(рис. 3). Феофитин – обычный кофактор пиг-
мент-белковых комплексов второго типа, таких
как ФС II, однако он никогда ранее не выявлялся
в пигмент-белковых комплексах первого типа, в
частности в ФС I. 

Наличие в ФС I-Хл d на ключевой позиции
eC3 молекулы Фео a, отличающейся от всех
остальных пигментов фотосистемы ФС I-Хл d,
дает уникальную возможность установить, по ка-
кому пути – «P700» (который в данном случае бо-
лее корректно называть «P740») или «Хл2» – про-
текают первичные реакции, а также определить
их характерные времена τi и изменения свобод-
ной энергии ΔGi.

Для определения интермедиатов первичных
фотохимических реакций были проведены изме-
рения абсорбционной динамики ФС I-Хл d мето-
дом фемтосекундной спектроскопии «возбужде-
ние–зондирование» в широком спектральном
окне 400–900 нм [51]. Длительность задержки
между возбуждающей и измерительной вспыш-
ками возрастала от 0.1 до 500 пс. Неизбирательное
возбуждение антенны ФС I-Хл d проводили в об-
ласти 630 нм, избирательное возбуждение реак-
ционного центра – на длине волны 740 нм. Такой
экспериментальный подход позволил: 1) зареги-
стрировать спектральные изменения в полосе
Соре и в дальней красной области спектра, где
есть спектральные полосы Р740

+, Хл d– и Фео a–;
2) проследить динамику относительных вкладов
Р740

+ и Феоa3
– по специфическим спектральным

маркерам; 3) определить, ограничивает ли пере-
нос энергии из антенны в РЦ образование ион-
радикальной пары Р740

+Феоa3
–.

Ранее сходный подход применялся для изуче-
ния комплексов ФС I-Хл a из цианобактерии
Synechocystis sp. PCC 6803 [25, 52]. На рис. 4 срав-
ниваются переходные спектры поглощения
ФС I-Хл a из цианобактерии Synechocystis 6803
при возбуждении на длине волны 720 нм (рис. 4а)
и аналогичные спектры ФС I-Хл d из A. marina
при возбуждении на длине волны 740 нм (рис. 4б).

Особенностью абсорбционных изменений ФС
I-Хл a из Synechocystis 6803 является наличие двух
полос выцветания 690 и 705 нм, появляющихся
уже на самых коротких временных задержках
100 фс [25], что было интерпретировано как сви-
детельство сверхбыстрого разделения зарядов
между P700 и A0. Позднее сверхбыстрое разделе-
ние зарядов было проанализировано в рамках
адиабатической модели симметричного тетра-
мерного эксиплекса Хл2APAPBХл2B, в котором
возбужденное состояние (Хл2APAPBХл2B)* сме-
шано с двумя состояниями с переносом заряда
P700

+Хл2A
− и P700

+Хл2B
− [19, 53]. Однако спек-

тральные изменения в области полосы QY, обу-
словленные выцветанием и стимулированным
излучением Хл а антенны в начальный момент
времени (тонкая сплошная линия на рис. 4а), на-
ходятся в той же спектральной области, что и
спектр ион-радикальной пары P700

+A1
− (жирная

сплошная линия на рис. 4а), превышая послед-
ний в несколько раз по амплитуде, что не дает
возможности однозначно интерпретировать на-
блюдаемую спектральную динамику. 

В спектрах ФС I-Хл d из A. marina изменения
поглощения Феоa3

– (спектральный интервал #2
на рис. 4б) хорошо отделены от изменений Хл d
антенны (спектральный интервал #3). Кроме то-
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го, в спектральной динамике в области 450–
500 нм присутствует специфическая полоса кати-
она специальной пары P740 [54] (спектральный
интервал #1), а в области 760–850 нм наблюдает-
ся поглощение катиона и аниона Хл d (спектраль-
ный интервал #4). 

Численный анализ абсорбционной динамики
ФС I-Хл d методом главных компонент позволил
определить дифференциальные спектры εj(λ) и
динамику относительных вкладов Pj(t) катиона
P740 и аниона Феоa3

− (рис. 5). Сравнение полосы
выцветания Феоa3

− в области 680 нм со спектром
поглощения феофитина в растворе позволило
определить абсолютное количество восстанов-
ленного Феоa3 и сравнить его кинетику с кинети-
кой образования катиона P740. Появление сигна-
ла Р740

+ происходило одновременно с выцвета-
нием полосы Феоa3

− при временных задержках
~0.2 пс, однако, абсолютная концентрация
Феоa3

– была пропорционально ниже концентра-
ции P740

+. Это свидетельствует о присутствии
промежуточного акцептора электрона, которым,
вероятнее всего, является Хлd2, перенос электро-
на с которого на Феоa3 происходит быстрее реак-
ции образования первичной ион-радикальной
пары Р740

+Хлd2
− (τ2 << τ1). Таким образом, было

показано, что в ФС I-Хл d из A. marina первич-
ным донором электронов является Р740, а первич-
ным акцептором – Хлd2, который на временах ме-
нее 0.2 пс передает электрон на третий кофактор
в цепи Феоa3. 

Интересно отметить, в случае неизбиратель-
ного возбуждения появление сигналов Р740

+ и
Феоa3

− происходило позже, на временах ~2 пс,
чем при возбуждении на 740 нм (рис. 5в, симво-
лы). Это указывает на то, что в случае ФС I-Хл d
правомерно описание первичных процессов мо-
делью, где скорость разделения зарядов ограни-
чена скоростью переноса энергии возбуждения
на реакционный центр (см. выше).

Таким образом, механизм разделения и стаби-
лизации зарядов в ФС I-Хл d подобен тому, что
был предложен для ФС I-Хл a в работах [25, 44,
45] и детализировался в дальнейшем в лаборато-
риях А.Ю. Семенова и В.А. Надточенко. В дан-
ном механизме первичным донором электрона
является специальная пара P700, а первичным ак-
цептором – вторая молекула хлорофилла в одной
из ветвей A или B (верхний путь «P700» на
Схеме 1). Как и в бактериальном центре, последу-
ющий перенос электрона на третий кофактор (в
случае бактериального РЦ – бактериофеофитин,
в случае ФС I – молекула Хл3) происходит быст-
ро, поэтому первым наблюдаемым состоянием с

Рис 5. Дифференциальные спектры Δεj(λ) главных компонент (ГК), характеризующие поглощение катиона P740 в
спектральной области #1 (а) и аниона Феоa3 в спектральной области #2 (б) при возбуждении ФС I-Хл d из A. marina на
длине волны 740 нм. Переходные спектры (сплошные линии) сопоставлены с дифференциальным спектром
поглощения P740

+-P740 (точки) из работы [54] и перевернутым спектром поглощения Фео a в ацетоне (штриховые
точки) [55]. Изменение относительных вкладов Pj(t) данных компонент (заселенности) во времени (в) отражают
кинетику возникновения интермедиатов P740

+ и Феоa3
− при возбуждении ФС I-Хл d на 740 нм (сплошные линии) и

660 нм (символы). Тонкие черные линии показывают результаты кинетического моделирования.
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разделенными зарядами является пара P700
+Хл3

−,

обычно обозначаемая как P700
+A0

−. 

Результаты разложения абсорбционной дина-
мики ФС I-Хл d на главные компоненты были
проанализированы с помощью кинетической мо-
дели, согласующейся со структурными данными
[35, 36] и включающей в минимальном варианте
семь электронных состояний и шесть кинетиче-
ских компартментов (рис. 6). По итогам модели-
рования были получены значения свободной
энергии реакций ΔG1, ΔG2, ΔG3 и оценки харак-
терных времен τ1, τ2 и τ3 образования ион-ради-

кальных состояний Р740
+Хлd2

−, Р740
+Феоа3

−, и
Р700

+А1
− соответственно.

Согласно модели, свободная энергия реакции
образования первичной ион-радикальной пары
Р740

+Хлd2
− из возбужденного состояния реакци-

онного центра составляет ΔG1 = −34 мэВ, она
протекает с характерным временем τ1 = 1.6 пс.
Установление равновесия между Хлd2 и Феоa3 не
удалось разрешить в спектральной динамике, бы-
ла получена оценка времени τ2 ≤ 0.2 пс и свобод-
ной энергии ΔG2 = −29 мэВ [51]. Образование
стабильной ион-радикальной пары Р740

+А1
– про-

Рис 6. Кинетическое моделирование переноса энергии и электрона в ФС I из A. marina. На кинетической схеме (а)
квадратными скобками выделены кинетические компартменты. Динамика заселения электронных состояний
показана для возбуждения ФС I-Хл d дальним красным светом (б). Дифференциальные спектры возбужденного
реакционного центра (в), первичной P740

+Хлd2
− (г) и вторичной P740

+A1
− (д) ион-радикальных пар были получены

путем разложения абсорбционной динамики ФС I-Хл d на главные компоненты при возбуждении на 630 нм
(сплошные линии) и 740 нм (пунктирные линии).
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исходит в ФС I-Хл d с характерным временем
τ3 ≈ 25 пс. 

В рамках рассматриваемой кинетической мо-
дели были получены дифференциальные спектры
возбужденного состояния реакционного центра
(рис. 6в), первичной ион-радикальной пары
Р740

+Хлd2
− (рис. 6г) и вторичной ион-радикаль-

ной пары Р740
+Феоа3

− (рис. 6д). В спектре состо-
яния Р740

+Хлd2
− на рис. 6д доминирует полоса

выцветания 716 нм. Это однозначно указывает на
то, что кофактором в положении eC2 является
молекула Хл d. Форма и спектральное положение
этой полосы хорошо соответствуют полосе Хл d в
области 710 нм, представленной в работе [37] (врез-
ка на рис. 4). В кинетической модели в работе [51]
состояние Р740

+Хлd2
− появляется со временем 6 пс

и исчезает со временем 80 пс, что также соответ-
ствует данным работы [37]. Принципиальным от-
личием от работы [37] является наблюдение син-
хронного образования катиона Р740

+, аниона
Феоa3

– и полосы выцветания Хл d в области 716 нм,
что соответствует пути «P700» на схеме 1, где Р740 вы-
ступает в качестве первичного донора.

Характерное время образования ион-ради-
кальной пары Р740

+А1
– близко к значениям τ об-

разования пары Р700
+А1

− в ФС I-Хл a из различ-
ных организмов. Так, для тримеров ФС I из ци-
анобактерии Synechocystis 6803 характерное время
составило ~25 пс [25, 56, 57], для комплексов
ФС I из зеленой водоросли Chlamydomonas rein-
hardtii – ~30 пс [22]. 

Интересно, что акцепторная часть кофакторов
в комплексах ФС I-Хл d и ФС I-Хл a не различа-
ется: это молекулы филлохинона в сайтах связы-
вания А1 и три железо-серных кластера FX, FA и
FB [29, 35, 36, 54]. В качестве растворимого ак-
цептора электрона в клетках A. marina, как и во
всех других кислород-выделяющих организмах,
присутствует ферредоксин (рис. 3). Таким обра-
зом, в комплексах ФС I-Хл d пигментный состав
значительно отличается на тех участках, которые
отвечают за поглощение световой энергии (внут-
ренняя антенна ФС I-Хл d содержит вместо
хлорофилла а и β-каротина хлорофилл d и α-ка-
ротин) и за первичные фотохимические реакции
(димер Хл d в качестве специальной пары, Хл d и
Фео a в сайтах связывания eС2 и eC3).

Минимальная энергия кванта света, необхо-
димая для разделения зарядов в ФС I-Хл d, со-
ставляет 1.68 эВ – на ~90 мэВ меньше, чем в
ФС I-Хл a (рис. 7). Следует однако отметить, что
освещение ФС I-Хл a некоторых видов ци-
анобактерий и водорослей в дальней красной об-

Рис. 7. Уровни свободной энергии различных электронных состояний в ФС I цианобактерий. На диаграмме слева
стрелками показаны основные электронные переходы и их энергии относительно основного состояния. На
вертикальной оси в центре приведены рабочие окислительно-восстановительные потенциалы кофакторов,
участвующих в первичных реакциях разделения зарядов в ФС I-Хл a (центр) и ФС I-Хл d (справа). Значения
энергетических параметров для ФС I-Хл a представляют усредненные величины, взятые из литературы.
Заштрихованная область показывает разброс имеющихся оценок потенциала А0. Соответствующий энергетический
уровень для ФС I-Хл d получен в результате кинетического моделирования [51].
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ласти спектра 760–800 нм ведет к разделению за-
рядов даже при криогенных температурах [58, 59].
При этом редокс-потенциал пары P740/P740

+ бли-
зок к потенциалу P700/P700

+, он лежит в диапазо-
не 425–450 мВ [30, 54, 60]. Значит, энергия воз-
бужденного состояния Р740 должна быть ниже
энергии Р700

*. Однако снижение энергии Р740
* по

сравнению с Р700
* на 100 мэВ существенно не ска-

зывается на кинетике стабилизации зарядов в
ФС I-Хл d. Можно предполагать, что наблюдае-
мые изменения в составе кофакторов на донор-
ном участке ФС I-Хл d обусловлены необходимо-
стью поддержания отрицательных значений ΔG
реакций разделения и стабилизации зарядов. 

ЭНЕРГЕТИКА РЕАКЦИЙ РАЗДЕЛЕНИЯ
И СТАБИЛИЗАЦИИ ЗАРЯДОВ

В КОМПЛЕКСАХ ФС I-Хл d И ФС I-Хл a
Среднеточечные потенциалы (Em) восстанов-

ления железо-серных кластеров, выступающих в
ФС I-Хл a в качестве терминальных акцепторов,
были напрямую определены титрованием:
Em(FA/B) = −0.50 В [61] и Em(FX) = −0.61 В [62].
Аналогичных данных для ФС I-Хл d не получено;
по всей видимости, они близки к потенциалам
ФС I-Хл a [29, 54]. Среднеточечные потенциалы
восстановления филлохинона A1 и Хл a в сайтах
А0 лежат ниже предела окислительно-восстано-
вительного титрования (рис. 2а). Их оценку мож-
но проводить, исходя из доступных кинетических
параметров прямых и обратных реакций перено-
са электрона в акцепторной части ФС I [20, 63–
67], а также электростатических расчетов, ис-
пользующих данные потенциометрического тит-
рования и квантово-химического моделирования
[68–71]. Для оценки энергетических уровней пер-
вичных и вторичных ион-радикальных пар по ки-
нетическим данным были использованы два аль-
тернативных подхода. 

В первом подходе энергия образования ион-
радикальной пары P700

+A1
− оценивается по ско-

рости термоактивируемой рекомбинации зарядов
конечного состояния P700

+FA/B
− [63, 72] 

Рекомбинация зарядов в интактных комплек-
сах ФС I-Хл a при комнатной температуре проис-
ходит с константой скорости kFA = 8 с–1, известна
также скорость прямой рекомбинации зарядов
P700

+A1
− → P700A1 в химически модифицирован-

ных комплексах kA1 = 9·103 с–1, на основе этих
данных была получена оценка свободной энергии
ΔG4 = 0.15–0.19 эВ и потенциала восстановления

Δ←⎯⎯→ ⎯⎯⎯→4+ - + -
700 A 700 1 700 1P F P A P A .rG k

А1 в диапазоне –0,68 В (рис. 7, диаграмма слева)
[27, 50]. 

Во втором подходе энергию первичной ион-
радикальной пары P700

+A0
− относительно воз-

бужденного состояния ФС I-Хл a оценивали на
основании экспериментов по установлению рав-
новесия первичных реакций переноса энергии и
разделения зарядов, а также скорости замедлен-
ной флуоресценции образующихся ион-ради-
кальных пар: 

Оценки соответствующей разницы свободной
энергии ΔG0 варьировали от 0.25 эВ [21, 22, 73, 74]
до значительно меньших значений (10–40 мэВ)
[75–77]. Суммарная энергия образования пер-
вичной ион-радикальной пары P700

+A0
− из не-

возбужденного состояния P700A0 связана с энер-
гией кванта hν0, движущей силой первичной ре-
акции разделения зарядов ΔG0 и равновесными
среднеточечными потенциалами P700

+ и A0
− сле-

дующим соотношением:

где qe – элементарный заряд, Δφ0 – электростати-
ческое взаимодействие катиона P700

+ и аниона
A0

−. Расчет электростатического взаимодействия
P700

+ и A0
− дает оценку Δφ0 около −0.24 В, на эту

величину потенциал образуемой ион-радикаль-
ной пары P700

+A0
− (операционный потенциал)

отличается от значения среднеточечного потен-
циала A0 в условиях равновесного титрования
[50, 68]. Понижение энергии пары P700

+A0
− за

счет электростатического взаимодействия отме-
чено вертикальной пунктирной стрелкой на рис.
7, где в левой части представлены энергетические
уровни электронных состояний ФС I-Хл a. С уче-
том сделанных выше оценок операционный по-
тенциал ион-радикальной пары P700

+A0
− в кано-

нической ФС I-Хл a составляет –(0.84–1.08) В.
На рис. 7 в центре показаны операционные по-
тенциалы электронных состояний относительно
нормального водородного электрода. Принимая
потенциал пары P740

+A1
− равным −0.68 В, изме-

нение свободной энергии ΔG3 для реакции пере-
носа электрона А0→А1 составляет 0.16–0.40 эВ
[78].

Сходные оценки были получены для энергии
образования первичной ион-радикальной пары
P740

+A0
− в ФС I-Хл d из A. marina [51]. Однако для

данной системы, пользуясь спектральным отли-

∗ − −Δ←⎯⎯→ ⎯⎯⎯→0 3+ +
700 700 0 700 1P P A P A .G k

( ) ( )+ − − − Δϕ = ν − Δ 700 700 0 0 0 0 0/ / ,]e m mq E P P E A A h G
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чием Хлd2 и Феоa3, удалось сделать отдельные
оценки свободной энергии образования состоя-
ний P740

+Хлd2
− и P740

+Феоa3
− (ΔG1 = −34 мэВ и

ΔG2 = −29 мэВ соответственно). Суммарная
энергия ΔG0 = ΔG1 + ΔG2 образования стабиль-
ной первичной ион-радикальной пары
P740

+Феоa3
− относительно возбужденного состо-

яния P740
* составила –60 мэВ. В соответствии с

этими оценками, восстановительный потенциал
ион-радикальной пары P740

+A0
− находится в ин-

тервале −0.9 ± 0.1 В, а равновесный среднеточеч-
ный потенциал Em(Феоa3) ≈ −1.17 В (рис. 7). Ис-
ходя из этого, изменение свободной энергии ΔG3
для реакции переноса электрона А0 → А1 состав-
ляет 0.25 эВ.

Таким образом, значение среднеточечного по-
тенциала Фео a в положении eC3 находится в
диапазоне −1.15 ± 0.1 В. В органических раство-
рителях потенциал восстановления Фео a при-
близительно на 200 мВ более положителен, чем
потенциал Хл a [79, 80]. Если предположить, что
эта разница сохраняется в белковом окружении,
то замена Хл a на Фео a позволила A. marina ком-
пенсировать потерю энергии кванта при замене
Хл a на Хл d. 

Однако остается открытым вопрос, почему в
сайте eC3 присутствует именно Фео a, а не Хл d,
потенциал которого в органических растворите-
лях также почти на 200 мВ больше, чем у Хл a. От-
вет заключается в структурных особенностях
комплекса ФС I-Хл d: кислород карбонильной
группы Хлd2, которого нет в Хлa3, обращен в сто-
рону хлоринового кольца Феоa3. Расстояние меж-
ду карбонильным кислородом Хлd2 и плоскостью
кольца составляет всего 3.2 Å, что ведет к дефор-
мации макроцикла Феоa3 и обуславливает дело-
кализацию электронных орбиталей гетеродимера
Хлd2-Феоa3. В канонической в ФС I-Хл a отрица-
тельный электрический заряд в гетеродимере
[Хлa2-Хлa3]− делокализован в пропорции 1:3 [81,
82], что в точности соответствует величине
ΔG2 = −29 мэВ, определенной для ФС I-Хл d. Ес-
ли бы на месте Фео a в положении eC3 находился
Хл d, то атом магния макроцикла дополнительно
взаимодействовал бы с карбонильными кислоро-
дом, что изменило бы пентагональную координа-
цию магния на гексагональную. Это, несомнен-
но, повлияло бы на энергетическую конфигура-
цию реакционного центра ФС I-Хл d.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Кинетические и термодинамические парамет-
ры первичных реакций разделения зарядов в ре-

акционном центре канонической ФС I, содержа-
щeй Хл а, остаются предметом многолетних дис-
куссий. Кинетический анализ фемтосекундных
фотохимических процессов в ФС I из A. marina, в
фотосинтетическом аппарате которой присут-
ствует длинноволновый Хл d, позволил одно-
значно определить последовательность первич-
ных реакций разделения зарядов в реакционном
центре, содержащим Фео a в обеих ветвях пере-
носа электрона. Показано, что первичным доно-
ром электронов в этой системе является специ-
альная пара Р740, а первичный акцептор пред-
ставляет собой сопряженный гетеродимер Хлd2 и
Феоа3. При возбуждении ФС I из A. marina в
ближнем инфракрасном диапазоне образование
первичной ион-радикальной пары происходит с
эффективным временем 1.6 пс и сопровождается
понижением свободной энергии на 0.06 эВ. Из-
менение ΔG при последующем переносе электро-
на на филлохинон составляет 0.15–0.4 эВ. 
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 Photochemical Energy Conversion of Far-Red Light in Photosystem I Reaction Centers 
from Cyanobacterium Acaryochloris marina

 A.A. Petrova*, A. P. Casazza**, S. Santabarbara**, and D.A. Cherepanov*, ***

*A.N. Belozersky Research Institute of Physico-Chemical Biology, M.V. Lomonosov Moscow State University,
Leninskye gory 1/40, Moscow, 119992 Russia

**Photosynthesis Research Unit, National Research Council of Italy, Via Corti 12, Milano, 20133 Italy

***N.N. Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences,
ul. Kosygina 4, Moscow, 119991 Russia

Conversion of near-infrared light energy by photosynthetic pigment-protein complexes has been the focus of
intensive research in recent years because of the discovery of cyanobacteria with photosynthetic
apparatus, which contains chlorophyll f and d that can absorb long-wave light. Among these cyanobacteria,
Acaryochloris marina occupies a special place. Its photosystem I contains predominantly chlorophyll d, it is
the component of the special P740 pair with the absorption spectrum shifted to the red region by 40 nm. This
causes a decrease in the energy of the excited state of the special P740 pair by ~0.1 eV as opposed to photosys-
tem I that contains chlorophyll a molecules. The complexes of photosystem I from A. Marina have some other
particularities; they are: four molecules of chlorophyll a of the reaction center are replaced by chlorophyll d

molecules, and the third pair of chlorophyll a molecules involved in electron transfer is replaced by
pheophytin a molecules. The presence of spectrally diverse cofactors (chlorophyll d and pheophytin a mole-
cules) has made it possible to reliably identify the intermediate compounds of the primary reactions of pri-
mary charge separation in photosystem I. This review presents the findings of a research study on photochem-
ical energy conversion in the reaction centers of photosystem I from A. marina and potential mechanisms that
compensate energy losses during the utilization of low-energy far-red light for photo-synthesis.

Keywords: photosynthesis, far-red light, chlorophyll d, photosystem I, charge separation, kinetic modeling
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Исследовано влияние катионных антисептиков (в микромолярных концентрациях) на изолированные 
из растений шпината активные коровые комплексы ФСII с интактным комплексом окисления воды и 
на коровые комплексы ФСI из цианобактерии Synechocystis sp. PCC6803. Из исследованных 
антисептиков (мирамистина, хлоргексидина, октенидина и пиклоксидина) наибольший эффект 
оказывал октенидин. Сделан вывод, что его влияние на ФСII заключается прежде всего в воздействии 
на структуру светособирающей антенны (СР43 и СР47), через которую энергия возбуждения 
доставляется к собственно реакционному центру. В результате происходит дестабилизация молекул 
хлорофиллов в данной структуре и изменение их оптических и функциональных характеристик. 
Сходные эффекты наблюдались также в цианобактериальных комплексах ФСI. Кроме того, анти-
септик влиял на скорость установления равновесного распределения возбужденных состояний по 
спектральным формам в антенном комплексе ФСI. Обнаружено и значительное воздействие окте-
нидина на скорость переноса электронов в комплексе ФС I: в его присутствии рекомбинация фото-
разделенных зарядов между фотоактивным пигментом Р700 и концевым акцептором FA/FB проис-
ходит в два раза быстрее.

Ключевые слова: фотосистемы I и II, антисептики, октенидин, флуоресценция, перенос энергии,
перенос электрона.
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Нарастающие объемы производства дезинфи-
цирующих средств, включая четвертичные аммо-
ниевые соединения и бигуаниды, их повседнев-
ное использование в здравоохранении, пищевой
промышленности, в быту ставят актуальные во-
просы о биобезопасности такого рода антимик-
робных соединений. При этом необходимо учи-
тывать, что в силу специфики применения, а так-
же низкой степени биодеградации, показанной
для некоторых катионных четвертичных аммони-
евых соединений и бигуанидов [1], такие дезин-

фектанты и антисептики могут практически в не-
изменном виде попадать в сточные воды, ил
очистных сооружений, рассеиваться в окружаю-
щей среде и создавать загрязняющую нагрузку на
экосистемы [2, 3]. 

Избирательное связывание катионных анти-
микробных агентов с клетками целевых видов
бактерий и дальнейшее их деструктивное дей-
ствие на плазматические бактериальные мембра-
ны в значительной степени определяют зарядо-
вые взаимодействия, поскольку эти мембраны
характеризуются высоким содержанием отрица-
тельно заряженных липидов, в первую очередь,
фосфатидилглицерола и кардиолипина. Считает-
ся, что для проявления противомикробных
свойств достаточна комбинация в молекуле силь-

Сокращения: ССК – светособирающий комплекс, РЦ –
реакционный центр, ФСI – фотосистема I, ФСII –
фотосистема II, Хл – хлорофилл, Р700 – фотоактивный
димер Хл РЦ, QA – первичный акцептор хинонной
природы.
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ного положительного заряда и гидрофобной об-
ласти – это обеспечивает встраивание в липид-
ный бислой плазматической мембраны [4]. Как
мы ранее показали методами молекулярного мо-
делирования, в процессе адсорбции катионных
антисептиков на модельных мембранах, имити-
рующих плазматические мембраны бактерий по
процентному содержанию различных липидов,
гидрофобные фрагменты молекул оказываются
погруженными в гидрофобную область бислоя, а
положительно заряженные группы колокализу-
ются с отрицательно заряженными фосфатами
липидов на поверхности мембраны [5, 6]. Такие
взаимодействия приводят к изменению коэффи-
циентов латеральной диффузии мембранных ли-
пидов, влияют на параметры упорядоченности
липидов и способствуют образованию пор в мем-
бране [5, 6], что, очевидно, обеспечивает и эф-
фективное проникновение антисептиков внутрь
клеток. 

Направленные против целевых видов бакте-
рий дезинфектанты и антисептики при попада-
нии в окружающую среду могут оказывать де-
структивное воздействие на различных обитате-
лей водоемов, илистых почв, осадков сточных
вод, активного ила – в том числе, что важно, и на
фотосинтезирующие организмы. У фотосинтези-
рующих организмов фотосинтетический аппарат,
ассоциированный с системой внутриклеточных
мембран, наряду с плазматической мембраной
может, очевидно, представлять потенциальную
мишень для действия катионных биоцидов. Так,
ранее мы показали, что катионные антисептики
из групп четвертичных аммониевых соединений
и бигуанидов вызывают снижение эффективно-
сти преобразования световой энергии фотосин-
тезирующими пурпурными несерными бактерия-
ми. При этом в хроматофорах бактерий Rhodo-
bacter sphaeroides снижается эффективность
передачи энергии от светособирающего комплек-
са (ССК) LH2 к комплексу LH1 с реакционным
центром (РЦ) [7], а у Rhodospirillum rubrum, у кото-
рых ССК LH2 отсутствует, снижается эффектив-
ность передачи энергии от ССК LH1 к РЦ [8]. Эти
бактерии являются факультативно аэробными
фотоорганогетеротрофными грамотрицательны-
ми бактериями, которые, осуществляя анокси-
генный фотосинтез, используют в качестве доно-
ров электронов органические соединения [9] и
обитают именно в тех местах, где высока вероят-
ность накопления дезинфектантов и антисепти-
ков. Наблюдаемые эффекты мы связали, в том
числе, с взаимодействием антисептиков с анион-
ными фосфолипидами, которые составляют бо-
лее 40% липидов фотосинтетических мембран
пурпурных несерных бактерий. Это приводит к
структурным изменениям липидной упаковки и
нарушает оптимальные условия переноса энер-
гии между ССК и от ССК к РЦ. Вместе с тем и са-

ми амфипатические многокомпонентные поли-
пептидные фототрансформирующие комплексы,
очевидно, могут быть мишенью для атаки кати-
онными антисептиками.

Тилакоидные мембраны кислородвыделяю-
щих организмов – цианобактерий и фотосинте-
зирующих эукариот – характеризуются высоко-
консервативным характером их липидного 
состава, который включает четыре класса глице-
ролипидов: нейтральные моногалактозилдиацил-
глицерин, дигалактозилдиацилглицерин и отри-
цательно заряженные сульфохиновозилдиацил-
глицерин и фосфатидилглицерин [10]. В 
частности, в мембранах хлоропластов шпината 
отрицательно заряженные фосфоглицерол и 
сульфолипиды составляют около 20%. 

Тилакоидные мембраны содержат два мульти-
субъединичных пигмент-белковых комплекса:
фотосистема I (ФСI) и фотосистема II (ФСII), ко-
торые действуют как две последовательные фото-
оксидоредуктазы [11–13], и в состав которых вхо-
дят те же липиды [14]. Таким образом, липидная
матрица фотосинтетических мембран и у кисло-
родвыделяющих организмов может служить ми-
шенью для связывания молекул катионных дез-
инфектантов и антисептиков при их проникнове-
нии в клетки. Так, в частности, недавно показано
на штаммах Microcystis, что широко используе-
мый дезинфектант из группы четвертичных ам-
мониевых соединений (бензалкония хлорид-C14)
уже при концентрации 0.4 мг/л вызывает значи-
тельное подавление фотосинтетической активно-
сти этих цианобактерий [15].

В ФСII минимальный ядерный белковый ан-
самбль, способный к фотоокислению воды и вос-
становлению молекул пластохинонов, состоит из
Mn4CaO5 кластера, двух интегральных антенных
белков СР43 и СР47, фотосинтетического РЦ, со-
держащего D1-, D2- и цит. b559-субъединицы, и
периферического белка PsbO (марганец-стабили-
зирующей белок). Комплекс ФСII образует ди-
мер, где каждый мономер содержит одну элек-
трон-транспортную цепь, чьи кофакторы коор-
динируются белками D1/D2. СР43 более
лабильно связан с D1/D2-гетеродимером РЦ, чем
СР47 и, возможно, вовлекается в стабилизацию
комплекса окисления воды. В свою очередь,
СР47, помимо переноса энергии, также, по-види-
мому, играет определенную структурную роль,
способствуя теснейшей ассоциации D1- и D2-
субъединиц. СР43 и СР47 содержат 13 и 16 моле-
кул хлорофилла а (Хл а) соответственно. РЦ, в
свою очередь, включает 6 молекул Хл а и 2 моле-
кулы феофитина [16–18]. В растениях дополни-
тельный светосбор обеспечивается образованием
больших суперкомплексов с мембранносвязан-
ными Хл-содержащими белками и тримерными
ССК. 
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Мономерный цианобактериальный комплекс
ФСI с молекулярной массой >370 кДа содержит
12 различных полипептидов [19]. При этом шесть
молекул Хл a в каталитическом ядре двух инте-
гральных субъединиц PsaA/PsaB окружены
90 молекулами Хл a и 22 молекулами β-каротина,
которые вместе служат основными антенными
пигментами. Все эти окислительно-восстанови-
тельные кофакторы, за исключением железо-сер-
ных кластеров FA/FB, расположены внутри субъ-
единиц ядра псевдосимметричным образом и об-
разуют две ветви (A и B) для потенциального
переноса электронов. Терминальные акцепторы
электронов FA и FB связаны с внешней стромаль-
ной субъединицей PsaC.

В настоящей работе, продолжая начатое ранее
изучение влияния катионных антисептиков окте-
нидина, мирамистина, хлоргексидина и пиклок-
сидина на спектральные свойства и процессы
трансформации энергии в хроматофорах пурпур-
ных бактерий [7, 8], мы приводим результаты
нашего исследования на изолированных из шпи-
ната активных коровых комплексах ФСII с ин-
тактным комплексом окисления воды и на коро-
вых комплексах ФСI из цианобактерии Synecho-
cystis sp. PCC6803. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Кислород-выделяющие ядерные комплексы

ФСII выделяли из свежих растений шпината
(Spinacia oleracea) [20] путем обработки мембран-
ных фрагментов н-додецил-β-d-мальтозидом
(10:1, детергент/хлорофилл) в течение 1 ч с после-
дующим центрифугированием на градиенте
плотности сахарозы (20–40%) в течение 7 ч при
210 000 g с использованием вертикального ротора
Beckman VTi50. Общую концентрацию Хл в об-
разцах ФСII (~ 2.7 мг Хл·мл−1) определяли мето-
дом, описанным в работе [21]. Среда для хране-
ния/анализа содержала 25 мМ Mes (рН 6.5),
15 мМ NaCl, 5 мМ CaCl2 и 0.03% (в/о) н-додецил-
β-d-мальтозида. Полученные препараты ядерных
комплексов ФСII практически не содержат све-
тособирающий комплекс LH2 [20]. Скорость вы-
деления кислорода (1500–1600 мкМ O2·(мг Хл)–1·
· ч–1)) при стационарном освещении (1000 мкм
фотонов м–1с–1) измеряли при 23°С с помощью
электрода Кларка в присутствии 0.1 мМ 2,6-ди-
хлоробензохинона и 1.0 мМ феррицианида калия
в качестве акцептора электронов.

Тилакоидные мембраны из цианобактерий
Synechocystis sp. PCC 6803 дикого типа выделяли
по методике, описанной в работе [22]. Для полу-
чения комплексов ФСI использовали с неболь-
шими модификациями процедуру экстракции,
описанную в работе [23]. Для получения мем-

бранных фрагментов тилакоидные мембраны,
полученные путем разрушения клеток с помо-
щью френч-пресса и последующего ультрацен-
трифугирования, инкубировали в течение 2 ч при
комнатной температуре в присутствии 50 мМ
HEPES–NaOH (рН 7.5), содержащего 1% н-доде-
цил-β-d-мальтозида при концентрации хлоро-
филла 0.5–0.6 мг/мл при 4°C. Далее суспензию
центрифугировали в течение 15 мин при 14000 g,
супернатант наносили на градиент плотности са-
харозы (5–20% масс./об.), приготовленный в
50 мм буфере HEPES–NaOH (рН 8.0), содержа-
щем 0.03% (масс./об.) н-додецил-β-d-мальтози-
да. Градиенты центрифугировали в течение 16 ч
при 140000 g. Нижнюю полосу собирали, дважды
диализовали против 50 мМ буфера HEPES-NaOH
(рН 7.5) в течение 2 ч и концентрировали. Сус-
пензию комплексов ФСI (2 мг·мл−1) заморажива-
ли в жидком азоте и хранили при температуре –
70°C. Поскольку изолированные комплексы ФСI
не содержат природного белка-донора цитохрома
c6, во всех экспериментах в качестве экзогенного
донора электронов к образцу добавляли 10 мкМ
2,6-дихлорфенолиндофенола и 5 мМ аскорбата
натрия.

Спектры поглощения регистрировали с помо-
щью модифицированного спектрофотометра Hi-
tachi-557 (Япония), спектры флуоресценции – с
помощью спектрофлуориметра Fluorolog-3
(HORIBA Scientific, Япония), оснащенного высо-
кочувствительным ИК-фотоумножителем Hama-
matsu 5509-72. Спектры флуоресценции реги-
стрировали при возбуждении на длине волны
400 нм. Ширина полосы составляла 10 нм для
возбуждающего света и 5 нм для регистрируемой
флуоресценции. Кинетические кривые затухания
флуоресценции были измерены при 680 нм с ис-
пользованием системы счета одиночных фотонов
с временной корреляцией TCSPC (Becker & Hickl
GmbH, Германия) с гибридным фотоприемни-
ком HPM-100-07 с чрезвычайно высокой дина-
микой. В качестве источника возбуждающего
света использовали фемтосекундную лазерную
систему «Tema-150» (ООО «Авеста-Проект», Рос-
сия). Она генерировала световые импульсы дли-
тельностью 300 фс при длине волны 400 нм (ча-
стота повторения – 80 МГц; средняя мощность
излучения – 2.8 Вт; энергия одиночного импуль-
са – 34 нДж). В экспериментах энергию возбуж-
дающих световых импульсов уменьшали с помо-
щью нейтральных светофильтров до уровня,
определяемого чувствительностью регистрирую-
щей системы. Средняя плотность мощности из-
лучения составляла 3·10–4 Вт/см2. Кинетику зату-
хания флуоресценции аппроксимировали мо-
дельной кривой в трехэкспоненциальном
приближении. Времена затухания τ были рассчи-
таны с использованием алгоритма подбора мето-
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дом наименьших квадратов с учетом инструмен-
тальной функции отклика при FWHM ≈ 16 пс.
Измерения повторяли три раза, и средние значе-
ния со стандартной ошибкой использовали для
расчета времени жизни (τ) и выхода (F) флуорес-
ценции. Все расчеты и представление были вы-
полнены с использованием программного обес-
печения Origin 8.1 (OriginLab, США). 

Возбуждаемые импульсным излучением (Nd-
YAG-лазер, 532 нм, 7 нс, 10 мДж) изменения по-
глощения ФСI при 700 нм исследовали с помо-
щью лабораторной системы флеш-фотолиза с
двойной монохроматизацией зондирующего све-
та [24]. Изменения поглощения во временной об-
ласти от 1 мкс до 5 с были оцифрованы с помо-
щью измерительной платы GaGe Octopus CS8327
(Dynamic Signals, Канада). Для достижения более
высокого отношения сигнал/шум было усредне-
но 50 одиночных сигналов. Собранные данные
размером 8·106 точек были сжаты до 280 точек в
логарифмической шкале времени. Кинетику вос-
становления Р700+ аппроксимировали суммой
нескольких экспонент с помощью программ
Mathematica (Wolfram Research, США) и OriginPro
9 (OriginLab, США). Концентрация хлорофилла в
образцах в данных опытах составляла ~15 мкг/мл.

Использовали готовые фармацевтические
препараты хлоргексидина диглюконат 20%, пик-
локсидина дигидрохлорид 0.05% (Витабакт), ми-
рамистин 0.01% и октенидин 0.1% (Октенисепт),
которые разбавляли дистиллированной водой для
получения растворов антисептиков с необходи-
мыми концентрациями. Измерения проводили
при комнатной температуре (22 ± 1°C) после
5 мин инкубации препаратов с добавленным ан-
тисептиком.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Мы сравнили действие четырех катионных ан-

тисептиков в концентрации 100 мкМ на флуорес-
ценцию коровых комплексов ФСII и ФСI. Было
установлено, что октенидин обладает максималь-
ной эффективностью в увеличении выхода флуо-
ресценции, значительно превышающей действие
остальных антисептиков (рис. 1). Поэтому в на-
стоящей работе мы подробно исследовали дей-
ствие именно этого антисептика. 

Увеличение выхода флуоресценции в образцах
ФСII при добавлении октенидина сопровождает-
ся коротковолновым смещением как максимума
поглощения (с 672 нм до 666 нм), так и максимума
флуоресценции (с 682 нм до 678 нм) (рис. 2а,б).
Согласно работе [25], молекулы Хл а в антенных
комплексах СР43 и СР47 ФСII шпината находят-
ся в двух спектрально отличных формах с длин-
новолновым (около 680 нм) и коротковолновым
(около 670 нм) максимумами поглощения. Эти

две спектральные формы, очевидно, имеют раз-
личное микроокружение и отличаются своей чув-
ствительностью к внешним воздействиям. Так,
длинноволновая форма существенно более чув-
ствительна к нагреванию, в результате которого
ее абсорбционный максимум смещается к дли-
нам волн поглощения коротковолновой формы.
Авторы считают, что температурный фактор,
воздействуя на белковый носитель, нарушает ис-
ходное экситонное взаимодействие «длинновол-
новых» хлорофиллов, что и приводит к наблюда-
емому коротковолновому смещению их максиму-
ма поглощения. Очевидно, октенидин, внедряясь
в структуру светособирающих белков, может при-
водить к сходному эффекту.

Гипсохромный сдвиг полосы флуоресценции
(рис. 2) и увеличение ее интенсивности (данные
не приводятся) происходили также в присутствии
детергента Тритон Х-100, в связи с чем в работе
мы сопоставили воздействие этих двух разных
агентов на спектрально-кинетические характери-
стики коровых комплексов ФСII. Из рис. 2 также
следует, что в случае ацетонового экстракта поло-
са поглощения в красной области и полоса флуо-
ресценции смещаются гораздо сильнее по срав-
нению с контрольным образцом – максимум по-
глощения сдвигается до 661 нм, а максимум
флуоресценции – до 673 нм. Следовательно, об-
работка коровых комплексов ФСII максималь-
ными концентрациями октенидина и Тритона
X-100 хотя и приводит к структурной пертурба-
ции пигмент-белковых комплексов, однако ча-
стичная межхромофорная связь сохраняется. Это

Рис. 1. Интегральная площадь S под спектром флуо-
ресценции коровых комплексов ФСI и ФСII в при-
сутствии антисептиков (100 мкМ), нормированная на
площадь S0 под спектром флуоресценции контроль-
ного образца без антисептика. Усреднение по трем
экспериментам, указано стандартное отклонение от
средней величины.



БИОФИЗИКА  том 69  № 3  2024

ВЛИЯНИЕ КАТИОННЫХ АНТИСЕПТИКОВ 519

полностью соответствует заключению авторов
работы [26] о действии агента Тритона X-100 на
ФСII (коровый комплекс CP47).

Спектры поглощения и флуоресценции выде-
ляемых нами комплексов ФСI показаны на
рис. 3. Они фактически совпадают со спектрами
для препаратов ФСI, приведенными в работах
[27–29]: основной максимум флуоресценции ло-
кализуется при ~ 684 нм, имеется широкое плечо
в красной области в районе ~ 730 нм. Как и в слу-
чае ФСII, октенидин обладал максимальной эф-
фективностью, в несколько раз превышающей
действие остальных. Это выражается как в корот-
коволновом сдвиге максимума спектра поглоще-
ния и флуоресценции (рис. 4, 5), так и в увеличе-
нии интенсивности флуоресценции (врезка на
рис. 5). Важно отметить, что регистрируемое уве-
личение квантового выхода флуоресценции ФСI
в присутствии октенидина хорошо совпадает для
экспериментов по измерению стационарной
флуоресценции (оцененного по площади под
спектром) и экспериментов по измерению кине-
тики (оцененного по интегралу под кинетиче-
ской кривой).

О нарушении процессов миграции энергии в
пигмент-белковых комплексах ФСII и ФСI в
присутствии антисептиков свидетельствуют так-
же результаты измерений длительности флуорес-
ценции образцов в этих условиях. При аппрокси-
мации экспериментальных кинетик затухания
флуоресценции ФСII мы пользовались трехэкс-
поненциальным приближением, дающим наи-

меньшее значение величины среднеквадратично-
го отклонения χ2. Наличие трех компонентов в
кинетике затухания флуоресценции ФСII в диа-
пазонах около 100 пс, несколько сотен пс и более
отмечалось и в других работах. При этом появле-
ние и удлинение медленных компонентов связы-
вается с закрытием РЦ ФСII и степенью этого за-
крытия в исследуемых образцах [30–34].

В экспериментах с ФСII к препаратам добав-
ляли феррицианид калия в качестве экзогенного
акцептора электронов для оценки степени вос-
становленности фотоактивного хлорофилла РЦ.
Наши препараты содержали активный комплекс
выделения кислорода, который может восстанав-
ливать фотоокисляемый пигмент РЦ за время
~30 нс. Учитывая, что время между активирую-
щими вспышками света составляло 12.5 нс, мож-
но было ожидать, что часть комплексов РЦ за
время регистрации кинетики флуоресценции
могла перейти в неактивное состояние. Оценка
τ1, связываемого с процессом миграции энергии
от коровой антенны к РЦ при условии их откры-
того состояния, составляет 50–80 пс [35, 36]. В
наших экспериментах в образцах коровых ком-
плексов ФСII при добавлении экзогенного ак-
цептора электрона феррицианида калия длитель-
ность быстрого компонента τ1 снижалась с
≈200 до 113 пс (табл. 1). Таким образом, феррици-
анид калия существенно снизил долю закрытых
РЦ (возможно и полностью, а отличие τ1 от лите-
ратурных значений в 50–80 пс обусловлено

Рис. 2. Спектр поглощения (а) и нормированный спектр флуоресценции (б) коровых комплексов ФС II в контроле
(спектр 1), в присутствии 300 мкМ октенидина (спектр 2), в присутствии 0.3% тритона Х-100 (спектр 3) и в ацетоновом
экстракте (спектр 4). Длина волны возбуждения флуоресценции 400 нм.
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структурными особенностями нашего образца). В
дальнейшем препарат, содержащий 350 мкМ
феррицианида калия, считался контрольным об-
разцом в наших экспериментах.

Из табл. 1 видно, что по мере добавления воз-
растающих концентраций октенидина длитель-
ность компонента τ1 увеличивается, достигая
значения 357 пс при концентрации октенидина
200 мкМ. Такое трехкратное замедление скорости
миграции энергии сопровождается 6−8-кратным
ростом интенсивности флуоресценции (данные
не приводятся). Данное увеличение интенсивно-
сти флуоресценции объясняется значительным
перераспределением вкладов (ai) трех компонен-
тов в кинетику затухания и увеличением длитель-
ности (τi) всех компонентов. По нашему мнению,
такое действие октенидина на коровые комплек-
сы ФСII связано с их деструкцией, подобно тому,
как это происходит при добавлении детергента
Тритона Х-100. Действительно, при высоких кон-
центрациях октенидина в трехэкспоненциальном
приближении наблюдается компонент длитель-
ностью около 6 нс. Это значение близко для полу-
ченного нами времени жизни флуоресценции
свободного хлорофилла в ацетоновом экстракте
(6.2 нс) или для такового в дезинтегрированных
пигмент-белковых комплексах в присутствии 1%
Тритона Х-100 (5.4 нс).

Второй компонент средней длительности, со-
гласно многочисленным литературным данным,
мы отнесли к процессу рекомбинации зарядов в

РЦ. Его длительность в контрольных образцах с
феррицианидом составляет τ2 = 0.37 нс, что близ-
ко к значению 360–460 пс, полученному в работе
[37]. Из табл. 1 видно, что по мере добавления ок-
тенидина значение τ2 увеличивается до 2.28 нс, а
амплитуда растет от 14 ± 2% до 33 ± 3%. Такие
значения находятся в хорошем соответствии с ре-

Рис. 3. Спектр поглощения (а) и нормированный спектр флуоресценции (б) коровых комплексов ФС I в контроле
(спектр 1), в присутствии 150 мкМ октенидина (спектр 2), в присутствии 1% тритона Х-100 (спектр 3) и в ацетоновом
экстракте (спектр 4). Длина волны возбуждения флуоресценции 400 нм.

Рис. 4. Спектр поглощения комплексов ФС I в
контроле и в присутствии антисептиков (100 мкМ).
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Рис. 5. Нормированный спектр флуоресценции комплексов ФС I в контроле и в присутствии антисептиков
(100 мкМ). На врезке – относительное изменение квантового выхода флуоресценции комплексов ФСI в присутствии
октенидина при оценке соотношения площадей под спектром флуоресценции (спектр 1) и под кинетикой затухания
флуоресценции (спектр 2). 

Таблица 1. Времена жизни τi и амплитуды ai трех компонентов флуоресценции коровых комплексов ФСII и ФСI
при различных концентрациях добавленного октенидина 

τ1, пс τ2, нс τ3, нс a1, % a2, % a3, %

ФСII (контроль) 113 ± 6 0.37 ± 0.04 1.69 ± 0.06 85 ± 5 14 ± 3 1 ± 0.4

5 мкM октенидина 128 ± 5 0.38 ± 0.04 1.92 ± 0.07 82 ± 4 17 ± 4 1 ± 0.4

25 мкM октенидина 270 ± 10 1.31 ± 0.05 4.46 ± 0.12 65 ± 4 21 ± 5 14 ± 3

100 мкM октенидина 333 ± 15 2.24 ± 0.09 5.28 ± 0.11 58 ± 4 32 ± 4 10 ± 2

200 мкM октенидина 357 ± 14 2.28 ± 0.11 6.19 ± 0.17 57 ± 5 33 ± 3 10 ± 3

ФСI (контроль) 63 ± 3 0.51 ± 0.04 2.6 ± 0.1 95.7 ± 4.4 2.6 ± 0.3 1.7 ± 0.2

7.5 мкM октенидина 115 ± 6 0.55 ± 0.06 4.4 ± 0.2 70.0 ± 3.4 23.8 ± 0.9 6.2 ± 1.1

30 мкM октенидина 399 ± 15 3.2 ± 0.1 5.3 ± 0.1 26.7 ± 2.4 42.0 ± 4.1 31.3 ± 3.7

90 мкM октенидина 777 ± 18 4.3 ± 0.2 6.2 ± 0.2 14.1 ± 1.2 64.8 ± 4.2 21.1 ± 1.9

140 мкM октенидина 922 ± 21 4.8 ± 0.3 6.2 ± 0.3 10.6 ± 1.4 66.9 ± 3.9 22.5 ± 2.4

Примечание. λвозб = 400 nm, λрег = 680 nm. Указаны средние значения для трех измерений и стандартная
ошибка.

зультатами, полученными в работе [38] в образцах
фотосинтетических мембран, обогащенных
ФСII, и в препаратах коровых комплексов ФСII
при их восстановлении дитионитом, ведущим к
появлению дважды восстановленного первично-
го акцептора хинонной природы (QА); доминиру-
ющим (~ 70%) компонентом флуоресценции ста-
новится компонент с τ ~ 200 пс – как и в случае,
когда QА окислен. Этот компонент следует отне-

сти к τ1 в нашей работе. В то же время в условиях
однократно восстановленного QА самый быст-
рый компонент флуоресценции имел τ ~ 600 пс
(25%), а два других компонента характеризова-
лись τ ~ 1.4 нс (68%) и τ ~ 3.3 нс (7%). Авторы ра-
боты [38] интерпретировали самую быструю ки-
нетическую фазу (200 пс) как указание на высо-
кую эффективность разделения зарядов в РЦ
благодаря отсутствию электрического заряда на
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QА. Это объясняется двойным протонированием
дважды восстановленного QА. В наших экспери-
ментах при различных концентрациях октениди-
на мы также получали значения τ2, близкие к ре-
зультатам работы [38] для коровых комплексов
ФСII с однократно восстановленным QА. По всей
видимости, по мере роста концентрации октени-
дина эффективность фотохимического преобра-
зования световой энергии в РЦ снижается, что
ведет к увеличению вероятности обратной реак-
ции переноса энергии от РЦ в антенный ком-
плекс. Параллельно с этим процессом увеличива-
ется доля окисленных РЦ, что сопровождается
последовательным увеличением значений τ2 и а2
(см. табл. 1).

Основной вклад (а1 = 95.7%) в кинетику зату-
хания флуоресценции ФСI в наших измерениях
составляет самый короткоживущий компонент
τ1 ≈ 60 пс, который связывают с захватом энергии
возбуждения от красных хлорофиллов реакцион-
ным центром (табл. 1). Следовательно, практиче-
ски все молекулы Хл комплекса ФСI являются
активными в плане взаимодействия с РЦ. Быст-
рые компонентов с τ < 1 пс и ~ 15 пс, измеренные
в предыдущих работах [39, 40]), мы не обнаружи-
ли, так как измерения кинетики флуоресценции
проводили только на одной длине волны реги-
страции – 680 нм.

Относительный вклад двух наиболее медлен-
ных фаз (в контрольных образцах 0.51 нс и
~2.6 нс) был ничтожно мал (~4%). Компонент с
τ2 ≈ 500 пс можно связать с тем же процессом, что
и τ1, но не в тримерных, а в мономерных ком-
плексах [39]. Дальнейшее увеличение вклада это-
го компонента при добавлении антисептиков
означает, что антисептики могут приводить к
диссоциации трехмерных комплексов ФСI. Наи-
более долгоживущий компонент кинетики зату-
хания флуоресценции, согласно литературным
данным[39], относится к части молекул антенны,
не связанных с РЦ. Отсюда можно сделать вывод,
что в пигмент-белковых комплексах ФСI в отсут-
ствие миграции энергии к РЦ длительность флу-
оресценции светособирающих молекул Хл со-
ставляет ~ 2.6 нс, константа скорости внутримо-
лекулярной дезактивации kf + k∑ = 4∙108 c–1. Здесь
kf является константой скорости флуоресценции
Хл, k∑ означает сумму констант скоростей безиз-
лучательных процессов дезактивации. Отметим,
что амплитуда этого компонента незначительна и
составляет лишь 1.65%. Иными словами, в несвя-
занном с РЦ состоянии в контрольном препарате
находится лишь несколько молекул Хл. 

Ранее авторы работы [41] для ФСII в тилакоид-
ной мембране ввели понятие фактора «kEET», ко-
торый зависит от структуры комплекса и описы-

вает связь антенных комплексов ФСII с РЦ в тер-
минах эффективности переноса энергии. В
предельных случаях kEET = 1 для случая макси-
мальной связи антенны и РЦ и kEET = 0 для не-
связанных комплексов антенны и РЦ в смысле
переноса энергии. В нашем случае будем считать,
что для подавляющего количества молекул ан-
тенны в комплексах ФСI (τ1 = 63 пс) величина
kEET = 1.0, а для несвязанных молекул Хл
kEET = 0. Тогда для оставшихся молекул
(τ2 = 0.45 нс) фактор kEET = 0.11. Отсюда следует,
что светособирающие пигменты фотосинтезиру-
ющих организмов вступают по крайней мере в два
типа взаимодействий: 1) пигмент-белковые взаи-
модействия пигментов со структурными белками
антенны и 2) взаимодействие пигмент-белковых
комплексов с комплексами РЦ в плане переноса
энергии (factor of “connectivity”) [41].

При добавлении наиболее активного антисеп-
тика октенидина в возрастающих концентрациях
длительность самого короткого компонента по-
степенно возрастает от 63 пс до ~ 922 пс (табл. 1).
При этом амплитуда этого компонента уменьша-
ется от 95.7% до 10.6%; амплитуды τ2 и τ3, наобо-
рот, возрастают. Это может говорить о том, что
под действием октенидина происходит уменьше-
ние доли эффективно взаимодействующих ан-
тенных хлорофиллов с РЦ и одновременное уве-
личение доли слабо связанных либо вообще не
связанных с РЦ комплексов. Таким образом, од-
ной из мишеней октенидина является эффектив-
ность взаимодействия ССК–РЦ (фактор kEET).
Увеличение τ2 и τ3 до ~ 5–6 нс (значение τfl сво-
бодного Хл) указывает на то, что другой мишенью
для октенидина является эффективность Хл-бел-
ковых взаимодействий. Другими словами, связь
молекул Хл с белковым носителем в антенных
комплексах ослабевает под действием антисепти-
ка, и с ростом концентрации агента молекулы Хл
приобретают свойства свободного Хл.

Выше мы отметили, что действие октенидина
в общих чертах аналогично действию детергента
Тритон X-100. Это справедливо по отношению и
к ФСII, и к ФСI. На рис. 3 показаны нормирован-
ные спектры поглощения и флуоресценции кон-
трольных препаратов ФСI, а также спектры в
присутствии октенидина, Тритона X-100 и ацето-
на. В последнем случае мы имеем раствор экстра-
гированного хлорофилла. Хорошо видно, что
спектры поглощения и флуоресценции препара-
тов в присутствии октенидина и Тритона Х-100
хорошо совпадают, в то время как ацетоновый
экстракт демонстрирует гораздо большее корот-
коволновое смещение как максимума полосы по-
глощения, так и максимума полосы спектра флу-
оресценции. Однако, судя по времени жизни
флуоресценции, которое для препарата в присут-
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ствии 1% Тритона X-100 совпадает с таковым для
экстракта, детергент полностью мономеризует
пигментный аппарат ФСI. Некоторое различие в
спектрах является, очевидно, следствием остав-
шегося взаимодействия хлорофиллов с белковой
матрицей, которое в ацетоне полностью утра-
чено. 

Мы также исследовали влияние октенидина на
процесс темнового восстановления фотоокис-
ленного димера Хл РЦ (Р700+) после активации
препаратов единичными вспышками света. На-
помним, что использованные в настоящей работе
образцы ФСI содержали в качестве экзогенного
донора электронов 2,6-дихлорфенолиндофенол в
концентрации 10 мкМ и 5 мМ аскорбата натрия.
Кинетика темнового восстановления Р700+ в об-
щих чертах хорошо совпадает с таковой, наблю-
давшейся ранее на аналогичном препарате ФСI
цианобактерий для случая низкой интенсивности
возбуждающего импульса (рис. 5 в работе [42]). В
контроле, как и присутствии октенидина, кине-
тика восстановления Р700+ хорошо описывается
двумя экспонентами. Опираясь на известные ли-
тературные данные, можно предположить, что на
шкале десятков-сотен миллисекунд фотоокис-
ленный димер Р700+ в темноте получает электрон
либо в обратной реакции от конечного акцептора
(FA/FB)¯ (τ1 ~ 54 мс), либо от экзогенного донора
2,6-дихлорфенолиндофенола-Н2 (τ2 ~ 520 мс).
При увеличении концентрации антисептика до
110 мкМ происходит уменьшение времени быст-
рого компонента до 25 мс и увеличение его вклада
с 37 до 76%, а также соответствующее уменьше-
ние вклада медленного компонента при сокраще-
нии его τ2 до 220 мс.

Поскольку прямые реакции переноса электро-
на много быстрее обратных, можно использовать
экспериментально измеряемую величину отно-
сительного вклада быстрого компонента τ1 для
расчета заселенности электронами акцептора
(FA/FB)¯ (α): α = К1/(К1 + К2), где К1 – константа
обратного переноса электрона от (FA/FB)¯ на
Р700+, а К2 – константа скорости переноса элек-
трона от (FA/FB)¯ в среду на кислород или окис-
ленную форму аскорбата. Если взять экспери-
ментально полученные значения α = 0.37 и
К1 = 18.5, то из рассчитанного значения констан-
ты К2 для контроля получаем величину τ = 32 мс.
Можно считать, что это значение является харак-
теристическим временем переноса электрона с
терминального акцептора (FA/FB)¯ в среду. При
концентрации октенидина 110 мкМ расчетное
время переноса электрона от (FA/FB)¯ в среду
увеличивается от 32 мс до 79 мс. В этих условиях
время обратного переноса электрона (FA/FB)¯ на

Р700+ уменьшается от 54 мс до 25 мс. Иными сло-
вами, в присутствии октенидина электрон с
(FA/FB)¯ быстрее возвращается назад на Р700+ и
медленнее уходит во внешнюю среду. При этом
скорость восстановления Р700+ от экзогенного
донора возрастает более чем в два раза. Мы не
знаем точных механизмов действия октенидина
на процессы темнового восстановления Р700+,
но можно предположить, что и здесь проявляют-
ся его свойства поверхностно-активного соеди-
нения. Разрыхление пигментной матрицы вызы-
вает не только нарушение взаимодействия между
порфиринами, но и открывает больший доступ
для проникновения молекул красителя (2,6-ди-
хлорфенолиндофенол-Н2) к сайту РЦ на люме-
нальной стороне ФСI, что приводит к увеличе-
нию скорости донирования электрона на Р700+.
В то же время, на стромальной стороне нарушает-
ся стабилизация электрона на терминальном кла-
стере (FA/FB)¯, в результате чего растет скорость
обратного транспорта.

Октенидин влияет и на функциональные
свойства кислородвыделяющего комплекса
ФСII. Исследование воздействия октенидина на
стационарную активность выделения кислорода
в коровом комплексе ФСII показало, что ско-
рость выделения кислорода снизилась с 1500 (в
контрольном образце) до 560 и 230 мкМ O2·(мг
хлора·ч)–1 в присутствии 50 мкм и 100 мкм окте-
нидина соответственно (данные не приводятся).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Как видно из результатов исследования, ос-
новным эффектом, связанным с воздействием
антисептиков, особенно октенидина, является
существенное увеличение длительности флуорес-
ценции и интенсивности свечения антенных хло-
рофиллов в исследуемых образцах. Очевидно, что
октенидин в препаратах воздействует по меньшей
мере на две явные мишени. Одной из них являет-
ся взаимодействие антенных комплексов с реак-
ционными центрами (связность, как описано в
работе [41]). Нарушение эффективности такого
взаимодействия приводит к увеличению как ин-
тенсивности (φ), так и времени жизни флуорес-
ценции (τ) антенны. По эффективности влияния
на величины φ и τ комплексов ФСII и ФСI иссле-
дованные антисептики располагаются в следую-
щем ряду: октенидин, мирамистин, хлоргекси-
дин, пиклоксидин. Другой мишенью воздействия
антисептиков является эффективность взаимо-
действия Хл с белковым носителем. Следствием
последнего эффекта антисептика является появ-
ление свободных молекул Хл, длительность флу-
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оресценции которых близка к tfl свободных моле-
кул пигмента. 

В дополнение к двум упомянутым мишеням
действия октенидина при изучении комплексов
ФСI мы обнаружили, что этот агент также замед-
ляет скорость миграции энергии экситонов в ан-
тенном комплексе ФСI. Эти комплексы содержат
длинноволновую и коротковолновую формы мо-
лекул Хл в соотношении 90:2 [39]. При активации
образцов при 400 нм возбуждение красных форм
Хл происходит, главным образом, за счет мигра-
ции энергии от коротковолновых форм Хл. В
этом случае скорость разгорания флуоресценции
акцептора определяется скоростью миграции
энергии из коротковолновой формы Хл [43]. Та-
ким образом, изменение скорости миграции
энергии будет отражено в изменении времени на-
растания переднего фронта сигнала флуоресцен-
ции акцептора энергии. В наших предваритель-
ных экспериментах мы обнаружили, что при кон-
центрации октенидина 140 мкМ крутизна
переднего фронта кинетики флуоресценции уве-
личивается в ~2 раза (данные не приводятся).
Следовательно, в присутствии 140 мкМ октени-
дина скорость миграции энергии от коротковол-
новых форм Хл к длинноволновым в антенном
комплексе корового комплекса ФСI замедляется
в ~2 раза. Очевидными причинами такого явле-
ния могут являться пертурбации спектров погло-
щения и флуоресценции образцов, ориентацион-
ные эффекты, изменение межмолекулярных рас-
стояний. Детальное раскрытие истинных причин
замедления скорости миграции энергии в ком-
плексах ФСI при добавлении антисептиков тре-
бует дальнейшего исследования.

Таким образом, представленные результаты
свидетельствуют, что катионные антисептики
(особенно октенидин) могут значительно влиять
на процессы преобразования световой энергии
ключевыми фототрансформирующими комплек-
сами ФСII и ФСI, входящими в состав фотосин-
тетического аппарата цианобактерий, водорос-
лей, высших растений. Поэтому такие антисепти-
ки, прежде всего – октенидин, следует
использовать с определенной степенью осторож-
ности. Широкое бесконтрольное их применение,
а также бесконтрольное уничтожение накоплен-
ных препаратов после истечения срока годности
может оказывать отрицательное воздействие на
окружающую среду. 
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 The Effect of Cationic Antiseptics on Spectral Characteristics and Electron Transport 
in Isolated Photosynthetic Complexes of Photosystems I and II

 V.Z. Pashchenko*, E.P. Lukashev*, M.D. Mamedov**, D.A. Gvozdev*, B.N. Korvatovsky*, 
P.P. Knox*, and M.G. Strahovskaya*

*Department of Biology, M.V. Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory, 1/12, Moscow, 119234 Russia

**A.N. Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, M.V. Lomonosov Moscow State University, 
Leninskie Gory, 1/40, Moscow, 119992 Russia

The effects of cationic antiseptics (used in micromolar concentrations) on active PS II core complexes iso-
lated from spinach plants with an intact water oxidation complex and on PS I core complexes from the cya-
nobacterium Synechocystis sp. PCC6803 were studied. Out of the antiseptics studied (miramistin, chlorhex-
idine, octenidine and picloxidine) octenidine had the greatest effect. It was concluded that it exerts its action
on PS II primarily through the influence on the structure of the light-harvesting antenna (CP43 and CP47)
that deliver excitation energy to the reaction center. As a result, the chlorophyll molecules in this structure are
destabilized and their optical and functional characteristics change. Similar effects were also observed in cy-
anobacterial PS I complexes. In addition, the antiseptic influenced the rate of the establishment of the equi-
librium distribution of excited states across spectral forms in the antenna complex of PS I. A significant effect
of octenidine on the electron transfer rate in the PS I complex was also found: in its presence, the recombi-
nation of photo-separated charges between the photoactive pigment P700 and the terminal acceptor FA/FB
occurs twice as fast. 

Keywords: photosystems I and II, antiseptics, octenidine, fluorescence, energy transfer, electron transfer
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Пластохинон – мобильный переносчик электронов от фотосистемы II к цитохромному b6/f-ком-
плексу в фотосинтетической электрон-транспортной цепи. Кроме того, пластохинон, как и многие
другие изопреноиды, выполняет антиоксидантную функцию, участвуя в защите растительных кле-
ток от активных форм кислорода. В обзоре представлены реакции взаимодействия пластохинона с
такими активными формами кислорода, как синглетный кислород, супероксидный анион-радикал
и пероксид водорода в хлоропластах высших растений. Наряду с этим проанализировано большое
количество исследований, посвященных изучению влияния различных стрессовых факторов на
биосинтез пластохинона и обнаружено, что практически во всех стрессовых условиях увеличивает-
ся содержание пластохинона. Таким образом, усиление биосинтеза пластохинона является одним
из факторов, обеспечивающих устойчивость растений, что необходимо для защиты фотосинтетиче-
ского аппарата от окислительной деструкции. Отдельная глава посвящена описанию методов со-
здания растений с повышенным содержанием пластохинона и оценке их устойчивости к действию
факторов среды. Кроме того, c учетом высокой антиоксидантной активности пластохинона и его
способности к диффузии в липидной фазе, обсуждаются способы практического применения рас-
тительного пластохинона в качестве протектора мембранных структур от окисления.

Ключевые слова: пластохинон, активные формы кислорода, антиоксиданты, устойчивость, высшие
растения.
DOI: 10.31857/S0006302924030108,  EDN: OFELZG

Действие различных стрессовых факторов на
растения приводит к повышению скорости гене-
рации активных форм кислорода (АФК) в расти-
тельных клетках [1, 2]; продукция АФК увеличи-
вается не только в хлоропластах, но и в перокси-
сомах [3], и в митохондриях [4], а также в
плазматической мембране [5, 6]. Поэтому регули-
рование уровня АФК в клетках растений с целью
предотвращения возникновения окислительного
стресса в стрессовых условиях является одним из
важнейших механизмов в системе защиты расте-
ний. Содержание АФК регулируется антиокси-
дантными системами, как ферментативной, так и
неферментативной природы (см. обзор [7]), роль
которых заключается в нейтрализации АФК.

В хлоропластах при освещении генерация
АФК происходит с наибольшими скоростями,
при этом именно в этих органеллах образуются
практически все известные АФК, включая син-
глетный кислород (1O2), супероксидный анион-
радикал (О2

•−), пероксид водорода (Н2О2), гид-
роксидный радикал (ОН•), пероксидный ради-
кал (ROO•) и др. Было обнаружено, что в стрес-
совых условиях увеличение генерации О2

•− и
Н2О2 в хлоропластах происходит не в водной фазе
(строме хлоропласта), количество антиоксидан-
тов в которой велико (аскорбат/аскорбатперок-
сидаза, глутатион, супероксиддисмутаза, циспе-
роксиредокси н и др.), а в тилакоидной мембране,
в которой расположена фотосинтетическая элек-
трон-транспортная цепь (ФЭТЦ) [8–10]. В тила-
коидных мембранах антиоксидантную функцию
могут выполнять токоферол и каротиноиды –
представители класса изопреноидов, которые

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, ФЭТЦ – 
фотосинтетическая электрон-транспортная цепь, ПХ –
пластохинон, ПХН2 – пластогидрохинон (двукратно вос-
становленный пластохинон), КС – ксантин, КСО – ксан-
тиноксидаза, SPS – соланезилдифосфатсинтаза, VTE1 –
токоферолциклаза. 
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нейтрализуют преимущественно 1O2; токоферол
способен нейтрализовать и О2

•−, но с меньшей
скоростью, чем 1O2 (106 M−1с−1 [11] по сравне-
нию с 108 M−1с−1 [12] соответственно).

Главная роль в нейтрализации О2
•− в тилако-

идной мембране принадлежит другому соедине-
нию изопреноидного ряда – пластохинону (пла-
стохинон А или пластохинон-9, рис. 1а) – мо-
бильному липофильному переносчику
электронов в ФЭТЦ [1]. Пластохинон (ПХ), по
сравнению с каротиноидами и токоферолом,
способен к диффузии в мембране, что позволяет
ему реагировать с АФК на разных участках
ФЭТЦ, где происходит их образование. Антиок-
сидантную активность пластохинон проявляет
главным образом в восстановленной форме – в
форме пластогидрохинона (ПХН2). 

В настоящем обзоре более детально представ-
лены механизмы антиоксидантной активности
пула пластохинона; суммируются новые полу-
ченные авторами обзора, а также литературные
данные о взаимодействии ПХН2 с О2

•− [13–16].

Описаны реакции взаимодействия ПХН2 с 1O2 по
физическому и химическому механизмам [17].
Известно, что и в результате реакций ПХН2 с
О2

•− и ПХН2 с 1O2 конечным продуктом высту-
пает Н2О2. Однако неоднократно показано, что
при повышенной генерации 1O2 в хлоропластах
растений происходит окислительная модифика-
ция боковой изопреноидной цепи пластохинона,
приводящая к появлению гидроксипластохинона
(пластохинон C, рис. 1б); пластохинон С, соглас-
но литературным данным, также может являться
продуктом реакции ПХН2 с 1O2 [18]. Дальнейшее
окисление пластохинона С ведет к образованию
сложных эфиров пластохинона и жирных кислот,
т.е. пластохинона B (рис. 1в). В обзоре обсужда-
ются особенности протекания реакций компо-
нентов пула ПХ с О2

•− и 1O2, приводятся кон-
станты скоростей этих реакции и анализируется
роль этих реакций в функционировании расте-
ний.

Кроме того, в обзоре представлены данные о
том, что ПХН2 может реагировать с Н2О2, но с

Рис. 1. Структурные формулы пластохинона А (а), пластохинона C (б) и пластохинона B (в). 
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меньшими скоростями [19], а также способен ин-
гибировать перекисное окисление липидов [20–
23].

В обзоре отдельно обсуждается влияние роста
и развития растений, и стрессовых факторов на
содержание пластохинона в растительных клет-
ках. Показано, что при действии практически
всех изучаемых стрессовых условий, как биотиче-
ской, так и абиотической природы, а также по ме-
ре взросления листьев происходит накопление
пластохинона в клетках [22, 24], при этом может
происходить как изменение количества окислен-
ного и восстановленного пластохинона, так и из-
менение распределения пластохинона между ти-
лакоидной мембраной и пластоглобулами [25]. 

В финальной части обзора приведены приме-
ры растений с измененным биосинтезом пласто-
хинона; при этом детально описан путь биосин-
теза пластохинона в клетках растений, представ-
лены гены, изменение экспрессии которых
приводит к увеличению содержания пластохино-
на, и описывается устойчивость таких растений к
стрессовым факторам [26, 27]. Кроме того, обсуж-
даются способы практического применения ана-
логов пластохинона в качестве терапевтических
агентов, обладающих противовоспалительными,
противораковыми, антибактериальными, проти-
вогрибковыми и др. свойствами.

РЕАКЦИИ КОМПОНЕНТОВ ПУЛА 
ПЛАСТОХИНОНА С АКТИВНЫМИ 

ФОРМАМИ КИСЛОРОДА
Способность хинонов в восстановленной фор-

ме взаимодействовать с О2
•− была продемон-

стрирована в работе [28], в которой константа
скорости реакции второго порядка для этой реак-
ции в водной фазе была измерена и составила
~107 М−1с−1. Позднее первые свидетельства о
протекании реакции ПХH2 с О2

•− в тилакоидах
были представлены в работе [29]; в результате
этой реакции происходит образование пластосе-
михинона ПХ•− и Н2О2 (реакция 1). 

ПХH2 + О2
•− → ПХ•− + Н2О2. (1)

В работе [30] высказано предположение, что
основным поставщиком О2

•− для реакции ПХH2
с О2

•− служит фотосистема I, поскольку именно
она является основным участком генерации О2

•−

в фотосинтетической электрон-транспортной це-
пи. В работах М.А. Козулевой с соавторами ([31],
для обзора см. работу [32]) было показано, что в
условиях высокой интенсивности света главным
источником О2

•− в тилакоидной мембране вы-
ступает внутримембранный кофактор фотосисте-

мы I – восстановленный филлохинон, т.е. филло-
семихинон. 

Позднее Б.Н. Иванов с соавторами [14] при
исследовании окисления пула ПХ в изолирован-
ных тилакоидах после выключения света показа-
ли, что окисление этого пула характеризуется
двухфазной кинетикой, состоящей из быстрой и
медленной фаз. Эксперименты проводили в
аэробных и анаэробных условиях; в анаэробных
условиях окисление пула ПХ практически не на-
блюдали, так же как и в ряде других работ [33, 34].
В аэробных условиях чем выше была интенсив-
ность действующего света, т.е. чем выше была
скорость генерации О2

•−, тем более выражена
была быстрая фаза окисления пула ПХ. На основе
полученных данных было высказано предполо-
жение, что первая быстрая фаза окисления пула
ПХ может включать в себя окисление ПХH2 су-
пероксидным анион-радикалом. 

Прямые доказательства протекания реакции
ПХH2 с О2

•− в тилакоидах были представлены в
исследованиях [15, 16]. Учитывая, что протекание
данной реакции приводит к окислению пула ПХ,
в этих работах оценивали уровень окисления пула
при подаче О2

•− к тилакоидной мембране. Оцен-
ку проводили с помощью измерения флуоресцен-
ции хлорофилла а фотосистемы II при комнатной
температуре (см. ниже); в качестве источника
О2

•− использовали ксантин (КС)–ксантинокси-
дазную (КСО) систему. Атомы кислорода бен-
зохинонового кольца ПХH2 способны к форми-
рованию водородных связей с молекулами Н2О
около поверхности тилакоидной мембраны на
границе фаз мембрана/вода [35]. Такое располо-
жение бензохиноновой части молекулы ПХН2 в
тилакоидной мембране предполагает протекание
реакции ПХH2 с О2

•− именно на границе фаз. Ге-
нерация О2

•− в реакции КС (выделенного из ко-
ровьего молока) с молекулярным кислородом,
катализируемой КСО, при контакте КСО с по-
верхностью мембраны, должна привести к тому,
что часть О2

•− будет продуцироваться вблизи мо-
лекул ПХН2, Оригинальный подход был исполь-
зован в работе [15]: для обеспечения контакта
КСО с поверхностью мембраны использовали не
свежеизолированные тилакоиды, а так называе-
мые «состаренные» тилакоиды, выдержанные в
течение 24−48 ч во льду; при этом КСО в течение
нескольких минут инкубировали в среде с тила-
коидами до начала измерений. 

Для оценки влияния О2
•− на уровень восста-

новления пула ПХ были применены три подхода:
1) измерение флуоресценции хлорофилла а при
постоянном освещении (100 и 200 мкмоль кван-
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тов м−2с−1) с помощью флуориметрии с пульс-
амплитудной модуляцией (ПАМ-флуориметрии)
и определение величины 1−qP [36] и 1–qL [37],
т.е. относительного уровня восстановления пула
ПХ на свету; 2) измерение индукционных кривых
флуоресценции хлорофилла а высокого разреше-
ния (OJIP кривые) в течение секундного освеще-
ния светом 3000 мкмоль квантов м−2с−1 и опреде-
ление величины 1−SМ [38,39]; 3) регистрация ин-
дукции флуоресценции хлорофилла а при низкой
(8 мкмоль квантов м−2с−1) интенсивности света с
помощью ПАМ-флуориметрии и определение
параметра «р» – углового коэффициента каса-
тельной медленной фазы индукционной кривой
[16]. В присутствии системы КС/КСО во всех
случаях детектировали уменьшение уровня вос-
становления пула ПХ: наблюдали бoлее низкие
величины 1−qP и 1−qL на 8−10% и 13−17% при
100 и 200 мкмоль квантов м−2с−1 соответственно
[15]; уменьшение величины 1−SМ, характеризую-
щей уровень восстановления пула, практически в
2 раза при подаче второй вспышки, при которой
больше молекул пластохинона находилось в вос-
становленном состоянии [16]; снижение пара-
метра «р» на 50−80% в зависимости от экспери-
мента, что свидетельствует о замедлении восста-
новления пула ПХ в условиях повышенной
генерации О2

•− при низкой интенсивности света
[16]. Таким образом, полученные во всех трех слу-
чаях данные показывают, что в присутствии си-
стемы КС/КСО наблюдается снижение относи-
тельного уровня восстановления пула ПХ, что
свидетельствует об окислении молекул ПХН2 при
подаче О2

•− к мембране, подтверждая возмож-
ность протекания реакции ПХH2 с О2

•− в тилако-
идах. Важно отметить, что схожие данные полу-
чали и в отсутствие, и в присутствии динитрофе-
нилового эфира 2-йодо-4-нитротимола,
ингибитора окисления ПХH2 в хинол-окисляю-
щем сайте цитохромного b6/f комплекса, что ис-
ключает возможную роль фотосистемы I в изуча-
емых процессах.

Реакция (1) является термодинамически вы-
годной в водных растворах; рассчитанная на ос-
нове значений Em7 окислительно-восстанови-
тельных пар, участвующих в реакции –
ПХ•−/ПХH2 (370 мВ) и O2

•−/H2O2 (940 мВ) –
константа равновесия составляет ~109 [1]. В ис-
следовании [40] было обнаружено, что ПНХ2 да-
же более эффективен в нейтрализации О2

•−, чем
восстановленный R-токоферолхинон и R-токо-
ферол. Учитывая расположение ПНХ2 в тилако-
идной мембране (см. выше), реакция (1) должна
протекать на границе фаз мембрана/вода (стро-

ма), где константа скорости реакции составляет
~107 M−1c−1 (см. выше). В органических раство-
рителях реакция протекает медленнее: в метаноле
скорость реакции соответствует 1.1·104 M−1c−1

[41]. Реакция ПХH2 с протонированным О2
•−,

пергидроксильным радикалом HOO• (О2
•− мо-

жет превратиться в HOO• в гидрофобной среде)
также может протекать в биологических объек-
тах, однако она протекает медленнее, константа
скорости реакции в органических растворителях
соответствует ~103 M−1c−1 [42]. При переходе из
гидрофобной фазы мембраны в обогащенные во-
дой участки на границе мембраны HOO• теряет
протон (pK HOO• (O2

•−) 4.8).

В работе [1] высказано предположение, что не
только молекулы ПНХ2 (реакция (1)), но и моле-
кулы ПХ могут взаимодействовать с О2

•− (реак-
ция (2)). Однако если реакция (1) протекает в
обогащенных водой участках на границе фаз мем-
брана/вода, то реакция (2) термодинамически
может протекать в гидрофобных зонах мембраны
(вероятнее всего с незначительными скоростя-
ми), где окислительно-восстановительные по-
тенциалы веществ данной реакции существенно
ниже: окислительно-восстановительный потен-
циал пары О2/О2

•− равен ~ −550 мВ в гидрофоб-
ной фазе (по сравнению с −160 мВ при 1 М О2 в
Н2О); при этом окислительно-восстановитель-
ный потенциал пары ПХ/ПХ•− также должен
быть ниже (по сравнению с −170 мВ в Н2О) [43].
Однако все еще отсутствуют прямые доказатель-
ства возможности протекания данной реакции в
тилакоидной мембране. Равновесие данной реак-
ции будет смещаться в сторону восстановления
молекулярного кислорода до O2

•−, если данная
реакция будет протекать в водной фазе.

ПХ + O2
•− → ПХ•− + O2. (2)

Известно, что при восстановлении молекуляр-
ного кислорода системой КС/КСО не все О2

•−

оказываются в среде, часть О2
•− очень быстро

«довосстанавливается» до Н2О2 непосредственно
в активном центре фермента, а появившиеся в
среде О2

•− если не провзаимодействуют с ПХН2,
то в дальнейшем дисмутируют также с образова-
нием Н2О2. Эксперименты с добавлением катала-
зы – фермента, разлагающего Н2О2, – показали,
что не все окисление пула ПХ в присутствии си-
стемы КС/КСО является следствием взаимодей-
ствия ПХH2 с О2

•−, но и (до 40%) следствием
окисления ПХН2 молекулами Н2О2 [16]. Полу-
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ченные результаты оказались неожиданными,
учитывая отсутствие в литературе прямых данных
о взаимодействии компонентов пула ПХ с Н2О2 в
тилакоидах. 

Ранее было показано, что галогенированные
хиноны или хиноны с окислительно-восстанови-
тельным потенциалом от −330 до −460 мВ могут
выступать восстановителями Н2О2 до гидрок-
сильного радикала (НО•) [44–46]. Впоследствии
авторы работы [47] представили данные о способ-
ности негалогенированных хинонов, таких как
1,4-нафтохинон, тетраметил-1,4-бензохинон,
2-метил-1,4-нафтохинон, 2,3-диметокси-5-ме-
тил-1,4-бензохинон, 2,6-диметилбензохинон,
2,6-диметоксибензохинон и 9,10-фенантрахи-
нон, увеличивать скорость восстановления H2O2
в присутствии аскорбата. В этом случае, как пред-
положено авторами, окисление хинонов проис-
ходит через реакцию H2O2 с однократно вос-
становленным хиноном, семихиноном, который
образуется вследствие реакции конпропорцио-
нирования ПХ и ПХH2; константа скорости реак-
ции конпропорционирования соответствует
~5·107–5·108 М−1с−1 [43].

В дальнейшем в работе [19] авторами была
продемонстрирована возможность взаимодей-
ствия ПХH2 и H2O2 в модельной системе, в мета-
ноле, однако представленные данные указывали
на низкую скорость протекания данной реакции,
поскольку добавление H2O2 даже в высокой кон-
центрации (до 5 мМ) приводило к окислению ме-
нее 50% всех молекул ПХH2, при этом изначаль-
ная концентрация ПХH2 была существенно ниже
(100 мкМ), чем концентрация H2O2. Был предло-
жен двухэтапный механизм взаимодействия
ПХН2 и H2O2, согласно которому это взаимодей-
ствие происходит по механизму депротонирова-
ния ПХН2 (реакции (3) и (4)) с последующим ав-
токаталитическим окислением ПХН− и ПХ2− мо-
лекулярным кислородом до ПХ (реакции (5) и
(6)) [19]:

ПХH2 + H2O2 → ПХН− + H3О2
+, (3)

ПХН− + H2O2 → ПХ2− + H3О2
+, (4)

ПХ2− + O2 → ПХ•− + О2
•−, (5)

ПХ•− + O2 → ПХ + О2
•−. (6)

Для исследования влияния Н2О2 на уровень
восстановления пула ПХ в тилакоидах проводили
измерение OJIP-кривых: при добавлении Н2О2
(100 мкМ) к суспензии тилакоидов наблюдали
окисление пула ПХ (диссертационная работа
М.М. Борисовой, https://istina.msu.ru/disserta-
tions/359506151/). В работе [48] авторы более по-

дробно изучили влияние H2O2 на окислительно-
восстановительное состояние пула ПХ: после
предварительного освещения суспензии тилако-
идов, в результате которого происходило накоп-
ление Н2О2, наблюдалось более быстрое окисле-
ние пула ПХ в темноте после выключения света. 

Таким образом, на основе представленных
данных можно заключить, что восстановленный
пластохинон ПХH2 с высокой скоростью взаимо-
действует с О2

•− в тилакоидах, восстанавливая
его до H2O2. Молекулы H2O2, в свою очередь,
также способны окислить ПХН2, однако с более
низкими скоростями. Первая реакция характери-
зует антиоксидантную активность ПХН2 в ФЭТЦ
хлоропластов высших растений, вторая реакция
приводит к снижению содержания H2O2 в хлоро-
пластах, но не является проявлением антиокси-
дантной активности как таковой, поскольку при-
водит, согласно представленным литературным
данным, к образованию либо О2

•−, либо ОН• –
более реакционноспособных АФК, чем H2O2.

Известно, что стрессовые условия приводят не
только к увеличению скорости восстановления
молекулярного кислорода до О2

•− и H2O2 в тила-
коидах, но и к повышению скорости генерации
синглетного кислорода 1О2, преимущественно в
фотосистеме II, путем передачи энергии от хло-
рофилла в триплетном состоянии, при условии
его генерации, на молекулярный кислород [49,
50]. В литературе представлены два возможных
механизма образования возбужденного хлоро-
филла в триплетном состоянии в фотосистеме II:
1) в антенне фотосистемы II электрон в молекуле
хлорофилла, находящейся в возбужденном син-
глетном состоянии, может поменять спин, при-
водя к переходу молекулы хлорофилла в более
низкоэнергетическое триплетное состояние и
2) триплетное состояние возбужденного хлоро-
филла может образоваться в реакционном центре
фотосистемы II в результате рекомбинации заря-
дов в ион-радикальной паре P680+–феофетин−

[51]. 

Пластохинон в восстановленной форме может
напрямую взаимодействовать с 1O2 [17, 19, 52],
выполняя роль физического или химического ту-
шителя 1O2 [18]. Константа скорости реакции
ПХН2 с 1O2, измеренная в ацетонитриле, равна ~
108 М−1с−1 [12, 18]. Физический механизм туше-
ния 1O2 молекулами ПХН2 основан на передаче
энергии от 1O2 к ПХН2, что приводит к обратному
переходу синглетного состояния молекулярного
кислорода в триплетное. Химический механизм
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тушения связан с окислением ПХН2 (предполо-
жительно боковой изопреноидной цепи), что
приводит к образованию гидроксипластохинона,
т.е. пластохинона С [18] (рис. 1б). В зависимости
от количества актов взаимодействия ПХН2 с 1O2
пластохинон С может иметь несколько гидрок-
сильных групп в составе боковой изопреноидной
цепи. Кроме того, дальнейшее окисление пласто-
хинонa С может привести к образованию других
производных, а именно сложных эфиров пласто-
хинона и жирных кислот, т.е. пластохинона B
(рис. 1в). 

В работе [19] был предложен альтернативный
химический механизм взаимодействия 1O2 с
ПХН2, согласно которому ПХН2 окисляется до
ПХ с образованием H2O2 (реакция (7)):

1O2 + ПХH2 → ПХ + H2O2, (7)

В литературе обсуждается антиоксидантная
активность именно восстановленного пластохи-
нона, т.е. ПХН2, в отношении синглетного кис-
лорода. Однако по первому химическому меха-
низму не только ПХН2, но и окисленный пласто-
хинон способен тушить 1O2([18], наши
неопубликованные данные). Таким образом, как
реакцию ПХН2 с 1O2, так и реакцию ПХ с 1O2
можно представить как еще один важный аспект
антиоксидантной активности пула пластохинона.

ВЛИЯНИЕ РОСТА И РАЗВИТИЯ, 
А ТАКЖЕ СТРЕССОВЫХ ФАКТОРОВ 
НА СОДЕРЖАНИЕ ПЛАСТОХИНОНА

В ЛИСТЬЯХ РАСТЕНИЙ

Пластохинон в растительной клетке представ-
лен фотоактивным и нефотоактивным пулами.
Фотоактивный пул ПХ расположен в тилакоид-
ных мембранах, где пластохинон функционирует
в качестве мобильного липофильного переносчи-
ка электронов в ФЭТЦ между фотосистемой II и
цитохромным b6/f комплексом. Помимо линей-
ного транспорта электронов фотоактивный пул
ПХ вовлечен в циклический электронный транс-
порт вокруг фотосистемы I [53] и восстановление
молекулярного кислорода до Н2О2, т.е. в реакцию
Мелера (см. выше; для обзора см. работу [54]).
Нефотоактивный пул ПХ запасается в пластогло-
булах и оболочке хлоропластов и не принимает
участие в фотосинтезе.

По мере роста и развития растений в расти-
тельных клетках происходит увеличение содер-
жания пластохинона. Например, на ранних эта-
пах развития листьев ячменя (Hordeum vulgare L.),
а именно от 4-х к 11-м суткам, общее содержание

пластохинона, рассчитанное на 1000 молекул
хлорофилла, увеличивается на 55% [55]. Несмот-
ря на то, что размер фотоактивного пула ПХ не
изменялся в исследуемый период роста, было от-
мечено, что 11-суточные проростки характеризо-
вались более окисленным фотоактивным пулом
ПХ [55]. Так, отношение окисленного пластохи-
нона фотоактивного пула к общему фотоактив-
ному пулу у четырехсуточных проростков соста-
вило 36.4 ± 12.5% по сравнению с 56.0 ± 3.9% у
11-суточных. Содержание окисленного и восста-
новленного пластохинона оценивали методом
ВЭЖХ с использованием спектрофотометриче-
ского детектора (для окисленного ПХ) и флуорес-
центного детектора (для восстановленного ПХ)
[55].

При исследовании изменения содержания
пластохинона в растениях A. thaliana в ходе более
продолжительного роста и развития (от 20 суток
до 3 месяцев) было показано, что общее содержа-
ние пластохинона, отнесенное к содержанию
хлорофилла, также постепенно возрастает. На
фоне этого увеличения изменялось количество
окислительного и восстановленного пластохино-
на. Так, у двухмесячных растений, выращенных
при низкой интенсивности света, до 70% от об-
щего содержания пластохинона в листьях нахо-
дилось в восстановленном состоянии, а у трехме-
сячных – до 100% [22]. При высокой интенсивно-
сти света содержание ПХН2 у взрослых листьев
также было выше, чем у молодых; можно предпо-
ложить, что у более взрослых листьев и фотоак-
тивный пул ПХ был более восстановлен. Также
ярким примером накопления пластохинона по
мере взросления являются фиговые деревья (Ficus
elastica Roxb.), во взрослых листьях которых со-
держится примерно в 20 раз больше пластохино-
на на единицу площади листа, чем в молодых ли-
стьях (см. обзор [24]). 

Содержание пластохинона изменяется не
только в онтогенезе, но и отличается в разных ви-
дах растений [56]. Например, в магелланской
фуксии (Fuchsia magellanica) общее содержание
пластохинона достигает 774.3 мкг на 1 г сухого ве-
са. Для сравнения: папоротник Blechnum chilense
содержит всего 83 мкг на 1 г сухого веса, а мох Hy-
popterygium arbuscula – 23 мкг [56].

Абиотические стрессовые факторы также
могут существенным образом влиять на биосин-
тез пластохинона в клетке и окислительно-вос-
становительное состояние пула ПХ. Наиболее
изученным является влияние повышенной осве-
щенности на содержание пластохинона в рас-
тительных клетках. Многократно показано, что
увеличение уровня освещенности растений при-
водит к накоплению пластохинона [22, 24, 25, 57].
Например, содержание пластохинона на единицу
сухого веса листа было в 3 раза выше в растениях,
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выращенных при интенсивности света
750 мкмоль·м−2с−1 по сравнению с растениями,
выращенными при 65 мкмоль·м−2с−1 [25]. Инте-
ресно, что это не влияло на количество пластохи-
нона в фотоактивном пуле: накопление пласто-
хинона при повышенной освещенности происхо-
дило в нефотоактивном пуле, т.е. в
пластоглобулах и оболочке хлоропластов [25]. 

Изменение температуры, как и изменение
уровня освещенности, влияет на содержание пла-
стохинона. Было показано, что листья томатов
(S. lycopersicum L.) 5-6-недельного возраста, под-
верженные в течение 6 суток действию высокой
температуры (38°С), содержали значительно
больше пластохинона (примерно в 3 раза больше
на единицу сырого веса), чем растения, растущие
при температуре 20°С (контроль) [58]. Интересно,
что возвращение растений после нагревания в
контрольные условия не приводило к снижению
содержания пластохинона даже через 5 суток [58].
Повышение температуры влияет и на перераспре-
деление пластохинона между фотоактивным и не-
фотоактивным пулами в растительных клетках
[55]. 4-, 7- и 11-суточные проростки ячменя под-
вергали тепловому стрессу (3 часа при 40°С) при
непрерывном освещении (100 мкмоль·м−2с−1); по-
сле термической обработки не было выявлено из-
менений ни в общем содержании пластохинона,
ни в окислительно-восстановительном состоянии
пула ПХ [55]. Отсутствие изменений может быть
связано с недостаточностью экспозиции. Однако
наблюдали термоиндуцированные изменения в
соотношении между фотоактивным и нефотоак-
тивным пулами. Так, было зафиксировано общее
снижение содержания пластохинона в фотоак-
тивном пуле, причем данный эффект был наибо-
лее сильно выражен у более взрослых растений:
фотоактивный пул ПХ у 11-суточных проростков
уменьшался более, чем на 50%, при этом количе-
ство пластохинона в нефотоактивном пуле увели-
чилось [55].

Действие низких температур также влияет на
содержание пластохинона в клетках. Растения
озимой ржи (Secale cereale L.), выращенные при
интенсивности света 250 мкмоль·м−2с−1 и темпе-
ратуре 5°С до состояния полностью раскрывших-
ся вторых и третьих листьев, содержали на 15%
больше пластохинона, в расчете на хлорофилл,
чем растения, выращенные при 20°С и такой же
интенсивности света [57]. Ранее было показано,
что у другого сорта озимой ржи (Secale cereale L. cv
Puma), которая росла при температуре 5°С в тече-
ние 10 недель, общее содержание пластохинона в
расчете на хлорофилл возрастало на 260% [59].

При исследовании влияния засоления на гли-
кофиты и галофиты, представителями которых
являются A. thaliana и E. salsugineum соответствен-
но, было показано, что засоление почвы (0.15 M
NaCl, 7 суток) не приводило к изменению содер-
жания пластохинона у A. thaliana, однако пул ПХ
становился менее восстановленным ~ на 10%. У
E. salsugineum засоление (0.3 M NaCl, 7 суток) не
повлияло ни на окислительно-восстановитель-
ное состояние пула, ни на общее количество пла-
стохинона [60], что, по-видимому, отражает
отсутствие развития стресса в галофитных расте-
ниях в изучаемых условиях. При этом в контроль-
ных условиях у обоих видов уровень окислитель-
но-восстановительного состояния пула ПХ прак-
тически не отличался [60]. 

В работе [61] было проведено исследование
влияния полива растений раствором NaCl в более
высокой концентрации (0.4 М), на содержание
пластохинона у галофитных растений Mesembry-
anthemum crystallinum. На 10-е сутки эксперимен-
та общее содержание пластохинона по отноше-
нию к содержанию хлорофилла в контрольных
растениях и в растениях, обработанных NaCl,
не отличалось (51.6 моль/1000 моль и
46.6 моль/1000 моль соответственно). Однако со-
отношение фотоактивного и нефотоактивного
пулов значимо различалось: в отличие от дей-
ствия повышенной температуры, засоление при-
водило к увеличению содержания пластохинона в
фотоактивном пуле у галофитных растений
(Mesembryanthemum crystallinum) [61]. В контроль-
ных растениях доля фотоактивного пула состави-
ла ~17% от общего содержания пластохинона, в то
время как у растений в условиях засоления доля
фотоактивного пула составила ~30% [61].

Показано, что не только абиотические, но и
биотические факторы, например, заражение фи-
топатогенами, влияют на содержание пластохи-
нона в листьях. Обработка листьев S. nigrum рас-
твором элиситора (P. infestans) приводила к увели-
чению содержания пластохинона на единицу
сырого веса листа как на свету (на 34% по сравне-
нию с контрольными растениями), так и в темно-
те (на 96%) [21]. Более значительное увеличение
содержания пластохинона в темноте, вероятно,
более полно отражает патоген-зависимое измене-
ние содержания, так как на свету изменение со-
держание пластохинона регулируется еще и
протеканием светозависимых реакций. Можно
предположить, что увеличение содержания пла-
стохинона в листьях при атаке патогенами необ-
ходимо для осуществления антиоксидантной
функции пластохинона, т.е. для защиты клеток от
АФК, образующихся в этих условиях. Кроме то-
го, изменение окислительно-восстановительного
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состояния фотоактивного пула ПХ, в частности,
повышение уровня восстановления, отражает из-
менения в условиях окружающей среды, запуская
ряд адаптационных механизмов, от которых за-
висит функциональное состояние растений, на-
чиная от изменения фотосинтетических характе-
ристик, синтеза сигнальных агентов клеток, экс-
прессии генов, – до изменений в микробном
составе почвы посредством влияния на гормо-
нальный статус растений. Например, было пока-
зано, что растения M. crystallinum L. не способны
развивать защитный ответ на атаку фитопатоге-
нами (B. cinerea) при искусственном поддержа-
нии пула ПХ в окисленном состоянии путем ис-
пользования диурона – ингибитора электронно-
го транспорта от фотосистемы II к пулу ПХ [62]. В
этой работе было обнаружено, что одним из за-
щитных ответов при заражении фитопатогенами
является возрастание активности каталазы и
супероксиддисмутазы в листьях; однако такая ре-
акция не развивалась в листьях растений, обра-
ботанных диуроном (500 мкМ), но развивалась в
листьях растений, обработанных дибромтимохи-
ноном (500 мкМ) – ингибитором окисления
ПХH2 в цитохромном b6/f-комплексе [62]. Нельзя
исключить, что наблюдаемый эффект в присут-
ствии дибромтимохинона связан с более высокой
скоростью образования пероксида водорода ком-
понентами пула ПХ, чем в присутствии диурона.
Ранее было показано, что пероксид водорода яв-
ляется одной из важнейших сигнальных молекул,
участвующих в регуляции метаболизма растений
в стрессовых условиях [63–66].

Таким образом, разные стрессовые факторы
оказывают разное влияние на общее содержание
пластохинона и его перераспределение между
фотоактивным и нефотоактивным пулами. В на-
стоящее время активно изучаются механизмы об-
мена метаболитами между пластоглобулами и ти-
лакоидными мембранами [67–69], в частности,
было высказано предположение, что пластогло-
булярная киназа ABC1K1 способствует диффу-
зии молекул пластохинона из пластоглобул в ти-
лакоидные мембраны для обновления молекул
пластохинона в пуле ПХ [69]. Было показано, что
растения, нокаутированные по гену abc1k1, ха-
рактеризуются более низким содержанием пла-
стохинона в фотоактивном пуле, но более высо-
ким в нефотоактивном. Однако детальный моле-
кулярный механизм поддержания уровня
фотоактивного пула ПХ, необходимого для опти-
мальных скоростей фотосинтеза, все еще остает-
ся невыясненным.

На основании представленных данных можно
сделать вывод, что увеличение содержания пла-
стохинона и/или изменение количества окислен-
ных и восстановленных форм пластохинона в
растительных клетках происходит по мере роста и

развития растений, а также в ответ на действие
различных абиотических (например, повышен-
ная освещенность, низкие и высокие температу-
ры) и биотических (например, заражение патоге-
нами) стрессовых факторов (табл. 1). Возраста-
ние содержания пластохинона может быть
связано с необходимостью поддержания высокой
скорости обновления пластохинона в тилакоид-
ных мембранах и для поддержания, таким обра-
зом, эффективного электронного транспорта в
ФЭТЦ, особенно в условиях стресса, а также с
выполнением антиоксидантной функции пласто-
хиноном. При этом изменение окислительно-
восстановительного состояния пула ПХ, преиму-
щественно увеличение уровня восстановления
пула, которое происходит при действии стрессо-
вых факторов, важно для инициации различных
адаптационных ответов.

ПОДХОДЫ ДЛЯ УВЕЛИЧЕНИЯ 
СОДЕРЖАНИЯ ПЛАСТОХИНОНА 

В РАСТЕНИЯХ И СПОСОБЫ 
ПРАКТИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ 

ПЛАСТОХИНОНА В БИОМЕДИЦИНЕ
Увеличение количества антиоксидантов, осо-

бенно расположенных в липидной фазе, является
перспективным подходом для получения расте-
ний, обладающих повышенной устойчивостью к
стрессовым факторам (см. Введение). Учитывая,
что увеличение скорости образования АФК в
ФЭТЦ происходит в ответ на действие различных
абиотических и биотических стрессовых факто-
ров и что пластохинон является эффективным
мембранным антиоксидантом, увеличение со-
держания пластохинона может стать универсаль-
ным подходом для создания растений с повы-
шенной устойчивостью к разным факторам окру-
жающей среды. 

Пластохинон является неферментативным анти-
оксидантом, что усложняет получение растений с его
повышенным содержанием. Биосинтез пластохино-
на включает образование предшественников боко-
вой цепи и бензохинонового кольца в цитоплазме,
изопентинилдифосфата и L-тирозина, соответ-
ственно, которые транспортируются из цитоплазмы
в хлоропласт. В хлоропласте из изопентинилдифос-
фата с участием фермента соланезилдифосфатсин-
тазы (SPS) синтезируется соланезилдифосфат, а из
L-тирозина в конечном счете – гомогентизат. Под
действием фермента гомогентизатсоланезилдифос-
фаттрансферазы происходит конденсация боковой
цепи и бензохинонового кольца из соланезилдифос-
фата и гомогентизата с образованием метилсолане-
зилбензохинона и в дальнейшем пластохинона с уча-
стием фермента 2-метил-6-фитилбензохинолметил-
трансферазы (рис. 2). 

В литературе представлены два основных под-
хода, позволяющие увеличить содержание не-
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ферментативных антиоксидантов: 1) увеличение
экспрессии генов, кодирующих ферменты, участ-
вующие в биосинтезе данных антиоксидантов, и
2) ингибирование/снижение активности фер-
ментов, использующих целевой антиоксидант
для синтеза других метаболитов. Например, из
синтезированного пластохинона под действием
фермента токоферолциклазы (VTE1, рис. 2) про-
исходит образование пластохроманола-8, кото-
рый также является антиоксидантом нефермен-
тативной природы. Более того, VTE1 участвует в
биосинтезе и других эффективных антиоксидан-
тов – токоферолов (не представлено на рис. 2).
Было показано, что в растениях, дефицитных по
VTE1, не только заблокирован синтез токоферола
и пластохроманола, но и снижено содержание
пластохинона, оно составляет примерно 25% от
общего содержания пластохинона в растениях
дикого типа [27]. Таким образом, для получения
растений с повышенным содержанием пластохи-
нона более перспективным является подход с
увеличением экспрессии генов, кодирующих
ферменты биосинтеза пластохинона. 

На рис. 2 представлена схема биосинтеза пла-
стохинона в хлоропластах, одним из ключевых
ферментов биосинтеза пластохинона является
соланезилдифосфатсинтаза, катализирующая
конденсацию боковой цепи пластохинона. В ге-
номе арабидопсиса содержатся три гена AtSPS1
(At1g78510), AtSPS2 (At1g17050) и AtSPS3
(At2g34630), кодирующие три соланезилдифос-
фатсинтазы, две из которых участвуют в биосин-
тезе пластохинона, а третья – AtSPS3 – участвует
в биосинтезе убихинона в митохондриях [70, 71].
Подобные ферменты были обнаружены во всех
наземных растениях. Интересно, что у цианобак-
терий есть только один ген, кодирующий этот
класс ферментов, тогда как у всех без исключения
растений их несколько. Например, у зеленой во-
доросли Chlamydomonas reinhardtii, красной водо-
росли Cyanidioschyzon merolae, ячменя, винограда,
томата и огурца их два, у мха Physcomitrella patens,
кукурузы, риса и сои – три, как у арабидопсиса, а
у травянистого вида Brachypodium distachyon – че-
тыре [71].

Таблица 1. Влияние стрессовых факторов на содержание пластохинона в листьях растений

Воздействие Вид растения Общее содержание ПХ, % 
от контроля

Доля фотоактивного 
пула ПХ 

Доля 
восстановленного 

ПХ

Высокая 
интенсивность 

света

A. thaliana [25] Увеличивается, 300% Не изменяется Нет данных

A. thaliana [22] Увеличивается, 800–1100% Уменьшается Увеличивается

Fagus sylvatica L. [24] Увеличивается, 500% Нет данных Нет данных

Secale cereale L. [57] Увеличивается, 200% Нет данных Нет данных

Высокая 
температура

S. lycopersicum [58] Увеличивается, 300% Нет данных Увеличивается

H. vulgare [55] Не изменяется Уменьшается Не изменяется

Низкая 
температура

S. cereale [55] Увеличивается, 115% Нет данных Нет данных

Secale cereale L. cv 
Puma [59] Увеличивается, 260% Нет данных Нет данных

Засоление

A. thaliana [60] Не изменяется Нет данных Уменьшается

E. salsugineum [60] Не изменяется Нет данных Не изменяется

M. crystallinum [61] Не изменяется Увеличивается Нет данных

Фитопатогены S. nigrum [21] Увеличивается, 134 – 196% Нет данных Нет данных
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Показано, что фермент SPS2, продукт гена
AtSPS2 (At1g17050), локализован в хлоропластах
[71,72]. В то же время в литературе содержится
противоречивая информация о локализации
SPS1, продукта гена AtSPS1 (At1g78510), в клетках
арабидопсиса: было показано, что данный фер-
мент располагается в эндоплазматическом рети-
кулуме [72], однако позже было показано, что
фермент SPS1 обнаруживается исключительно в
хлоропластах [71]. 

Гиперэкспрессия под конститутивным 35S
промотором гена AtSPS1 в листьях арабидопсиса
приводила к достоверному увеличению содержа-
ния пластохинона (в 1.5 раза) [27]. Повышенная
экспрессия оказывала влияние только на количе-
ство пластохинона в нефотоактивном пуле [27];
при этом растения с гиперэкспрессией AtSPS1
оказывались более устойчивы к действию повы-
шенной освещенности (1300 мкмоль квантов
м−2с−1) по сравнению с растениями дикого типа.
Растения с повышенным содержанием пластохи-
нона накапливали меньше продуктов перекисно-
го окисления липидов; фотосистема II таких рас-
тений оказывалась менее подвержена фотоинги-
бированию [27]. Интересно, что в растениях с
повышенной экспрессией AtSPS1 происходило
более выраженное увеличение накопления пла-

стохроманола (примерно в 3 раза); можно пред-
положить, что повышенная устойчивость расте-
ний связана с увеличением количества не только
пластохинона, но и пластохроманола. Однако
значительное увеличение количества пластохро-
манола в растениях с повышенной экспрессией
VTE1 не приводило к увеличению устойчивости
этих растений к повышенной освещенности [27].
Гиперэкспрессия гена SmPPS1, кодирующего со-
ланезилдифосфатсинтазу в шалфее краснокорне-
вищном (Salvia miltiorrhiza), приводила к возрас-
танию содержания пластохинона примерно в
2.5 раза по сравнению с растениями дикого типа
[73].

В растениях арабидопсиса с нокаутом AtSPS1
содержание пластохинона на 11% ниже, чем в
растениях дикого типа, в то время как нокаут
AtSPS2 приводит к более значительному сниже-
нию содержания ПХ – до 57% [71]. Содержание
пластохроманола снижалось на 35% в растениях
без SPS1, в то время как в растениях, нокаутиро-
ванных по гену SPS2, пластохроманол не детекти-
ровался вовсе. Более того, количество пластохи-
нона в фотоактивном пуле в растениях без SPS2
значительно снижалось (примерно на 60%), а в
растениях без SPS1 размер фотоактивного пула
не изменялся [71], как и в растениях с гиперэкс-

Рис. 2. Схема биосинтеза пластохинона в хлоропластах. Обозначения: TAT – тирозинаминотрансфераза, HPPR –
4-гидроксифенилпируватредуктаза, HPPD – 4-гидроксифенилпируватдиоксигеназа, SPS(1,2) – соланезилдифосфат-
синтаза 1 и 2, HST – гомогентизатсоланезилдифосфаттрансфераза, VTE3 – 2-метил-6-фитилбензохинолметилтранс-
фераза, VTE1 – токоферолциклаза. Зеленым цветом обозначены названия ферментов, черным цветом – названия ме-
таболитов. 
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прессией SPS1 [27]. Размер нефотоактивного пу-
ла снижался у растений без SPS1, но более выра-
женное снижение (на 40%) также происходило у
растений без SPS2. Можно предположить, что
роль SPS2 в биосинтезе пластохинона может быть
более значимой, чем роль SPS1, что делает расте-
ния с гиперэкспрессией AtSPS2 более перспек-
тивными с точки зрения повышения содержания
пластохинона и устойчивости к действию различ-
ных стрессовых факторов. Гиперэкспрессия гена
ячменя HPPD, 4-гидрофенилпируватдиоксигена-
зы, фермента, участвующего в биосинтезе и токо-
ферола, и пластохинона (рис. 2), в растениях та-
бака приводила к возрастанию содержания пла-
стохинона в листьях, примерно в 1.5 раза по
сравнению с растениями дикого типа [26]. Увели-
чение содержания токоферолов в листьях полу-
ченных растений табака не наблюдалось [26].
Растения сладкого картофеля с повышенной экс-
прессией HPPD оказывались более устойчивы к
действию засухи (прекращение полива на
14 дней), засоления (полив 200 мМ NaCl) и окис-
лительного стресса, вызванного инкубацией вы-
сечек листа в растворе метилвиологена (50 мкМ)
[74]. При этом авторы этой работы, как и авторы
работы [26], не наблюдали увеличения содержа-
ния токоферолов в листьях сладкого картофеля.
К сожалению, авторы не определяли содержание
пластохинона, поэтому причина повышенной
устойчивости к абиотическим стрессовым
факторам растений с повышенной экспрессией
HPPD остается невыясненным, но можно пред-
положить основную роль именно пластохинона в
этой устойчивости. 

Потенциально перспективным для получения
растений с повышенным содержанием пластохи-
нона может стать увеличение экспрессии гена,
кодирующего белок фибриллин 5 (FBN5). Было
показано, что этот белок участвует в биосинтезе
пластохинона в арабидопсисе [75] и рисе [76].
FBN5 взаимодействует с SPS1 и SPS2 в хлоропла-
стах. Была выдвинута гипотеза, что FBN5 стиму-
лирует ферментативную активность SPS1 и SPS2,
связываясь с гидрофобным «соланезильным» мо-
тивом и способствуя высвобождению этого моти-
ва из SPS1 и SPS2 в арабидопсисе [75]. Общее со-
держание пластохинона значительно снижалось в
мутантных растениях арабидопсиса и риса с за-
блокированным синтезом FBN5. Более того, та-
кие растения оказывались более восприимчивы к
холодовому стрессу и повышенной освещенно-
сти по сравнению с растениями дикого типа
[75,76]. 

Учитывая высокую антиоксидантную актив-
ность пластохинона в растениях, представляется
перспективным применение природного пласто-
хинона в практических целях. Благодаря липо-
фильной природе, пластохинон может быть ис-
пользован в качестве протектора мембранных

структур при окислительном стрессе. На данный
момент в литературе не удалось найти информа-
ции о применении пластохинона-9, изолирован-
ного из растительных клеток, что, вероятнее все-
го, связано со сложностью выделения и очистки в
количествах, достаточных для проведения тести-
рований. Аналог пластохинона, 9′-гидроксисар-
гахинон (9′-hydroxysargaquinone, 9′-HSQ) с боко-
вой цепью из 16 молекул углерода, выделенный
из антарктической бурой водоросли Desmarestia
menziesii, как было показано, проявляет высокую
цитотоксичность против лимфоидных новообра-
зований [77]. Показано, что другой аналог пла-
стохинона – 2-геранилгеранил-6-метилбензохи-
нон (15 молекул углерода в боковой цепи), изоли-
рованный из бурой водоросли Sargassum
micracanthum, обладает высокой антиоксидант-
ной активностью, а также противовирусной ак-
тивностью в отношении цитомегаловируса чело-
века [78, 79]. 

В настоящее время активно исследуются ми-
тохондриально-направленные антиоксиданты,
разработанные под руководством академика В.П.
Скулачева, так называемые «ионы Скулачева», в
том числе содержащие в качестве антиоксиданта
синтетический аналог пластохинона – децилпла-
стохинон (SkQ, 10 углеродов в боковой цепи). Для
направления антиоксиданта в митохондрии ис-
пользуется трифенилфосфониевый катион. Це-
лый ряд работ посвящен исследованию нейро-
протекторного действия SkQ при различных па-
тологиях (например, ишемия мозга, болезнь
Альцгеймера, возрастные нейродегенеративные
изменения) [80–82]. В настоящее время несколь-
ко препаратов с активным веществом SkQ1 про-
ходят клинические испытания, в частности пре-
парат для лечения рассеянного склероза.

В других представленных в литературе иссле-
дованиях в качестве синтетических аналогов пла-
стохинона рассматриваются различные 1,4-бен-
зохиноны, в которых изопреноидный хвост от-
сутствует или может быть заменен другими
группами. Показано, что синтетические аналоги
пластохинона различной структуры, как галоге-
нированные, так и негалогенированные, облада-
ют цитотоксичностью против разных видов рака
[83,84], антимикробной [85,86] и антигрибковой
активностями [87]. Аминобензохиноны, пред-
ставляющие собой ряд гетероциклических ами-
нов, связанных с ядром 1,4-бензохинонов, также
обладают антибактериальной и противогрибко-
вой активностью [88]. Кроме того, показано, что
некоторые аминобензохиноны обладают значи-
тельной антипролиферативной активностью в
отношении раковых клеток [89]. Кроме описан-
ных выше работ существует ряд патентов на при-
менение аналогов пластохинона: например, при-
менение 1,4-бензохинонов с двумя полипренило-
выми цепями, содержащими 2 или 3 изопреновых
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фрагмента, в противораковой терапии (RU
2411229 C2). 

Аналог пластохинона – убихинон, липофиль-
ный переносчик дыхательной цепи митохондрий,
также активно исследуется в качестве терапевти-
ческого агента при целом ряде заболеваний, та-
ких как сердечная недостаточность [90], болезнь
Паркинсона и хорея Хантингтона [91, 92], рак [93,
94]. Проводятся исследования на модельных жи-
вотных и человеке применения убихинона для ле-
чения ожогов ([95, 96], для обзора см. [97, 98]). На
данный момент разработаны и активно использу-
ются в косметической промышленности крема и
другие средства, содержащие в качестве антиок-
сиданта убихинон. 

Все исследуемые аналоги пластохинона обла-
дают более короткими, чем пластохинон-9, боко-
выми изопреноидными цепями. Основные про-
текторные свойства хинонов связывают именно с
бензозиноновым кольцом, однако длина изопре-
ноидной цепи связана со стабильностью молеку-
лы в гидрофобном липидном бислое. Более того,
эта характеристика пластохинона, по-видимому,
влияет на другие свойства, такие как подвиж-
ность и межмолекулярное взаимодействие с мем-
бранными белками. Механизм протекторного
действия пластохинона также может заключаться
в стабилизации клеточных мембран: пластохи-
нон, обладая длинной изопреноидной боковой
цепью, при встраивании в цитоплазматическую
мембрану может увеличивать стабильность мем-
бран, что особенно важно в стрессовых условиях.
Кроме того, как показано выше, и антиоксидант-
ная активность пластохинона связана не только с
кольцом, но и с боковой цепью, например, туше-
ние синглетного кислорода пластохиноном по
химическому механизму с образованием гидрок-
сипроизводных пластохинона. Таким образом,
применение изолированного и очищенного пла-
стохинона-9 является актуальным направлением
не только благодаря высокой активности пласто-
хинона как антиоксиданта в защите плазматиче-
ских мембран от окислительного стресса, но и
благодаря возможному проявлению свойств, от-
личных от свойств аналогов. 
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 Antioxidant Properties of Plant Plastoquinone in vivo and in vitro
 D.V. Vetoshkina*, A.A. Nikolaev*, and M.M. Borisova-Mubarakshina*

Institute of Basic Biological Problems, Russian Academy of Sciences, 
Institutskaya ul. 2, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Plastoquinone is a mobile electron carrier from photosystem II to the cytochrome b6/f complex in the pho-
tosynthetic electron transfer chain. In addition, plastoquinone together with many other isoprenoids fulfills
antioxidant function, participating in plant defense against reactive oxygen species. This review describes re-
actions where plastoquinone interacts with the reactive oxygen species including singlet oxygen, superoxide
anion radical and hydrogen peroxide in chloroplasts of higher plants. Moreover, a large number of studies in-
vestigating the effect of various stress factors on plastoquinone biosynthesis were analyzed and it has been
found that the content of plastoquinone increases under almost all stress conditions. Thus, enhancement of
the plastoquinone biosynthesis is one of the factors those influence plant sustainability what is necessary in
the protection of the photosynthetic apparatus from oxidative degradation. One chapter is devoted to a de-
scription of methods for creating plants with the increased level of plastoquinone and to an assessment of the
resistance of these plants to environmental factors. Besides, taking into account the high antioxidant activity
of plastoquinone and its ability to diffuse in the lipid phase, the ways of practical application of plant plas-
toquinone as a protector of membrane structures from oxidation are discussed. 

Keywords: plastoquinone, reactive oxygen species, antioxidants, stability, higher plants
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Т4-родственный бактериофаг RB49, способен осуществлять общую трансдукцию плазмид с
относительно высокой частотой. За счет этого механизма бактерии могут приобретать возможности
для адаптации к изменяющимся условиям среды и осваивать новые экологически ниши.
Исследовано воздействие рН, температуры и облучения длинноволновым ультрафиолетовым
светом (λ = 366 нм) на характеристики препарата фага RB49, содержащего трансдуцирующие
частицы с плазмидной ДНК pTurboGFP-B и вирулентные частицы с собственной ДНК. Получены
данные об изменениях титра вирулентных частиц и частоты трансдукции плазмиды pTurboGFP-B
фагом RB49. После воздействия УФ-излучения в течение 2 ч частота трансдукции плазмиды pTur-
boGFP-B фагом RB49 выросла в ~3 раза. За 40 мин хранения препарата во льду также отмечался рост
частоты трансдукции в несколько раз. На основе полученных экспериментальных данных можно
сделать предположение, что трансдуцирующие частицы фага RB49 могут быть более устойчивы к
действию длинноволнового УФ-излучения и воздействию температур, близких к 0°C, чем
вирулентные, и обеспечивать процесс трансдукции более эффективно, чем при нормальных
условиях. Схожие процессы могут происходить и в хорошо освещенных водоемах, в том числе
холодных, в которых могут встречаться фаги, родственные RB49. Это может свидетельствовать о
возможности более интенсивного горизонтального переноса генов в водных экотопах, чем
предполагалось ранее. 
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Бактериофаги – вирусы бактерий – способны
эффективно осуществлять горизонтальный пере-
нос генов между своими хозяевами посредством
трансдукции. Было показано, что фагоподобные
элементы найдены во многих бактериальных ге-
номах и размер таких элементов может со-
ставлять до 20% от генетического материала клет-
ки [1, 2]. 

Например, было установлено, что многие
штаммы бактерий приобрели факторы вирулент-
ности и/или патогенности за счет взаимодей-
ствия с фагом. К примеру, E. coli O157:H7 получи-
ла гены шиго-токсинов (stx1 и stx2) за счет инте-
грации в хромосому профагов – 933V и 933W
[3, 4]. 

Фаги ответственны и за приобретение бакте-
риями устойчивости к антибиотикам. Передача

фагами устойчивости к тетрациклинам, хлорам-
фениколу, пенициллинам была продемонстриро-
вана у большого числа бактерий: Salmonella, Clos-
tridium, Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus [5].
Было показано, что фаги φ80α и φJB способны
эффективно переносить плазмиды с генами
устойчивости к пенициллину и тетрациклину
между штаммами Staphylococcus aureus с частотой
10–6–10–5 [6, 7].

На сегодняшний день выделяют три механиз-
ма фаговой трансдукции [8]. Первый – специали-
зированная трансдукция, осуществляемая фага-
ми с лизогенным циклом развития. Механизм
тесно связан с жизненным циклом фага, в резуль-
тате неправильного вырезания интегрированного
профага из специальных сайтов в ДНК может
происходить захват соседних участков бактери-
ального генома с последующей их упаковкой в
капсид фага. В результате этого образуются тран-Сокращение: УФ – ультрафиолетовый.

УДК 578.4 57.018.
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сдуцирующие частицы, содержащие как фаго-
вую, так и бактериальную ДНК. Специализиро-
ванная трансдукция ограничивается передачей
определенных генов, окружающих место инте-
грации генома на бактериальной хромосоме. На-
следование донорской ДНК в результате специа-
лизированной трансдукции может происходить
за счет сайт-специфической рекомбинации, опо-
средованной интегразой фага или же за счет го-
мологичной рекомбинации. Примером фага, осу-
ществляющим специализированную трансдук-
цию, является бактериофаг λ. 

Второй механизм – генерализованная (общая)
трансдукция. Природа данного явления связана с
работой терминазы фага – белка, ответственного
за узнавание и упаковку генетического материала
в собирающуюся вирусную частицу [8]. Отмеча-
ется, что генерализованная трансдукция в основ-
ном опосредуется фагами pac-типа, упаковываю-
щими ДНК в капсид по механизму «полного за-
полнения головки» (headfull package). Если на
бактериальной ДНК (хромосомной или плазмид-
ной) присутствуют сайты, гомологичные фаго-
вым сайтам узнавания терминазы – псевдо-pac-
cайты, то она может быть ошибочно распознана
как вирусная и упакована в капсид [8, 9]. Предпо-
лагается, что таким образом может быть упакова-
на любая часть генома бактерии и передана от од-
ной клетки к другой. Получающаяся в ходе
данного процесса частица является трансдуциру-
ющей (в то время как частица, содержащая фаго-
вую ДНК – вирулентной). Она сохраняет способ-
ность к абсорбции на клеточной стенке хозяина и
внесение ДНК в его цитоплазму. Попавшая в
клетку ДНК может либо интегрироваться в хро-
мосому хозяина за счет процессов рекомбинации,
либо же остаться в цитоплазме в случае, если бы-
ла перенесена плазмидная ДНК [9]. Данный тип
трансдукции был хорошо описан для фага Salmo-
nella sp. – P22 и фага P1, хозяином которой вы-
ступает E. coli. Стоит отметить, что генерализо-
ванную трансдукцию, в отличие от специа-
лизированной и латеральной, могут также осу-
ществлять бактериофаги с литическим циклом
развития, 

Третий механизм, выделенный относительно
недавно – это латеральная трансдукция. Такой
тип трансдукции, по всей видимости, более ха-
рактерен для фагов с лизогенным жизненным
циклом. Латеральная трансдукция инициируется
на ранних стадиях активации профага – в мо-
мент, когда фаг еще интегрирован в хромосому
бактерии. Начинается процесс репликации, в ре-
зультате чего создаются копии фаговой ДНК и
окружающей его ДНК хозяина. Часть профагов
вырезается из хромосомы и образуют вирулент-
ные частицы, а часть остается интегрированной и
содержит при этом большое количество pac-сай-
тов. Впоследствии они распознаются терминазой

фага, которая будет расщеплять и транслоциро-
вать ДНК в доступные фаговые капсиды, при
этом капсид будет содержать смесь фаговой и
хромосомной ДНК [10, 11]. Впервые механизм
латеральной трансдукции был показан для бакте-
риофагов Staphylococcus aureus [8]. Согласно по-
следним исследованиям, бактериофаг P22 может
использовать механизм латеральной трансдукции
[12]. Отмечается, что латеральная трансдукция, в
отличие от двух остальных, имеет скорее направ-
ленный характер, т.е. процесс заложен в жизнен-
ном цикле фага, а не случаен.

Таким образом, благодаря трансдукции бакте-
рии могут приобретать возможность выживать в
неблагоприятных условиях и занимать новые
экологические ниши. На данный момент доста-
точно мало сведений о том, как могут влиять фак-
торы среды на трансдуцирующие частицы и как
долго вследствие воздействия этих факторов они
могут сохраняться в среде. Данные об устойчиво-
сти трансдуцирующих частиц к внешним факто-
рам среды в дальнейшем помогут лучше оценить
вклад горизонтального переноса генов, обеспе-
чиваемого бактериофагами, в эволюционные
процессы у бактериальных популяций. 

Было показано, что ряд Т4-родственных бак-
териофагов, а именно RB42, RB49 и RB43 могут
переносить плазмиды между штаммами бактерий
достаточно эффективно – частота трансдукции
варьировала в зависимости от фага и плазмиды от
10–2 до 10–6 [13, 14]. Бактериофаги RB43, RB49 и
RB42 имеют литический цикл развития и отно-
сятся к тому же семейству Straboviridae [15], что и
Т4, не отличаются по морфологии и способу упа-
ковки ДНК, но имеют существенную разницу в
геномных последовательностях по сравнению с
ним [16]. RB43, RB49 и RB42 имеют большие
удлиненные икосаэдрические головки, сокраща-
ющийся хвост и фибриллы, размер капсида ча-
стиц в пределах 90 нм в ширину и 120 нм в длину
[17–19]. Упаковка ДНК в капсид у Т4-родствен-
ных бактериофагов происходит после сборки
капсидов по механизму «полного заполнение го-
ловки» и осуществляется за счет комплекса бел-
ков, формируемого тремя компонентами: малой
терминазой TerS, большой терминазой TerL и
портальным белком. TerS распознает вновь реп-
лицированную сильно разветвленную ДНК ви-
русного генома, представленного конкатемером
«голова–хвост». На сегодняшний день не были
точно определены последовательности pac-сай-
тов, распознаваемых TerS, как, например, для
классических фагов с упаковкой по pac-типу –
SPP1 и P22, т.е. сайт начала упаковки выбирается
практически случайно [19]. Специфичность узна-
вания терминазой собственного генома для ис-
ключения генома хозяина из упаковки, по всей
видимости, не так важна для некоторых предста-
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вителей Т4-родственных фагов, в частности, для
тех, у кого в составе ДНК встречаются неканони-
ческие основания [19]. Т4 и большинство род-
ственных ему фагов имеют эндонуклеазы, кото-
рые разрушают хозяйскую ДНК с каноническими
основаниями и остальные белки, косвенно или
прямо участвующие в снижении возможности
взаимодействия вируса с ДНК бактерии-хозяина,
тем самым обеспечивая заполнение капсида
оставшейся в клетке собственной ДНК с различ-
ными модификациями. Механизм работает эф-
фективно – Т4 дикого типа не способен к гори-
зонтальному переносу генов за счет трансдукции,
либо она идет с очень низкой частотой. Экспери-
ментально было показано, что мутанты Т4 по ге-
нам вышеописанных белков, метаболизма нека-
нонических оснований, с замененным 5’-гидрок-
симетилцитозином на цитозин способны к
общей трансдукции ДНК хозяина (в том числе
плазмидной) с высокой частотой. Размер ДНК
трансдуцирующих частиц цитозиновых мутантов
Т4 совпадал с размером ДНК вирулентной части-
цы и состоял из конкатемера множества копий
трансдуцируемой плазмиды [20]. Количество ко-
пий плазмиды зависит от ее размера, например,
трансдуцирующий мутант Т4 будет содержать
около 38 эквивалентных мономеров pBR322 [20].
Трансдуцирующие частицы также могут содер-
жать только хромосомную ДНК хозяина – име-
ются данные о частоте трансдукции мутантом фа-
га Т4 генов E. coli, ответственных за метаболизм
сахаров и аминокислот [21]. Для трансдуцирую-
щих частиц мутантных Т4 было показано, что они
могут нести гибридную ДНК из фаговой и плаз-
мидной, однако такие частицы формируются
только в случае, если плазмида несет в себе после-
довательности из фагового генома [22]. Такие ча-
стицы могут образовываться за счет механизма
репликации, зависимой от рекомбинации, при-
сущей Т4-родственным бактериофагам [22]. Ме-
ханизм упаковки ДНК Т4-родственных фагов не
предполагает разницы в морфологии капсида у
вирулентных и трансдуцирующих частиц, также
не ожидается разницы и в плотности упакован-
ной ДНК. На сегодняшний день до конца неиз-
вестны молекулярные механизмы трансдукции,
осуществляемой фагами RB43, RB49 и RB42, од-
нако предполагается, что она осуществляется по
типу общей трансдукции и схожа по молекуляр-
ному механизму с таковой для цитозиновых му-
тантов Т4. Предположительно, возможность к
формированию трансдуцирующих частиц фагами
RB43, RB49 и RB42 связана с отсутствием у них
неканонических оснований в составе ДНК и ге-
нов, ответственных за их метаболизм. Трансдук-
ция хромосомных генетических детерминант для
этих фагов до сих пор не показана.

Нами было замечено, что трансдуцирующие
частицы бактериофагов RB42, RB43 и RB49, не-

сущие плазмиды, по всей видимости, могут луч-
ше по сравнению с вирулентными частицами со-
храняться при долгосрочном хранении при 5–7°C
(неопубликованные данные) и при краткосроч-
ном хранении при 37°C [14]. В опытах с препара-
тами фагов при указанных температурах мы на-
блюдали увеличение частоты трансдукции, что и
дало основания для данных предположений. 

Основные экологические ниши бактериофа-
гов RB42, RB43 и RB49 – это микроорганизмы,
обитающие в желудочно-кишечном тракте жи-
вотных, сточных водах и фекалиях. В данной ра-
боте мы провели исследование влияния тех фак-
торов, с которыми бактериофаги RB42, RB49 и
RB43 могут сталкиваться в природных условиях, а
именно низкая величина рН среды, соответству-
ющая желудочному соку, и длинноволновое уль-
трафиолетовое (УФ) излучение (λ = 366 нм), ко-
торое входит в состав солнечного спектра и спо-
собно достигать поверхности Земли, минуя
озоновый слой. Помимо этого, мы проверили и
влияние щелочной среды и температур, исполь-
зуемых при пастеризации. Для трансдукции была
выбрана плазмида pTurboGFP-B, несущая в себе
гены устойчивости к двум антибиотикам и ген зе-
леного флуоресцентного белка TurboGFP-B.
Плазмида не имеет последовательностей, гомо-
логичных геному фагов RB49, RB42 и RB42, и пе-
реносится с частотой порядка 10–5–10–6 при нор-
мальных условиях трансдукции данными фагами
in vitro. Отсутствие или наличие экспрессии зеле-
ного флуоресцентного белка у клеток-трансдук-
танов является хорошим маркером изменений в
последовательности плазмидной ДНК, перено-
симой бактериофагом, что позволяет быстро
определять интересующие трансдуктанты для
дальнейшего анализа. Основным хозяином для
фагов RB49, RB42 и RB42 является E. coli. Для
трансдукции и развития фагов более удобными
для проведения экспериментов являются штам-
мы с отсутствием систем защиты от чужеродной
ДНК, например штаммы без систем рестрикции
модификации, поэтому для данной работы был
выбран штамм E. coli 5K.

Таким образом, целью данной работы стало
изучение влияние температуры, рН и длинновол-
нового ультрафиолетового излучения на характе-
ристики препарата фага RB49, содержащего ви-
рулентные частицы с собственной ДНК и транс-
дуцирующие частицы с конкатемером из ДНК
плазмиды pTurboGFP-B.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Бактериальные штаммы, плазмиды и бактерио-

фаги, используемые в работе. В работе был ис-
пользован лабораторный штамм E. coli 5K (F–r –K

m–
K, rpsL thr thi leu lacZ), трансформированный
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плазмидой pTurboGFP-B (ЗАО «Евроген»,
Москва, Россия), в качестве донора плазмидной
ДНК для получения трансдуцирующих частиц
бактериофага RB49. Плазмида pTurboGFP-B не-
сет в себе гены устойчивости к ампициллину,
хлорамфениколу и ген зеленого флуоресцентного
белка TurboGFP-B (ampR+, cmR+, turboGFP соот-
ветственно), является многокопийной. В каче-
стве штамма-реципиента был использован этот
же штамм E. coli 5K, но без плазмиды.

Трансформация плазмид в бактериальные штам-
мы. Культуру-реципиент E. coli 5K выращивали в
течение ночи при 37°C в среде LB (10 г/л трипто-
на, 5 г/л дрожжевого экстракта, 10 г/л NaCl) c до-
бавлением 50 мкг/мл стрептомицина. Приготов-
ление компетентных клеток и трансформацию
E. coli 5K проводили, как описано в монографии
«Молекулярное клонирование» [23]. После
трансформации проводили высев на чашку со
средой Агар МакКонки-ГРМ (ГНЦ прикладной
микробиологии и биотехнологии, пос. Оболенск,
Московская обл., Россия) с селективными анти-
биотиками (100 мкг/мл ампициллина, 30 мкг/мл
левомицетина и 50 мкг/мл стрептомицина). Ин-
кубировали при 37°C в течение ночи. Получен-
ные единичные колонии пересевали несколько
раз. 

Получение чистого препарата бактериофага
RB49. Бактериофаг RB49, полученный из коллек-
ции А.А. Зимина (ФИЦ ПНЦБИ РАН – Инсти-
тут биохимии и физиологии микроорганизмов
им. Г.К. Скрябина РАН, Пущино, Московская
область, Россия), был микробиологически очи-
щен путем трехкратных пересевов из единичных
бляшек с использованием метода агаровых слоев.
В качестве хозяина для фага был использован ла-
бораторный штамм E. coli 5K. Далее было прове-
дено выращивание бактериофага в объеме 50 мл и
его очистка методом изопикнического центрифу-
гирования [24]. Очистку от бактериальных клеток
и их обломков проводили центрифугированием в
течение 20 мин при 5000 g, осаждение фаговых ча-
стиц – при 10000 g в течение 45 мин в присутствии
10% ПЭГ 6000. Осадок фаговых частиц ресуспен-
дировали в фаговом буфере (200 мM NaCl, 25 мM
Tris-HCl, pH 8.0). До очистки от клеточных об-
ломков, добавления ПЭГ и после ресуспендиро-
вания фаговых частиц добавляли ДНКазу
(20 мкг/мл). Для хранения добавляли хлороформ,
ДНКазу до 20 мкг/мл и помещали в холодильник
на 7°C.

Получение препарата фага RB49, содержащего
трансдуцирующие частицы с плазмидой pTurbo-
GFP-B. Ночную культуру-донор E. coli 5K, содер-
жащую плазмиду pTurboGFP-B, добавляли к
50 мл среды LB с добавлением селективных анти-
биотиков (100 мкг/мл ампициллина, 30 мкг/мл
левомицетина, 50 мкг/мл стрептомицина) и вы-

ращивали при перемешивании в колбе при 37°C
до достижения оптической плотности
OD590 = 0.5. Добавляли очищенный бактериофаг
RB49 до множественности (отношения количе-
ства частиц фага на клетку, т.е. БОЕ/КОЕ) 0.1.
Совместное культивирование фага и бактерии-
донора плазмиды проводили в течение 2 ч при
37°C, после чего проводили лизис выживших бак-
терий за счет добавления хлороформа (1/10 от
объема культуры). Клеточные обломки осаждали
центрифугированием в течение 20 мин при 5000 g,
фильтровали через фильтр с порами диаметром
220 нм, чтобы полностью очистить препарат от
клеток. К полученному препарату добавляли
ДНКазу до 20 мкг/мл и хранили с добавлением
хлороформа. 

Для чистоты описанных ниже экспериментов
за сутки препарат разбавляли в 10 раз в 0.9% NaCl
с добавлением ДНКазы (далее в методах получен-
ный разбавленный препарат упоминается как
«препарат фага»). В день проведения опыта у раз-
бавленного препарата определяли частоту транс-
дукции и титр вирулентных частиц до воздей-
ствия на него исследуемого фактора.

Измерение титра бактериофагов. Измерение
титра бактериофагов производили по методу ага-
ровых слоев [24]. Из следующих разведений бак-
териофага: 1:100, 1:10000, 1:1000000, 1:100000000
по отдельности были отобраны по 100 мкл сус-
пензии и добавлены к полужидкой среде LB (кон-
центрация агара 0.6%), содержащей ночную куль-
туру E. coli 5K. Полученную смесь наносили на
чашки Петри с плотной средой LB. Культивиро-
вали в течение суток при 37°C и подсчитывали ко-
личество бляшек на каждой чашке и определяли
концентрацию фага.

Эксперимент по влиянию рН. Препарат фага
распределяли по 1000 мкл в три стеклянные про-
бирки. В первую пробирку добавляли 5% HCl до
конечной концентрации 0.5%, pH 2.0. Во вторую
пробирку добавляли 0.2 н NaOH до достижения
pH 9.0. Пробу в третьей пробирке оставляли без
воздействия кислоты и щелочи (рН 7.0). Все три
пробирки оставляли при 37°C на 40 мин. Спустя
30 мин производили реакцию нейтрализации – в
случае с HCl добавляли NaOH до достижения
нейтрального pH (pH 7.0) и наоборот. Далее про-
водили определение числа вирулентных частиц и
частоты трансдукции для каждого опытного об-
разца. 

Эксперимент по влиянию ультрафиолетового из-
лучения. Препарат фага распределяли по 1.5 мл в
8 пластиковых чашек Петри. Четыре чашки Пет-
ри подвергали воздействию УФ-излучения
(λ = 366 нм) в течение 30, 60, 90 и 120 мин, еще
4 чашки оставались в течение тех же временных
промежутков в качестве контрольных в полной
темноте (т.е. по 1 чашке опытной и 1 контрольной
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на временную точку, после воздействия пробу
уносили на анализ). В эксперименте была приме-
нена система Desaga UVIS (DESAGA, Голлан-
дия), в качестве источника УФ-излучения была
использована ртутная газоразрядная лампа низ-
кого давления с трубчатой стеклянной колбой
мощностью 6 Вт. Длина волны составляла 366 нм.
Видимый свет лампы блокировали специальны-
ми УФ-фильтрами, предусмотренными кон-
струкцией системы Desaga UVIS. Источник УФ-
излучения находился на расстоянии 10 см от об-
разцов. Облученность образцов составляла
1.2 мВт/см2. В ходе анализа проводили титрова-
ние фага из препарата и трансдукцию. Опыт про-
водили при комнатной температуре (25°C), зна-
чимого изменения температуры в растворе, ими-
тирующем образец, за 2 ч УФ-облучения
отмечено не было.

Эксперимент по влиянию температур. Препарат
фага распределяли по 1 мл в три пробирки типа
Эппендорф. Одну пробирку препарата фага с
трансдуцирующими частицами помещали на во-
дяную баню при температуре 65°C, вторую про-
бирку оставляли при комнатной температуре
(25°C), третью помещали в лед. Инкубация про-
исходила в течение 40 мин, затем проводили
трансдукцию и титрование фагов из опытных
препаратов.

Получение колоний трансдуктантов. 100 мкл
препарата фага RB49, содержащего вирулентные
и трансдуцирующие частицы с плазмидой pTur-
boGFP-B (контрольного или подвергшегося воз-
действию выбранных факторов), смешивали с
100 мкл ночной культуры-реципиента E. coli 5K
(без плазмиды), инкубировали при комнатной
температуре (25°C) в течение 20 мин. Всю полу-
ченную смесь наносили на чашку со средой Агар
МакКонки-ГРМ с селективными антибиотиками
(100 мкг/мл ампициллина, 30 мкг/мл левомице-
тина и 50 мкг/мл стрептомицина). Инкубировали
при 37°C в течение ночи. Полученные единичные
колонии-трансдуктанты пересевали несколько
раз для очистки от фага и дальнейшего анализа
плазмиды. Для дополнительного контроля и ис-
ключения ложноположительных результатов во
время каждого проводимого опыта аналогичным
образом проводили проверку препарата фага и
препарата культуры-реципиента на наличие в них
живых и устойчивых к вышеуказанному ряду ан-
тибиотиков клеток E. coli. Согласно результатам
дополнительных контрольных исследований, ан-
тибиотикорезистентные бактерии в препаратах
фага RB49, содержащего вирулентные и трансду-
цирующие частицы с плазмидой pTurboGFP-B и
в культуре-реципиенте E. coli 5К, до опыта обна-
ружены не были. Оценку наличия либо отсут-
ствия экспрессии GFP-B у получаемых трансдук-
тантов проводили путем визуальной проверки

флуоресценции колоний при облучении их си-
ним светом с длиной волны λ ~ 455 нм. 

Расчет частоты трансдукции. В каждом экспе-
рименте частоту трансдукции рассчитывали деле-
нием количества трансдуктантных колоний на
количество жизнеспособных фаговых частиц. Та-
ким образом, частота трансдукции высчитыва-
лась по формуле [9, 13]: 

A = C/F,

где А – частота трансдукции; С – количество
колоний-трансдуктантов, КОЕ в смеси; F –
число частиц фага в смеси, БОЕ.

Выделение плазмидной ДНК из трансдуктантов,
ее рестрикционный анализ. Плазмиды выделяли
методом щелочного лизиса, как описано в моно-
графии [23], из ночной культуры трансудуктан-
тов, выращенной в 5 мл LB с 100 мкг/мл ампицил-
лина, 30 мкг/мл левомицетина, 30 мкг/мл стреп-
томицина при 37°C. Полученные плазмиды из
трансдуктантов разделяли в 1% агарозном геле на
основе 1×TBE (Тris – 0.1 М, борная кислота –
0.1 М, ЭДTA – 2 мМ, pH 8.0), гель окрашивали
бромистым этидием, продукты разделения визуа-
лизировали с помощью трансиллюминатора. 

Для проведения рестрикционного анализа в
пробирку добавляли до 1 мкг плазмидной ДНК
трансдуктантов, эндонуклеазы рестрикции PvuII
(ООО «СибЭнзайм», Новосибирск, Россия) до
10 единиц активности фермента, до 1× буфера
Green (ООО «СибЭнзайм», Новосибирск, Рос-
сия), 100 мкг/мл буфера BSA, доводили смесь до
20 мкл деионизованной водой. Пробирки инку-
бировали при 37°C в течение 2 ч. Результаты про-
веряли при помощи электрофореза, методика
описана выше.

Статистический анализ. Каждый эксперимент
по влиянию физико-химического фактора на
препарат фага был проведен дважды. Определе-
ние титра фага и частоты трансдукции для каждо-
го образца производили не менее 5 раз. Статисти-
чески значимых отличий между результатами
двух одинаковых опытов по результатам теста с
использованием парного t-критерия Стьюдента
найдено не было (p-value < 0.05), в работе пред-
ставлены данные одного из двух проведенных
опытов.

Для вычисления среднего значения, стандарт-
ного отклонения и стандартной ошибки в изме-
рениях титра бактериофагов и частоты трансдук-
ции использовали функции MS Excel. В работе
представлены вычисления титра фага и частоты
трансдукции в формате  ± SD (среднее значе-
ние показателя ± стандартное отклонение). Вы-
числения нормальности распределения получен-
ных выборок использовали тест Шапиро−Уилка,
расчет W-критерия и p-value проводили с исполь-

X
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зованием пакета программных средств R. Для на-
хождения статистически значимых отличий меж-
ду показателями титра фага и частоты трансдук-
ции у препаратов, подвергающимся воздействию
физико-химических факторов и контрольных
препаратов рассчитывали парный t-критерий
Стьюдента (в некоторых случаях проводили тест
Уэлча) и p-value для него за счет пакета программ-
ных средств R. Статистически значимым резуль-
тат признавался при p-value < 0.05. Визуализацию
данных проводили при помощи пакета про-
граммного обеспечения ggpubr R.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Эксперимент по влиянию температур. Нами бы-
ло проведено исследования влияния температур
на частоту трансдукции препарата фага RB49, со-
держащего вирулентные и трансдуцирующие ча-
стицы с плазмидой pTurboGFP-B. Исходная кон-
центрация вирулентных частиц в приготовлен-
ном нами препарате фага до опыта составляла
(4.95 ± 3.14) ⋅107 БОЕ/мл. Частота трансдукции до
опыта для штамма-реципиента E. coli 5K состав-
ляла (1.43 ± 0.47)⋅10−5. В результате 40-минутного
воздействия температуры в 65°C на препарат фага
число вирулентных частиц упало в ~300000 раз и
составляло (1.63 ± 1.06)⋅103 БОЕ/мл. Частота
трансдукции препарата после нагрева снизилась
до очень низких значений – мы не получили
клетки-трансдуктанты в результате смешения ра-
нее нагретого препарата фага и штамма-реципи-
ента. При комнатной температуре (25°С) титр фа-
га сохранился примерно на том же уровне, что и в
начале эксперимента – (4.69 ± 2.54)⋅107 БОЕ/мл.
Частота трансдукции для штамма-реципиента
E. coli 5K составляла (1.10 ± 0.20)⋅10–5, т.е. можно
сказать, что изменений не наблюдалось. После
хранения препарата во льду титр фага составлял

(1.38 ± 0.80)×107 БОЕ/мл, наблюдалось снижение
среднего значения титра по сравнению с кон-
трольным образцом, тем не менее оно оставалось
в пределах погрешности измерения. Частота
трансдукции для штамма-реципиента E.coli 5K
составляла (3.36 ± 0.73)⋅10−5, среднее значение
выросло по сравнению с контрольным в ~2.3 ра-
за, а по сравнению с образцом, хранившимся при
комнатной температуре в ~3 раза. Данные пред-
ставлены в табл. 1. Изменений в морфологии ко-
лоний трансдуктантов после температурного воз-
действия выявлено не было, устойчивость сохра-
нялась ко всем трем антибиотикам, наблюдалась
экспрессия зеленого флуоресцентного белка у
всех полученных колоний. 

Эксперимент по влиянию рН. Нами было иссле-
довано влияние различных значений pH на ча-
стоту трансдукции препарата фага RB49, содер-
жащего вирулентные и трансдуцирующие части-
цы с плазмидой pTurboGFP-B. Концентрация
вирулентных фаговых частиц в препарате до опы-
та составляла (6.0 ± 2.0)⋅107 БОЕ/мл. Частота
трансдукции для штамма-реципиента E.coli 5K до
опыта составляла (1.53 ± 0.20)⋅10–5. В этом опыте
мы предприняли попытки имитации условий, с
которыми могут столкнуться трансдуцирующие
частицы в условиях желудочно-кишечного трак-
та. В результате воздействия HCl на препарат фа-
га в течение 40 мин произошла полная инактива-
ция фаговых частиц. Частота трансдукции препа-
рата снизилась до очень низких значений – мы не
получили клетки-трансдуктанты в результате
смешения препарата фага после воздействия кис-
лоты и штамма-реципиента. В результате воздей-
ствия NaOH на препарат фага в течение 40 мин
произошла практически полная инактивация фа-
говых частиц – титр составлял 30 БОЕ/мл. Как и
в предыдущем опыте, частота трансдукции упала
до очень низких значений – мы не получили

Таблица 1. Данные об изменениях числа фагов и частоты трансдукции pTurbo-GFP-B бактериофагом RB49 в
результате воздействия температур

Воздействия 
на препарат

Средний титр 
фага ± SD, 

БОЕ/мл

Среднее КОЕ 
трансдуктантов ± 

SD, КОЕ

Средняя частота 
трансдукции, 

КОЕ/БОЕ

Стандартное 
отклонение для 

частоты 
трансдукции (SD)

Стандартная 
ошибка среднего 

для частоты 
трансдукции (SE)

25°C (4.69 ± 2.54)⋅107 102.80 ± 18.83 1.10 ⋅10−5 2.00⋅10−6 6,31⋅10−7

0°C (1.38 ± 0.8)⋅107 92.80 ± 20.29 3.36⋅10−5 7.34⋅10−6 2,32⋅10−6

65°C (1.63 ± 1.06)⋅103 0 0 0 0
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клетки-трансдуктанты в результате смешения
препарата фага после воздействия щелочи и
штамма-реципиента. При нормальном рН титр
фага сохранялся примерно на том же уровне, что
и в начале эксперимента – (5.5 ± 0.5)⋅107 БОЕ/мл.
Частота трансдукции для штамма-реципиента
E. coli 5K составляла (1.47 ± 0.30)⋅10–5, то есть ка-
кие либо значительные изменения в контроль-
ном эксперимента не наблюдались. 

Эксперимент по влиянию УФ-излучения. Нами
было проведено исследование воздействия длин-
новолнового ультрафиолета (λ = 366 нм) на часто-
ту трансдукции препарата фага RB49, содержаще-
го вирулентные и трансдуцирующие частицы с
плазмидой pTurboGFP-B. Исходная концентра-
ция вирулентных частиц в приготовленном нами
препарате фага до опыта составляла (1.04 ±
± 0.38)⋅108 БОЕ/мл (контрольный образец). Ча-
стота трансдукции для штамма-реципиента E. coli
5K до опыта составляла (2.86 ± 1.2)⋅10–6. Задачей
этого опыта была имитация солнечного излуче-
ния, с которым могут столкнуться трансдуцирую-
щие частицы бактериофагов в сточных водах в
условиях повышенной инсоляции. При анализе
результата воздействия УФ (λ = 366 нм) на препа-
рат фага с трансдуцирующими частицами была
отмечена связь между увеличением времени экс-
позиции облучения и ростом частоты трансдук-
ции, по сравнению с препаратом, находящимся в
темноте. Для препарата, не подвергавшегося вли-
янию УФ-излучения, средняя частота трансдук-
ции была практически неизменной в пределах

погрешности измерений. Результаты представле-
ны на рис. 1 в виде графика.

Стоит отметить, что согласно данным прове-
денного нами парного t-теста с критерием Стью-
дента для двух групп (применялся для сравнения
контрольных и опытных групп спустя 30–90 ми-
нут облучения) и t-теста с критерием Уэлча (при-
менялся для сравнения контрольной и опытной
группы спустя 120 мин облучения), статистиче-
ски значимое отличие между частотами трансдук-
ции для препаратов, подвергавшихся и не под-
вергавшихся действию УФ-лучей, начинает по-
являться только после 60 мин облучения
препарата (p-value < 0.01). После 30 мин облуче-
ния статистически значимой разницы между ча-
стотами трансдукции контрольного и опытного
препарата не было выявлено (p-value = 0.6985,
t-тест Стьюдента). Частота трансдукции препара-
та, облученного в течение 120 мин, для штамма-
реципиента E. coli 5K составляла (4.82 ± 1.71)⋅10–6,
необлученного, оставленного в темноте препара-
та – (1.51 ± 0.45)⋅10–6 . Таким образом, за 2 ч облу-
чения УФ (λ = 366 нм) частота трансдукции пре-
парата выросла в ~3 раза по сравнению с кон-
трольным препаратом, выдержанным в темноте. 

Было отмечено падение титра фага с увеличе-
нием времени экспозиции, за все время экспери-
мента (120 мин) средний титр фага упал примерно
в ~1.5 раза по сравнению с контрольным образ-
цом – (6.56 ± 0.98)⋅107 БОЕ/мл и в 1.8 раза по
сравнению с образцом, находящимся в темноте в
этот же период времени, его титр составил
(1.22 ± 0.23)⋅108 БОЕ/мл. Подробные данные об
изменениях титра фага в этих опытах представле-
ны в табл. 2, а данные о количестве трансдуктан-
тов и частоте трансдукции – в табл. 3.

Была проведена оценка изменений морфоло-
гии трансдуктантов, полученных за счет препара-
та фага, подвергшегося действию УФ. Визуально
детектируемых изменений в морфологии коло-
ний выявлено не было, устойчивость сохранялась
ко всем трем селективным антибиотикам, наблю-
далась экспрессия зеленого флуоресцентного
белка у всех полученных колоний. На рис. 2 пред-
ставлены фото колоний трансдуктантов, полу-
ченных в этой серии опытов. 

Из линии трансдуктантов, полученных в ре-
зультате данного опыта была выделена плазмид-
ная ДНК для изучения возможных изменений.
На рис. 3 представлены результаты рестрикцион-
ного анализа плазмидной ДНК. Для рестрикци-
онного анализа нами была использована эндо-
нуклеаза рестрикции PvuII (CAGCTG). Выбран-
ная нами плазмида несет один сайт узнавания для
PvuII, находящийся в области гена устойчивости
к хлорамфениколу. Было показано, что во всех
клонах-трасдуктантах присутствует плазмида,

Рис 1. Изменение частоты трансдукции препарата
бактериофага RB49 в зависимости от времени экспо-
зиции под УФ-излучением. Треугольниками на гра-
фике представлены средние величины частот транс-
дукций для препарата фага RB49, содержащего виру-
лентные и трансдуцирующие частицы с плазмидой
pTurboGFP-B и подвергавшегося УФ-излучению
(λ = 366 нм) с разными временными интервалами,
кружками – средние величины частот трансдукции
для такого же препарата, пребывающего в темноте. 
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Таблица 2. Данные об изменениях титра бактериофага RB49 в результате воздействия УФ-излучения (λ = 366 нм)

Воздействия на 
препарат

Время 
воздействия, 

мин

Число измерений 
титра фага (n)

Средний титр, 
БОЕ/мл

Стандартное 
отклонение (SD)

Стандартная 
ошибка среднего 

(SE)

УФ-излучение 30 10 1.11·108 1.97·107 6.23·106

УФ-излучение 60 10 7.08·107 1.29·107 4.09·106

УФ-излучение 90 10 8.30·107 1.16·107 3.68·106

УФ-излучение 120 10 6.56·107 9.83·106 3.11·106

Без воздействия 
(нахождение в 

темноте)
30 10 1.04·108 3.87·107 1.19·107

Без воздействия 
(нахождение в 

темноте)
60 10 1.06·108 2.84·107 8.97·106

Без воздействия 
(нахождение в 

темноте)
90 10 1.18·108 3.19·107 1.01·107

Без воздействия 
(нахождение в 

темноте)
120 10 1.22·108 2.35·107 7.42·106

Таблица 3. Данные об изменениях частоты трансдукции pTurbo-GFP-B бактериофагом RB49 в результате
воздействия УФ-излучения (λ = 366 нм)

Воздействия на 
препарат

Время 
воздействи

я, мин

Число 
измерений 

(n)

Среднее КОЕ 
трансдуктантов 

± SD, КОЕ

Средняя частота 
трансдукции, 

КОЕ/БОЕ

Стандартное 
отклонение для 

частоты 
трансдукции 

(SD)

Стандартная 
ошибка среднего 

для частоты 
трансдукции (SE)

УФ-излучение 30 10 29.20 ± 14.24 2.63·10–6 1.28·10–6 4.06·10–7

УФ-излучение 60 10 23.00 ± 7.01 3.25·10–6 9.90·10–7 3.13·10–7

УФ-излучение 90 10 39.60 ± 8.14 4.77·10–6 9.81·10–7 3.10·10–7

УФ-излучение 120 10 31.60 ± 11.19 4.82·10–6 1.71·10–6 5.39·10–7

Без 
воздействия 

(нахождение в 
темноте)

30 10 29.70 ± 13.26 2.86·10–6 1.27·10–6 4.03·10–7

Без 
воздействия 

(нахождение в 
темноте)

60 10 18.90 ± 5.40 1.78·10–6 5.10·10–7 1.61·10–7

Без 
воздействия 

(нахождение в 
темноте)

90 10 27.70 ± 13.07 2.35·10–6 1.11·10–6 3.50·10–7

Без 
воздействия 

(нахождение в 
темноте)

120 10 18.40 ± 5.46 1.51·10–6 4.48·10–7 1.42·10–7
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имеющая в линеаризованной форме ожидаемый
размер пределах 4000 п.н. Однако плазмидная
ДНК, выделенная из клона-трансдуктанта, полу-
ченного за счет трансдукции препаратом, облу-
ченным в течение 2 ч, по всей видимости, не пол-
ностью гидролизовалась под действием рестрик-

тазы (рис. 3, образец 5). На геле мы наблюдали
дополнительную полосу длиной 8000 п.н., что со-
ответствует длине димера данной плазмиды. Ве-
роятно, это может быть связано с появлением
большого количества фотопродуктов в плазмид-
ной ДНК и их последующей репарацией, приво-

Рис 2. (а) – Колонии трансдуктантов E. coli 5K, полученные за счет действия находившегося в течение 120 мин в
темноте препарата фага RB49 с трансдуцирующими частицами, несущими плазмиду pTurboGFP-B. (б) – Колонии
трансдуктантов E. coli 5K, полученные за счет действия находившегося в течение 120 мин под действием УФ-
излучения (λ = 366 нм) препарата фага RB49 с трансдуцирующими частицами, несущими плазмиду pTurboGFP-B. Для
выявления флуоресценции использовали лампу, излучающую синий свет (λ ~ 455 нм).

Рис 3. Результаты рестрикционного анализа плазмид pTurboGFP-B, выделенных из трансдуктантов E. coli 5K. 1-4
плазмидная ДНК pTurboGFP-B, выделенная из трансдуктантов E. coli 5K, полученных за счет действия
находившегося в темноте препарата фага RB49 с трансдуцирующими частицами в течение 30 мин (дорожка 1), 60 мин
(дорожка 2), 90 мин (дорожка 3), 120 мин (дорожка 4). Дорожки 5–8 – плазмидная ДНК pTurboGFP-B, выделенная из
трансдуктантов E. coli 5K, полученных за счет действия облученного УФ (λ = 366 нм) препарата фага RB49 с
трансдуцирующими частицами в течение: 120, 90, 60 и 30 мин соответственно. Дорожки «К» (контроль) – плазмидная
ДНК из штамма 5K/pTurboGFP-B, на основе которого были получены трансдуцирующие частицы RB49. Дорожки
«М12» – ДНК-маркер M12 (SybEnzyme, Россия). Рестрикционный анализ проводили эндонуклеазой рестрикции
PvuII. Плазмида имеет один сайт для рестриктазы PvuII, что позволяет привести плазмиду к линейной форме и
оценить ее размер. Размер полученных фрагментов в пределах 4000 п.н., что соответствует размеру плазмиды pTur-
boGFP-B
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дящей к заменам нуклеотидов, в том числе и в
сайтах рестриктазы PvuII.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами был проведен ряд опытов по воздей-

ствию физико-химических факторов, с которыми
бактериофаги RB49 могут столкнуться, находясь
в одной из своих ниш обитания. Ранее подобные
опыты с использованием данной группы бакте-
риофагов не проводились, наши эксперименты
являются первыми. 

На основании полученных данных мы предпо-
лагаем, что трансдуцирующие частицы фага
RB49, содержащие плазмиду pTurboGFP-B, хуже
сохраняются при температуре 60°C и выше. Это
может быть обусловлено несколькими причина-
ми. Первая – небольшое количество трансдуци-
рующих частиц в составе препарата – согласно
расчетам, исходя из частоты трансдукции, в пре-
парате должно быть не менее 100 частиц в 1 мл.
Температура в 65°C способна привести к разру-
шению такого небольшого количества фаговых
капсидов за использованный нами временной
интервал, вне зависимости от того, какая ДНК в
них упакована. Вторая причина может быть свя-
зана со структурой самих частиц – возможно,
трансдуцирующая частица фага RB49 c упакован-
ным в нее конкатемером из плазмид менее ста-
бильна, чем вирулентная. Проверить это предпо-
ложение можно будет при помощи схожего
опыта – но подвергать воздействию температуры
нужно будет равное количество трансдуцирую-
щих и вирулентных частиц, полностью очищен-
ных друг от друга. Мы предполагаем, что исполь-
зованный нами метод нагрева на водяной бане с
температурой, близкой к температуре пастериза-
ции, можно будет использовать для полной
очистки препарата от трансдуцирующих частиц. 

Интересен результат, полученный для препа-
рата, хранящегося во льду. Мы наблюдали незна-
чительное снижение титра вирулентных частиц
фага RB49, при возросшей частоте трансдукции.
Мы пока не можем точно сказать, что в условиях,
близких к 0°C, трансдуцирующие частицы будут
лучше сохраняться, однако, согласно нашим не-
опубликованным данным, подобные препараты
фага RB43 с плазмидой pBR322, хранящиеся при
температуре 5–7°C в течение нескольких лет,
имеют тенденцию к увеличению частоты транс-
дукции и снижению титра вирулентных частиц в
долгосрочной временной перспективе.

На основании опытов по воздействию NaOH и
HCl на препарат фага мы предполагаем, что тран-
сдуцирующие частицы RB49 c плазмидой pTur-
boGFP-B не сохраняются при воздействии ще-
лочного рН (9.0 и более), оба типа частиц в препа-
рате с концентрацией 107 БОЕ/мл и ниже могут

инактивироваться в условиях желудочного сока
за 40 мин. По всей видимости, бактериофаг RB49
менее устойчив к изменениям рН по сравнению с
другим представителем Т4-родственных бакте-
риофагов – исследованным ранее фагом Т4 [25].
Возможно, это связано с отличиями в структуре
белков капсида этих фагов. 

На основе полученных экспериментальных
данных о влиянии УФ-излучения на препарат фа-
га с трансдуцирующими частицами можно сде-
лать предположение о том, что трансдуцирующие
частицы RB49, несущие плазмиду pTurboGFP-B,
могут быть более устойчивы к действию длинно-
волнового УФ-излучения, чем вирулентные ча-
стицы RB49. Результат рестрикционного анализа
облученной плазмидной ДНК из трансдуктантов
не так однозначен. Нами было замечено, что
плазмидная ДНК, выделенная из трансдуктан-
тов, полученных за счет облученного УФ в тече-
ние 2 ч препарата фага, гидролизовалась не пол-
ностью. Возможно, это связано с избыточностью
субстрата для фермента и за 2 ч часть ДНК не
успела перейти в линейную форму. Также объяс-
нением этого результата может быть то, что спу-
стя 2 ч облучения плазмидная ДНК в трансдуци-
рующих частицах получает достаточное количе-
ство фотоповреждений для того, чтобы стать
более устойчивой к действию эндонуклеаз ре-
стрикции. В ранних исследованиях было отмече-
но, что существует корреляция между степенью
повреждения УФ-излучением плазмидной ДНК
и ее устойчивостью к действию рестриктаз [26]. В
нуклеиновых кислотах наиболее легко при дей-
ствии длинноволнового УФ-излучения окисляет-
ся гуанин (G), образуя 7,8-дигидро-8-оксогуанин
(8-оксо-G) и другие продукты [27]. Сайт узнава-
ния выбранной нами эндонуклеазы рестрикции
PvuII содержит несколько гуанинов, которые
вполне могли бы образовать упомянутые выше
фотопродукты. После того, как поврежденная
плазмидная ДНК попадет в клетку из трансдуци-
рующей частицы, может запуститься процесс ре-
парации полученных фотоповреждений. Репара-
ция может протекать с ошибками, это в свою оче-
редь может привести к небольшому изменению
нуклеотидного состава и потере сайта узнавания,
выбранной нами рестриктазы PvuII. Как след-
ствие, часть выделенной нами плазмидной ДНК
не смогла гидролизоваться во время проведения
рестрикционного анализа. Стоит отметить, что
трансдуктанты, полученные за счет частиц, под-
вергавшихся облучению в течение 2 ч, сохраняли
способность к росту на селективной среде с до-
бавлением антибиотиков и флуоресцировали в
синем свете. Следовательно, сохранилась экс-
прессия генов антибиотикорезистентности и зе-
леного флуоресцентного белка с поврежденной
плазмидной ДНК из облученной трансдуцирую-
щей частицы. Для подтверждения нашей гипоте-
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зы о фотоповреждениях ДНК в трансдуцирую-
щих частицах необходимо проводить дальнейшее
исследование выделенной плазмидной ДНК из
трансдуктантов, включая повторный рестрикци-
онный анализ в том числе с использованием дру-
гих эндонуклеаз рестрикции.

На основе совокупности этих данных, мы
предполагаем, что устойчивость трансдуцирую-
щих частиц к УФ-излучению скорее всего связа-
на с большим числом копий плазмид в капсиде.
Длина плазмиды pTurboGFP-B составляет
4100 п.н., тогда как капсид фага RB49 может вме-
стить в себя до 164018 п.н. в соответствии с дли-
ной своего генома. Следовательно, в трансдуци-
рующей частице фага RB49 может находиться
около 40 мономерных копий плазмиды pTurboG-
FP-B. Большое число копий плазмидной ДНК
позволяет лучше сохранить и реализовать генети-
ческую информацию, переносимую трансдуци-
рующей частицей, в отличие от вирулентной, где
содержится лишь одна копия вирусного генома.
Тем не менее, с увеличением дозы мутагенного
фактора чаще происходит и накопление мутаций
в последовательности. В зависимости от работы
систем репарации клетки, количества и типа по-
вреждений, будет зависеть, как будет идти
экспрессия генов, которую внесла в клетку тран-
сдуцирующая частица. В случае нашего экспери-
мента доза длинноволнового УФ-излучения, на-
копленная за 2 ч, недостаточна, чтобы полностью
нарушить экспрессию генов антибиотикорези-
стентности и зеленого флуоресцентоного белка,
но достаточна для того, чтобы часть сайтов стала
недоступной для распознаваний ими рестриктаз.
Можно сказать, что трансдуцирующие частицы
фагов, содержащие хозяйскую ДНК (в частности
конкатемер из десятков копий плазмид) вместо
собственной, являются неким «защищенным
хранилищем» информации, получаемой от бакте-
рии-хозяина, которую они могут передать новому
штамму-реципиенту. При этом за счет большого
количества копий передаваемой информации,
бактерия-реципиент с большей вероятностью
приобретет новый признак по сравнению с други-
ми механизмами горизонтального переноса генов.
Таким образом, вклад фагов, способных к ге-
нерализованной трансдукции, в горизонтальный
перенос генов и коэволюцию бактерий-хозяев в
хорошо освещенных водных экотопах может быть
выше, чем предполагалось ранее. Описанные на-
ми выше процессы могут происходить в хорошо
освещенных водоемах, в которые попадают фе-
кальные сточные воды, в которых, в свою очередь,
могут встречаться фаги, родственные RB49. 

ВЫВОДЫ
На основе проведенной нами серии экспери-

ментов, мы предполагаем, что при определенных

условиях – температура, близкая к 0°C, и повы-
шенная инсоляция – трансдуцирующие частицы
могут достаточно хорошо сохраняться и обеспе-
чивать процесс трансдукции не менее эффектив-
но, чем при нормальных условиях. Эти данные
могут свидетельствовать о возможности более ин-
тенсивного горизонтального переноса генов в
водных экотопах посредством фаговой трансдук-
ции, чем предполагалось ранее. Более того, за
счет большей устойчивости в вышеописанных
условиях, трансдуцирующие частицы могут быть
«резервуаром» для хранения большого объема ге-
нетической информации в течение долгого вре-
мени, скорее всего, это свойство определяется
количеством и множественностью копий генети-
ческого материала, упакованного в капсид фага. 
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 Study of the Influence of Physicochemical Factors on Frequency of Plasmid 
Transduction by Bacteriophage RB49

 A.N. Nikulina*, N.A. Nikulin*, and A.A. Zimin*

*G.K. Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, Pushchino Scientific Center for Biological Research 
of the Russian Academy of Sciences, prosp. Nauki 5, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

The T4-related bacteropihage RB49 is capable of generalized transduction of plasmids at a relatively high fre-
quency. Due to this mechanism, bacteria can obtain the ability to adapt to varying environmental conditions
and survive in new ecological niches. The effect of pH, temperature and long-wave ultraviolet irradiation
(λ = 366 nm) on the characteristics of the RB49 phage preparation containing transducing particles with
pTurboGFP-B plasmid DNA and virulent particles which have their own DNA. The data were obtained for
the changes in the titer of virulent particles and the frequency of transduction of the pTurboGFP-B plasmid
by the RB49 phage. Two hours after exposure of the pTurboGFP-B plasmid to UV radiation, the frequency
of plasmid transduction by the RB49 phage increased by a factor of ~3. Also, after 40 min storage of the phage
in ice, the number of transducing particles produced was many folds greater. Based on the data gathered in
the experiment, it is suggested that transducing particles of the RB49 phage can be more resistant to long-
wave UV radiation and temperatures close to 0°C than virulent particles and are able to provide the transduc-
tion process more effectively than under normal conditions. Similar processes may occur in well-lit water
bodies including cold-water reservoirs where the phages related to RB49 can be found. This might be an in-
dication of the potential of more intense horizontal gene transfer in aquatic ecotopes than previously thought.

Keywords: bacteriophage RB49, plasmid transduction, UV, horizontal gene transfer
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In vivo установлено, что добавки кофейной кислоты и обнаруженного нами низкомолекулярного
стимулятора биолюминесценции к мицелию светящегося гриба Neonothopanus nambi приводят к
быстрому и значительному (на порядок и более) увеличению интенсивности его световой эмиссии.
Высказано предположение, что наблюдаемый эффект активации грибного свечения может быть
опосредован окислением добавляемых веществ ферментами лигнинолитического комплекса бази-
диомицетов (в частности, пероксидазами) с излучением квантов видимого света. В параллельных
экспериментах in vivo показано, что добавки гиспидина (предшественника люциферина светящих-
ся высших грибов) не влияют на интенсивность световой эмиссии мицелия. В то же время в иссле-
дованиях in vitro установлено, что кофейная кислота и обнаруженный низкомолекулярный стиму-
лятор свечения не влияют на уровень светоизлучения выделенной из мицелия N. nambi ферментной
люминесцентной системы в присутствии НАДФН и существенным образом подавляют реакцию
излучения системы, активированной НАДФН и гиспидином. Совокупность полученных данных
указывает на наличие в светящихся высших грибах разных биохимических путей генерации квантов
видимого света с участием разных ферментов (или ферментных систем) и разных субстратов. 

Ключевые слова: светящиеся высшие грибы, люминесцентная система, кофейная кислота, гиспидин,
стимулятор свечения, механизм свечения грибов.

DOI: 10.31857/S0006302924030128,  EDN: OEZVJJ

Светящиеся виды высших грибов распростра-
нены в разных регионах земного шара, особенно
в субтропической и тропической зонах с наибо-
лее благоприятными условиями их обитания [1–
4]. Светящиеся базидиомицеты излучают зелено-
ватый свет с максимумом эмиссии 520–530 нм
[5–7]. При этом у некоторых видов высших гри-
бов наблюдается свечение всего плодового тела
[8–10]; у иных видов может светиться только
шляпка, или только ножка [11, 12], или только
мицелий и ризоморфы [2, 6]. Известно, что светя-
щиеся базидиомицеты являются грибами белой
гнили, способными к деградации лигнина [6], и,
как правило, являются сапрофитами (реже пато-
генами) растений [5]. 

За последние десять лет в изучении грибной
биолюминесценции достигнуты заметные успехи
[13–22]. Так, в настоящее время считается дока-
занным, что предшественником люциферина
люминесцентной реакции базидиомицетов явля-
ется их вторичный метаболит гиспидин [14]. В ис-
следованиях с «холодными» и «горячими» экс-
трактами из разных видов светящихся грибов
(Neonothopanus nambi, Mycena citricolor, Panellus
stipticus, Armillaria borealis) авторы данной работы
установили, что в присутствии О2 и НАДФН гис-
пидин сначала преобразуется НАДФН-зависи-
мой гидроксилазой в люциферин (3-гидрокси-
гиспидин), который затем окисляется в присут-
ствии кислорода нерастворимой люциферазой с
излучением кванта видимого света. Позднее было

УДК 577.332.23:539.199
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показано, что образующийся в реакции излуче-
ния оксилюциферин ферментативно гидролизу-
ется до кофейной кислоты, которая является
предшественником биосинтеза гиспидина [18].
Надо сказать, что двухстадийный механизм гриб-
ной люциферин-люциферазной реакции, обес-
печивающей биолюминесценцию in vitro, впер-
вые был предложен в середине прошлого века на
основании экспериментов с «холодными» и «го-
рячими» экстрактами из светящихся базидиоми-
цетов [23–25] и подтвержден в исследованиях в
новом тысячелетии [26, 27].

В то же время, несмотря на успехи, достигну-
тые в изучении механизма грибной биолюминес-
ценции, некоторые биохимические аспекты это-
го феномена не до конца понятны и требуют
дальнейшего изучения. В частности, до сих пор
остается неясным, какой фермент (или фермент-
ный комплекс) выполняет в светящихся базидио-
мицетах функцию люциферазы, так как он не вы-
делен в чистом виде и не охарактеризован. Не ме-
нее важные вопросы состоят в том, является ли
люциферин-люциферазный механизм един-
ственным механизмом грибного свечения, или
генерация квантов видимого света в базидиоми-
цетах осуществляется разными биохимическими
путями с участием разных ферментов (или фер-
ментных систем) и является ли 3-гидроксигиспи-
дин единственным субстратом грибной люми-
несцентной реакции. 

Светоизлучающий базидиомицет Neonotho-
panus nambi является хорошо известным объектом
в исследованиях механизмов биолюминесценции
высших грибов. У гриба N. nambi наблюдается
свечение всего плодового тела, мицелия и ризо-
морф. Из мицелия этого базидиомицета впервые
был получен «холодный» экстракт, содержащий
ферментную люминесцентную систему, которая
обеспечивала свечение экстракта in vitro [13].
Позднее «холодные» экстракты, содержащие ак-
тивные люминесцентные системы, были получе-
ны также из мицелия светящихся высших грибов
A. borealis и M. citricolor [17].

Недавно в экстрактах из мицелия гриба
N. nambi после его обработки β-глюкозидазой на-
ми был обнаружен компонент, значительно
увеличивающий уровень грибной биолюминес-
ценции in vivo [22]. Было установлено, что стиму-
лирующий свечение компонент является термо-
стабильным низкомолекулярным соединением,
обладающим флуоресценцией с максимумом
эмиссии при 440 нм после возбуждения длинами
волн 350–370 нм [22].

В предлагаемой работе нами представлены ре-
зультаты сравнительных исследований in vivo и in
vitro по влиянию кофейной кислоты, гиспидина и
обнаруженного стимулятора на интенсивность
свечения мицелия базидиомицета N. nambi и вы-

деленной из него ферментной люминесцентной
системы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура базидиального гриба. В исследовани-
ях использовали светящийся мицелий высшего
гриба Neonothopanus nambi (штамм IBSO 2391) из
Коллекции микроорганизмов (CCIBSO 836) Ин-
ститута биофизики ФИЦ КНЦ СО РАН (Красно-
ярск, Россия).

Получение и подготовка пеллет мицелия для ис-
следований. Эксперименты проводили с шарооб-
разными пеллетами светящегося мицелия N.
nambi, которые получали при культивировании
базидиомицета в погруженных условиях в жид-
кой питательной среде PDB (HiMedia Laboratory,
Индия) изложенным нами ранее способом [28].
Выращенные пеллеты извлекали из питательной
среды, многократно промывали деионизирован-
ной водой (Milli-Q system, Millipore, США), после
чего инкубировали в деионизированной воде в
течение 20–24 ч при медленном перемешивании
со скоростью 60–80 об./мин (шейкер OS-10, Bio-
san, Латвия) для более полного удаления остатков
питательной среды и метаболитов. Отмытые пел-
леты мицелия использовали: для исследований
in vivo; для получения разработанным нами спо-
собом [13] «холодных» экстрактов, содержащих
ферментную люминесцентную систему; для по-
лучения предложенным нами методом [22] вод-
ных экстрактов, содержащих низкомолекуляр-
ный стимулятор грибного свечения in vivo.

Методы. «Холодные» экстракты, содержащие
ферментную люминесцентную систему базидио-
мицета N. nambi, выделяли из биомассы мицелия
при температуре 0–4°С. Пеллеты мицелия извле-
кали из деионизированной воды (см. выше) и ме-
ханически разрушали протиранием через метал-
лическое сито с диаметром пор 1 мм. Измельчен-
ную биомассу переносили в помещенный в
ледяную баню стакан и добавляли охлажденный
0.1 М фосфатный буфер (рН 7.0), содержащий 1%
бычьего сывороточного альбумина (Serva, Герма-
ния), в соотношении 1:5 (объем биомассы : объем
буфера). Полученную суспензию обрабатывали
ультразвуком на ультразвуковом дезинтеграторе
Волна USTD-0.63/22 (U-Sonic, Россия). Ультра-
звуковую обработку проводили трижды по 10 с с
интервалами 1 мин, после чего гомогенат центри-
фугировали при 40000 g в течение 30 мин при 4°С
на центрифуге Avanti® J-E (Beckman-Coulter,
США). Полученный супернатант («холодный»
экстракт), содержащий ферменты и компоненты
люминесцентной реакции, отбирали и использо-
вали для исследований.

Водный экстракт, содержащий стимулятор
свечения базидиомицета N. nambi in vivo, получа-
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ли изложенным нами ранее способом [22]. Отмы-
тые деионизированной водой пеллеты мицелия
помещали в свежий объем деионизированной во-
ды, содержащей β-глюкозидазу (Serva, Геpмания)
в концентрации 0.5 МЕ/мл, и инкубировали при
25°C в течение 24 ч при медленном перемешива-
нии со скоростью 80 об./мин на шейкере OS-10.
После инкубации жидкую часть (водный
экстракт) отделяли от биомассы фильтрацией че-
рез бумажный фильтр. Разделение высоко- и
низкомолекулярных компонентов экстракта
проводили ультрафильтрацией через мембрану с
пределом исключения 10 кДа (Merk Millipore,
Германия). Для более полного отделения низко-
молекулярных соединений от высокомолекуляр-
ных компонентов при ультрафильтрации экс-
тракта в нем трижды заменяли деионизирован-
ную воду, каждый раз собирая подмембранные
фильтраты. После диализа содержащие низкомо-
лекулярные компоненты (в том числе стимулятор
свечения) подмембранные фильтраты объединя-
ли и концентрировали на роторном испарителе
Rotavapor R-215 (Buchi, Швейцария). Получен-
ный концентрат использовали в экспериментах.

Влияние изучаемых веществ (кофейной кис-
лоты (Sigma, США), гиспидина (Sigma-Aldrich,
США) и низкомолекулярного стимулятора) на
грибное свечение оценивали в экспериментах
in vivo (на пеллетах мицелия N. nambi) и in vitro (с
использованием ферментной люминесцентной
системы, выделенной из биомассы мицелия
N. nambi). Для проверки функциональной актив-
ности ферментов выделенной люминесцентной
системы использовали НАДФН (Sigma-Aldrich,
США) и коммерческий гиспидин высокой степе-
ни чистоты (Sigma-Aldrich). Водный раствор гис-
пидина готовили in situ последовательными раз-
ведениями деионизированной водой исходного
раствора гиспидина, приготовленного в метаноле
(Sigma, США). Световую эмиссию содержащейся
в образцах «холодного» экстракта ферментной
люминесцентной системы активировали после-
довательными добавками приготовленных in situ
водных растворов НАДФН и гиспидина. Образцы
«холодных» экстрактов с высоким уровнем лю-
минесцентной активности лиофильно высуши-
вали (лиофильная сушилка ЛС-500, Россия) и
хранили сухие препараты при температуре –30°С
(морозильник MDF–U333, Sanyo Electric Co.,
Ltd., Япония) до момента использования. Было
показано, что ферменты люминесцентных си-
стем высших грибов проявляют высокую актив-
ность после хранения сухих «холодных» экс-
трактов в течение трех лет [17]. Для исследований
высушенные препараты растворяли в деионизи-
рованной воде и использовали в экспериментах. 

В исследованиях in vivo влияние изучаемых ве-
ществ на свечение пеллет мицелия N. nambi оце-
нивали следующим образом. Индивидуальные

пеллеты (средний диаметр 5 мм) помещали в про-
зрачные пластиковые пробирки объемом 1.5 мл
(Axygen Scientific, Inc., США), содержащие
300 мкл деионизированной воды. Пробирки уста-
навливали в измерительную камеру люминомет-
ра (GloMax® 20/20, Promega BioSystems Sunny-
vale, Inc., США) и регистрировали исходный уро-
вень свечения пеллет. После этого в образцы
аккуратно (без перемешивания) вносили 5 мкл
водных растворов изучаемых веществ (в исполь-
зованных водных растворах реагентов концен-
трация кофейной кислоты составляла от 0.035 до
3.5 мМ, концентрация гиспидина – 33 мкМ) и
вновь регистрировали интенсивность и динамику
световой эмиссии пеллет.

В экспериментах in vitro эффекты изучаемых
веществ на ферментную люминесцентную систе-
му, выделенную из базидиомицета N. nambi, оце-
нивали следующим образом. Прозрачные про-
бирки, содержащие 50 мкл препарата системы,
устанавливали в люминометр GloMax® 20/20 и
регистрировали начальный уровень световой
эмиссии. Затем к препарату добавляли 5 мкл рас-
твора 10 мМ НАДФН, приготовленного in situ в
деионизированной воде, и повторно регистриро-
вали интенсивность и динамику свечения. Свето-
вые сигналы, регистрируемые после добавки
НАДФН, с одной стороны, указывают на наличие
в тестируемых препаратах люминесцентной си-
стемы гриба N. nambi эндогенного гиспидина, ко-
торый утилизируется в ходе реакции светоизлуче-
ния, с другой – являются показателем функцио-
нальной активности ферментов люминесцентной
системы. После снижения инициированного
НАДФН светового сигнала до стационарного
уровня к препарату системы добавляли 5 мкл вод-
ных растворов изучаемых веществ (кофейная
кислота, обнаруженный стимулятор или гиспи-
дин) для оценки их влияния на свечение выде-
ленной люминесцентной системы. В другом слу-
чае, после добавки к препарату системы раство-
ров НАДФН и гиспидина и выхода светового
сигнала на максимальный уровень, к препарату
добавляли 5 мкл раствора кофейной кислоты или
обнаруженного стимулятора, оценивая эффект
данных соединений по изменению интенсивно-
сти и динамики свечения. Во всех рассматривае-
мых выше случаях тестирования люминесценции
интенсивность и динамику световых сигналов ре-
гистрировали на люминометре GloMax® 20/20 в
режиме одно измерение в секунду и выражали
уровень световой эмиссии в относительных еди-
ницах. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Технология культивирования базидиомицета
N. nambi в погруженных условиях при постоян-
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ном орбитальном перемешивании питательной
среды позволяет выращивать мицелий гриба в ви-
де шарообразных пеллет диаметром от 2 до 7 мм
[28] (рис. 1а,б). Поверхность пеллет имеет выра-
женную шероховатую поверхность, образован-
ную большим количеством поверхностных гиф.
Получаемый в виде небольших шарообразных
пеллет мицелий имеет определенные преимуще-
ства для исследования: пеллеты легко переносить
из одной жидкой среды в другую и легко поме-
щать в отдельную пробирку шпателем; манипуля-
ции с пеллетами осуществляются при минималь-
ном механическом воздействии на гриб, не нару-
шая его целостности. «Холодные» экстракты,
содержащие компоненты люминесцентной реак-
ции, получали с помощью механического разру-
шения биомассы мицелия и последующей обра-
ботки гомогенатов ультразвуком. На рис. 1в пока-
зан внешний вид осветленного с помощью
центрифугирования «холодного» экстракта, ко-
торый обладает регистрируемым свечением, уро-
вень которого ожидаемо возрастает после добав-
ления НАДФН и гиспидина. Следует сказать, что
ранее нами был выявлен эффект повышения
уровня световой эмиссии мицелия и выделенной
из него ферментной люминесцентной системы
при добавках пероксида водорода [29, 30]. Это
позволило нам высказать в данных работах идею,
что в механизм светоизлучения высших грибов
могут вовлекаться ферментные системы (окси-
дазные ферменты лигнинолитического комплек-
са и система цитохрома Р450), которые могут ге-
нерировать активные формы кислорода и с их
участием катализировать окисление органиче-
ских соединений с излучением квантов видимого
света. Позднее в экспериментах in vitro мы уста-
новили, что при добавлении к «холодному» экс-
тракту НАДФН, гиспидина и Н2О2 уровень его
световой эмиссии может быть столь значитель-
ным, что наблюдается в темноте визуально и ре-
гистрируется системой визуализации Chemi-

DocTM XRS (Bio-Rad, США) при работе в темно-
вом режиме (рис. 1г). 

В недавней работе [22] мы сообщали, что при
выделении внеклеточных ферментов с помощью
обработки пеллет мицелия N. nambi β-глюкозида-
зой в полученных водных экстрактах был обнару-
жен низкомолекулярный компонент, многократ-
но увеличивающий интенсивность свечения гри-
ба in vivo. Установление ряда свойств данного
компонента и оценка его молекулярной массы с
помощью гель-фильтрационной хроматографии
позволили сделать вывод, что обнаруженный сти-
мулятор свечения не является субстратом (или
его предшественником) ферментной люминес-
центной системы гриба N. nambi и не может яв-
ляться кофейной кислотой. Выполненные в на-
стоящей работе исследования с указанными со-
единениями выявили различия в их эффектах на
биолюминесценцию светящегося базидиомицета
N. nambi in vivo и in vitro.

В экспериментах in vivo было установлено, что
обнаруженный стимулирующий свечение компо-
нент при добавках к светящемуся мицелию
N. nambi повышает уровень его световой эмиссии
до полутора порядков и более (рис. 2а). Аналогич-
ный эффект в экспериментах in vivo был получен
также при использовании кофейной кислоты –
при ее добавках к светящемуся мицелию N. nambi
наблюдалось быстрое и значительное (на порядок
и более) увеличение интенсивности световой
эмиссии (рис. 2б). Как видно из представленных
данных (рис. 2а,б), в обоих случаях повышение
интенсивности светоизлучения пеллет регистри-
руется уже в течение первой минуты после добав-
ления изучаемых соединений. В исследованиях
было установлено, что увеличивающие свечение
эффекты стимулятора и кофейной кислоты явля-
ются дозозависимыми и нарастают с увеличени-
ем количества добавляемых к пеллетам веществ.
Это следует из анализа максимального уровня
свечения пеллет при добавках разных количеств

Рис. 1. Внешний вид и свечение пеллет мицелия базидиомицета N. nambi (а, б) и «холодного» экстракта, содержащего
ферментную люминесцентную систему гриба, после добавления НАДФН, гиспидина и пероксида водорода (в, г).
Изображения получены с помощью системы визуализации ChemiDocTM XRS. Масштаб – 5 мм.
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данных веществ и площадей под кривыми реги-
стрируемых при этом люминесцентных сигналов,
отражающих суммарный квантовый выход. В то
же время, в сравнительных экспериментах in vivo
было показано, что добавки к пеллетам мицелия
N. nambi водного раствора гиспидина не вызыва-
ли сколько-нибудь заметных изменений в уров-
нях их световой эмиссии (рис. 2в). По крайней
мере, не было зарегистрировано каких-либо из-
менений в интенсивности свечения пеллет при
добавках к образцам 5 мкл гиспидина с концен-
трацией 33 мкМ. При этом следует заметить, что
гиспидин образуется в высших грибах из кофей-
ной кислоты под действием гиспидин-синтазы и,
являясь прекурсором люциферина, участвует в
светоизлучении базидиомицетов, катализируе-
мом ферментной системой «НАДФН-зависимая
гидроксилаза – люцифераза» [18]. 

Представленные выше результаты сравни-
тельных исследований in vivo (рис. 2а–в) позволи-
ли нам сделать следующие выводы. Отсутствие
стимулирующего свечение эффекта гиспидина
может свидетельствовать в пользу того, что на по-
верхности клеточной стенки базидиомицета
N. nambi (или в структурных элементах клеточной
стенки) отсутствуют ферменты, участвующие в
трансформации гиспидина в люциферин и его
окислении с излучением света. В то же время сти-
муляция грибного свечения кофейной кислотой
и обнаруженным стимулятором позволяет нам
высказать требующую дальнейшего изучения ги-
потезу, что генерация квантов видимого света в
светоизлучающих высших грибах обеспечивается
разными биохимическими путями с участием
разных ферментов (или ферментных систем) и
разных субстратов. Исходя из этого, мы предпо-
лагаем, что стимулирующее действие кофейной
кислоты и обнаруженного стимулятора связано с
наличием в грибе N. nambi иного биохимического

механизма светоизлучения. Такой механизм мо-
жет обеспечиваться функционированием внекле-
точных грибных оксидаз (прежде всего, оксидаз
лигнинолитического комплекса), катализирую-
щих окисление кофейной кислоты и стимулятора
с излучением квантов видимого света. В пользу
этого свидетельствует быстрая (в пределах одной
минуты) кинетика развития люминесцентных
сигналов, наблюдаемая при добавках стимулиру-
ющего компонента и кофейной кислоты к пелле-
там мицелия N. nambi, которые могут взаимодей-
ствовать с внеклеточными грибными оксидаза-
ми, находящимися в поверхностных структурах
клеточной стенки гриба. В дополнение следует
отметить также, что полученные в исследованиях
in vivo данные о стимуляции световой эмиссии
мицелия N. nambi кофейной кислотой (рис. 2б)
согласуются с результатами активации свечения
живых пластинок шляпки гриба M. chlorophos
этим веществом [31, 32]. Это позволяет нам с
большой долей уверенности предполагать, что
стимулирующий свечение in vivo эффект кофей-
ной кислоты является общим для всех видов ба-
зидиальных грибов, обладающих биолюминес-
ценцией. 

В исследованиях in vitro с содержащими фер-
ментную люминесцентную систему базидиоми-
цета N. nambi «холодными» экстрактами нами
были выявлены абсолютно противоположные
эффекты изучаемых веществ на свечение по срав-
нению с эффектами, которые наблюдались в экс-
периментах in vivo с пеллетами грибного мицелия.
Было установлено, что кофейная кислота и обна-
руженный стимулятор свечения не вызывают
увеличения интенсивности световой эмиссии
«холодного» экстракта с предварительно добав-
ленным в него НАДФН (рис. 3а,б). В то же время
добавка гиспидина (как предшественника гриб-
ного люциферина) к содержащему НАДФН «хо-

Рис. 2. Интенсивность и динамика люминесцентных сигналов, регистрируемых при добавках к пеллетам мицелия
N. nambi водных растворов изучаемых соединений: (а) – низкомолекулярный стимулятор грибного свечения, (б) –
кофейная кислота, (в) – гиспидин. Стрелками показаны моменты добавления реагентов к образцам пеллет.
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лодному» экстракту ожидаемо приводила к раз-
витию люминесцентного сигнала (рис. 3в). При
этом в экспериментах in vitro было обнаружено,
что добавки кофейной кислоты (или стимулиру-
ющего компонента) существенным образом
подавляют интенсивность световых сигналов
люминесцентной системы, активированной
НАДФН и гиспидином (рис. 4). Было показано
также, что ингибирующий свечение эффект явля-
ется дозозависимым и нарастает от количества
веществ, вносимых в пробу. Мы полагаем, что на-
блюдаемое ингибирование кофейной кислотой
светоизлучающей реакции грибной люминес-

центной системы может объясняться с точки зре-
ния классической биохимии, поскольку согласу-
ется с понятием об ингибировании фермента
продуктом реакции по принципу обратной отри-
цательной связи. В нашем случае, такой меха-
низм действия кофейной кислотой представляет-
ся вполне правомочным, поскольку она является
конечным продуктом трансформации гиспидина
в светоизлучении высших грибов [18].

С одной стороны, полученные в исследовани-
ях in vitro результаты (рис. 3а–в) позволяют гово-
рить, что в использованных нами эксперимен-
тальных условиях кофейная кислота не транс-
формируется в гиспидин под действием
находящихся в «холодном» экстракте ферментов,
а обнаруженный стимулирующий свечение ком-
понент не является субстратом (или его предше-
ственником) для выделенной люминесцентной
системы. В то же время эти данные свидетель-
ствуют в пользу высказанной нами выше гипоте-
зы о разных биохимических механизмах генера-
ции квантов видимого света в светоизлучающих
базидиомицетах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведенных исследований разви-
вают и дополняют представления о механизмах
светоизлучения высших грибов. Совокупность
полученных данных указывает на наличие разных
биохимических путей генерации квантов види-
мого света в обладающих биолюминесценцией
базидиомицетах с участием разных ферментов
(или ферментных систем) и разных субстратов.
В свою очередь, это позволяет рассматривать ре-
гистрируемое (и визуально наблюдаемое) свече-
ние высших грибов как интегральный показатель
функционирования разных ферментных систем:

Рис. 3. Интенсивность и динамика люминесцентных сигналов, регистрируемых при добавках к образцам «холодного»
экстракта, содержащего ферментную люминесцентную систему гриба N. nambi, водных растворов изучаемых
соединений: (а) – низкомолекулярный стимулятор грибного свечения, (б) – кофейная кислота, (в) – гиспидин.
Стрелками показаны моменты добавления НАДФН (1) и изучаемого реагента (2) в экстракт.

Рис. 4. Типичный эффект ингибирования ко-
фейной кислотой (и низкомолекулярным сти-
мулятором свечения) светового сигнала, гене-
рируемого ферментной люминесцентной систе-
мой гриба N. nambi, активированной НАДФН и
гиспидином. Стрелками показаны моменты до-
бавления ингредиентов: 1 – НАДФН, 2 – гиспи-
дин, 3 – кофейная кислота (или стимулятор).
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в частности, системы «НАДФН-зависимая гид-
роксилаза – люцифераза» с участием гиспидина и
оксидазных ферментов лигнинолитического
комплекса с участием кофейной кислоты и обна-
руженного стимулятора грибного свечения in vi-
vo. 
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 Effects of Caffeic Acid, Hispidin and the Discovered Stimulating Component 
on Luminescence of Mycelium and a Luminescent System of Basidiomycete 

Neonothopanus nambi
 N.O. Ronzhin*, E.D. Posokhina*, V.M. Le**, O.A. Mogilnaya*, Yu.V. Zakharova***,

A.S. Sukhikh**, and V.S. Bondar*

*Institute of Biophysics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Akademgorodok 50/50, Krasnoyarsk, 660036 Russia 

**Kemerovo State University, Krasnaya ul. 6, Kemerovo, 650000 Russia

***Kemerovo State Medical University, ul. Voroshilova 22a, Kemerovo, 650056 Russia

In vivo studies have revealed that the addition of caffeic acid and a low-molecular-weight compound, a bio-
luminescence stimulator, discovered in our research, to the mycelium of the luminous fungus Neonothopanus
nambi leads to a rapid and significant (by an order of magnitude or more) increase in the intensity of its light
emission. It has been suggested that the observed effect of activation of fungal bioluminescence may be me-
diated by the oxidation of added substances by enzymes of the ligninolytic complex of basidiomycetes (in par-
ticular, peroxidases) with the emission of visible light quanta. Parallel in vivo experiments showed that addi-
tions of hispidin (a luciferin precursor in the luminous higher fungi) have no effect on the light emission in-
tensity of the mycelium. At the same time, in vitro studies have reported that caffeic acid and the detected low-
molecular luminescence stimulator do not affect the level of light emission of the enzyme luminescent system
isolated from the N. nambi mycelium in the presence of NADPH and significantly suppress the emission re-
action of the system activated by NADPH and hispidin. A set of data collected demonstrate that different bio-
chemical pathways present in the luminous higher fungi and different enzymes (or enzyme systems) and dif-
ferent substrates are involved in generation of visible light quanta. 

Keywords: luminous higher fungi, luminescent system, caffeic acid, hispidin, light emission stimulator, mechanism
of fungal luminescence
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Продемонстрированы возможности использования тест-системы на основе живых клеток E. coli
BL-21 (DE3) Сodon Plus, экспрессирующих рН-резистентную термостабильную люциферазу свет-
ляка Luciola mingrelica для изучения кинетики действия аминогликозидов (на примере гентамици-
на) по изменению содержания АТФ и люциферазы внутри и вне клеток. Показано, что через 3 ч ин-
кубации бактерий с антибиотиком становится возможным оценить изменение жизнеспособности
клеток, эффективность действия антибиотика и прогнозировать образование персистеров. Метод
перспективен при проведении быстрого первичного высокопроизводительного скрининга анти-
бактериальных агентов и лекарственных форм для оценки их эффективности и механизма их дей-
ствия.  

Ключевые слова: люцифераза светляков, биолюминесценция, аминогликозиды, гентамицин, E. coli.

DOI: 10.31857/S0006302924030138,  EDN: OEYVCA

Биолюминесцентная люциферин-люцифе-
разная реакция окисления D-люциферина кис-
лородом в присутствии АТФ и ионов магния, ка-
тализируемая люциферазой светляков, предо-
ставляет широкие возможности ее исполь-
зования в биоаналитической химии, не только
для определения ультрамалых количеств АТФ [1],
но и люциферазы [2, 3].

Биолюминесцентные тест-системы на основе
живых прокариотических и эукариотических
клеток, продуцирующих мутантную термоста-
бильную люциферазу светляков L. mingrelica, пер-
спективны для изучения влияния и быстрой
оценки эффективности действия лекарственных
средств и изучения функционирования организ-
мов при физиологических условиях в условиях
клеточного стресса различной природы, позволя-
ют параллельно изучать кинетику изменения двух
биолюминесцентных маркеров – АТФ и люци-
феразы – внутри и вне клеток [4]. Примеры ис-
пользования тест-системы для мониторинга кле-
точного гомеостаза под воздействием внешних
стимулов физической и химической природы на

живые клетки (прокариоты и эукариоты) приве-
дены в работе [5]. Это удобная, быстрая и надеж-
ная модель для изучения эффективности и ме-
ханизма действия антибактериальных агентов
разных классов, поскольку большинство тради-
ционных антибиотиков разрушают АТФ-зависи-
мые мишени. Изучение кинетики изменения
концентрации АТФ и люциферазы позволяет
определять жизнеспособность, метаболическую
активность, цитотоксичность, выживаемость
клеток в условиях клеточного стресса, оценивать
эффективность литических агентов по измене-
нию проницаемости клеточной мембраны, на-
блюдать за процессами синтеза/гидролиза АТФ,
выявлять стадии образования персистеров и фор-
мирования толерантности к антибиотикам. Ранее
мы показали возможность использования тест-
системы для изучения механизма действия мем-
брано-активного полипептидного поликатиона
колистина [6] и продемонстрировали, что поли-
миксины вызывают резкое истощение внутри-
клеточного АТФ за счет остановки его синтеза и
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утилизации внутри клетки, что приводит к ее
быстрой гибели [4].

Аминогликозидные антибиотики широко ис-
пользуются для лечения многих грамотрицатель-
ных и некоторых грамположительных инфекций,
а также туберкулеза с множественной лекар-
ственной устойчивостью из-за их высокой эф-
фективности и низкой стоимости. Аминоглико-
зиды состоят из 2-дезоксистрептаминового коль-
ца, к которому присоединены два или более
аминомодифицированных сахаров через глико-
зидные связи. Их мощная бактерицидная актив-
ность основана на специфическом связывании с
16S рРНК 30S рибосомальной субъединицы, пре-
пятствующем синтезу белка [7]. Проникновениe
аминогликозидов в цитоплазму происходит в три
этапа [8, 9]. На первой энергонезависимой стадии
(first energy-dependent phase – EDP-1) поликати-
онные антибиотики в результате ионных взаимо-
действий быстро связываются с анионными ком-
понентами клеточной поверхности (липополиса-
хариды, фосфолипиды и белки внешней
мембраны) грамотрицательных бактерий, в ре-
зультате чего происходит вытеснение двухвалент-
ных катионов, образующих поперечные мостики
с соседними молекулами липополисахарида. Это
приводит к увеличению проницаемости мембра-
ны и проникновению молекул аминогликозида в
периплазматическое пространство [10] и затем в
цитоплазму посредством механизмов, зависящих
от протондвижущей силы, вызывая ошибки в
синтезе белка. Данная стадия требует активно
функционирующей системы переноса электро-
нов, поэтому анаэробные бактерии, как правило,
нечувствительны к этим антибиотикам [11]. Не-
правильно транслируемые мембранные белки
вызывают нарушение целостности цитоплазма-
тической мембраны, вызывая следующий этап,
известный как «энергозависимая фаза II» (second
energy-dependent phase – EDP-2), что приводит к
поглощению большего количества аминоглико-
зида и в конечном итоге к гибели клетки [12]. Вто-
рая энергозависимая фаза (EDP-2) протекает
быстрее, чем первая (EDP-1), и требует связыва-
ния с рибосомами. Наступление этой фазы соот-
ветствует началу ингибирования синтеза белка и
потере жизнеспособности клеток. Во время пер-
вой фазы поглощения особенно важна про-
тондвижущая сила [13], величина которой опре-
деляется эффективностью функционирования
дыхательных комплексов – чем выше их актив-
ность, тем выше уровень протондвижущей силы,
тогда как вторая фаза возникает в ответ на де-
фектную трансляцию. При снижении энергети-
ческого выхода используемой дыхательной цепи
наблюдается увеличение степени выживаемости
микроорганизмов в присутствии антибиотика
[14] и образование персистеров.

Можно ожидать, что изучение кинетики изме-
нения низкомолекулярного маркера АТФ и высо-
комолекулярной люциферазы позволит оценить
процессы, протекающие во времени при дей-
ствии аминогликозидов на клетки E. coli, такие
как скорость гибели клетки, влияние на синтез
белка и функционирование рибосом, изменение
проницаемости клеточной мембраны, способ-
ность к образованию персистеров, а также быстро
определить минимальную ингибирующую кон-
центрацию антибиотика. 

Целью данной работы является изучение ки-
нетики изменения содержания АТФ и люцифера-
зы внутри и вне клеток E. сoli в присутствии раз-
личных концентраций гентамицина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве модельной культуры использовали

штамм E. coli BL-21 (DE3) Сodon Plus (Novagen,
США), продуцирующий рН-резистентную тер-
мостабильную люциферазу светляков Luciola
mingrelica. Ночную культуру получали в 3 мл лизо-
генной среды Luria-Bertani (LB) при 37°C и
230 об/мин в течение 17–18 ч в шейкере-инкуба-
торе ES-20 (Biosan, Латвия); А590 составляла
1.5 ± 0.1. Суспензию клеток разбавляли свежей
средой LB до нужной концентрации. 100 мкл рас-
твора гентамицина сульфата в 0.9% физиологиче-
ском растворе или физиологический раствор
(контроль) добавляли к 800 мкл суспензии кле-
ток. Конечная концентрация гентамицина в ре-
акционной смеси составляла 0.011–71 мкг/мл.
Образцы инкубировали в аэрированных условиях
при 37°С с орбитальным встряхиванием при
230 об/мин в течение 4 ч в 24-луночных планше-
тах. В процессе инкубации отбирали пробы для
измерения содержания АТФ и активности люци-
феразы внутри и вне клеток [4]. 

Через 4 ч инкубации с антибиотиком клеточ-
ную культуру центрифугировали при 1000 об/мин
в течение 7 мин, отделяли супернатант, содержа-
щий антибиотик, а осадок ресуспендировали в
800 мкл свежей питательной среды LB. Получен-
ную клеточную суспензию инкубировали при пе-
ремешивании (18 ч, 37°C, 230 об/мин). Для опре-
деления КОЕ методом посевов разведений на ага-
ризованной LB среде (5 г/л дрожжевого
экстракта, 10 г/л триптона и 10 г/л NaCl, 11 г/л
агара) отбирали пробы до добавления антибиоти-
ка, сразу после удаления антибиотика и через 18 ч
инкубации в среде LB, инкубировали 20 ч при
37°C и подсчитывали образовавшиеся колонии. 

Для анализа АТФ использовали АТФ-реагент
на основе термостабильной люциферазы светля-
ка Luciola mingrelica (ЗАО «БиоХимМак СТ»,
Москва, Россия) и определяли содержание АТФ
вне клеток (ATPex) и общее содержание АТФ
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(АТФtot), как описано в [4]. Для этого к 20 мкл об-
разца клеток (для определения АTPex) или кле-
точного экстракта, полученного обработкой све-
жеперегнанным 100%-ным диметилсульфокси-
дом в соотношении 1:9 (v/v) (для определения
АTPtot), добавляли 100 мкл АТФ-реагента и реги-
стрировали интенсивность свечения в течение 30
с на люминометре FB-12 (Zulux Corp., Германия),
используя фильтр с пропусканием 1.25%. Содер-
жание АТФ внутри клеток (АТФin) рассчитывали
по разности АТФin = АТФtot – АТФex. Для изме-
рения активности люциферазы вне клеток (Lucex)
использовали субстратную смесь с рН 7.8, содер-
жащую 4 мМ АТФ, 0.3 мМ D-люциферина, 20 мМ
Mg2+, буферные соли и др. компоненты и реги-
стрировали интенсивность свечения в течение
30 с. Для измерения активности люциферазы
внутри клеток (Lucin) использовали субстратную
смесь, содержащую 2 мМ D-люциферина, 20 мМ
Mg2+ с рН 5.0 и регистрировали интенсивность
свечения в течение 60–80 с. Измерения проводи-
ли в микрокюветах вместимостью 240 мкл после
добавления 100 мкл соответствующей субстрат-
ной смеси к 20 мкл неразбавленной клеточной
суспензии. 

Представлены средние значения трех незави-
симых экспериментов. Статистический анализ
проведен с помощью однофакторного дисперси-
онного анализа (ANOVA). Статистическая значи-
мость была определена как р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В работе использовали клетки E. coli BL-21
(DE3) Сodon Plus, экспрессирующие мутантную
нечувствительную к изменению рН термоста-
бильную люциферазу светляков L. mingrelica [15,
16], которая позволяет инкубировать клетки при
37°С без инактивации внутриклеточного фермен-
та. Кроме того, продуцируемая люцифераза не-
чувствительна к эффекту снижения внутрикле-
точного рН в процессе экспоненциального роста
клеток E. coli [17]. Для определения активности
люциферазы внутри клеток (Lucin) мы использо-
вали субстратную смесь при рН 5.0, при котором
люциферин теряет отрицательный заряд и спосо-
бен проникать внутрь клетки. Поступающий лю-
циферин инициирует свечение, пропорциональ-
ное концентрации эндогенной люциферазы Lucin
благодаря тому, что в клетке существуют опти-
мальные условия для протекания биолюминес-
центной реакции (рН ~7.6, насыщающие концен-
трации АТФ и ионов Mg2+). При рН 5.0 внекле-
точная люцифераза мгновенно инактивируется,
наблюдаемая активность относится только к
Lucin. Для измерения активности Lucex мы ис-

пользовали субстратную смесь с рН 7.8, содержа-
щую насыщающие концентрации субстратов.
При этом значении рН проницаемость клеточной
мембраны не меняется – отрицательный мем-
бранный потенциал клеточной мембраны не поз-
воляет отрицательно заряженному люциферину
проникать в клетку, и наблюдаемый биолюми-
несцентный сигнал соответствует активности
только внеклеточной люциферазы Lucex. В от-
дельном эксперименте было показано, что гента-
мицин не влияет на активность люциферазы.

Кинетика изменения АТФin и АТФex. Влияние
гентамицина на растущие клетки E. сoli, продуци-
рующие люциферазу, изучали при начальных
концентрациях клеток в 25, 131 и 233 млн КОЕ/мл
в аэрированных условиях при 37°С в среде LB при
орбитальном перемешивании, концентрацию ан-
тибиотика варьировали в диапазоне 0.01–
0.07 мкг/мл. 

Изучение кинетики изменения внутриклеточно-
го АТФin показало, что в присутствии низких кон-
центраций антибиотика (0.1–0.6 мкг/мл реакци-
онной смеси, см. рис. 1, кривые 4 и 5) кривые ро-
ста клеток сопоставимы с контрольным
экспериментом и через 4 ч инкубации концентра-
ция АТФin в этих образцах возросла в 12 раз. 

При высоких концентрациях гентамицина
(14–71 мкг/мл, кривые 1 и 2 на рис. 1) рост клеток
отсутствовал – через 3.5 ч уровень АТФin снизил-
ся на 10% ниже исходного и вышел на постоянное
значение, что свидетельствует о снижении мета-
болической активности и жизнеспособности кле-
ток и проявлении преимущественно бактерицид-
ного действия гентамицина. 

При концентрации гентамицина 2.8 мкг/мл
(кривая 3) максимальное значение АТФin наблю-
далось через 2 ч, клетки продолжали расти, хотя
скорость деления клеток была в 1.7–4.0 раза ниже
по сравнению с контролем, причем чем выше бы-
ла исходная концентрация клеток, тем большее
количество клеток сохранили способность к де-
лению. Таким образом, эффективность действия
гентамицина зависела от исходной концентрации
клеток и, соответственно, от удельного содержа-
ния антибиотика в расчете на одну клетку. При
исходной концентрации клеток 25 млн КОЕ/мл
для этой концентрации антибиотика его удельное
содержание в расчете на 1 клетку E. coli составля-
ет 0.11 пг/КОЕ, уровень АТФin практически не
менялся и наблюдался бактериостатический эф-
фект. При концентрациях клеточной суспензии
131 и 233 млн КОЕ/мл удельное содержание анти-
биотика уменьшилось до значений соответствен-
но 0.02 и 0.01 пг/КОЕ и его эффективность сни-
зилась – на начальном этапе наблюдался рост
АТФin, клетки еще продолжали функциониро-
вать и делиться, далее уровень АТФ снижался и
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через 4 ч инкубации выходил на постоянное зна-
чение – значительная часть клеток сохранила
жизнеспособность. 

Уровень внеклеточного АТФex является более
сложным для анализа индикатором – он характе-
ризует протекание двух параллельных процессов
– накопление внеклеточного АТФex как за счет
изменения проницаемости клеточной мембраны
под действием литического агента, так и в резуль-
тате деления клеток, в процессе которого может
происходить механическая утечка АТФ при деле-
нии клетки на две дочерние. В отсутствие гента-
мицина в контрольном образце наличие линей-
ных участков lgA/A0(t) для АТФех и АТФin протя-
женностью не менее 100 мин, независимо от
исходной концентрации клеток, свидетельствует
о протекании экспоненциальной фазы роста.
При этом, несмотря на наблюдаемое 10-кратное
повышение уровня АТФех, его доля среди общего
пула АТФ (АТФtot) составляет не более 3%. Мож-
но ожидать, что при нарушении проницаемости
клеточной мембраны в присутствии эффектора
будет наблюдаться увеличение уровня АТФex.

При достижении насыщающей концентрации
клетки перестают делиться, и наблюдается пере-

ход в стационарную фазу – уровень АТФex сни-
жается, что связано, по-видимому, с изменением
состава культуральной жидкости и рН среды в
процессе деления и роста клеток. Чем выше ак-
тивность микроорганизма, тем раньше меняются
физико-химические показатели среды, в резуль-
тате чего скорость гидролиза внеклеточного
АТФex увеличивается. Этот эффект особенно за-
метен при высокой концентрации клеток
(233 млн КОЕ/мл, см. рис. 1в). 

Таким образом, аналитическим показателем
эффективности действия антибиотика является
отсутствие снижения АТФex через 3–4 ч инкуба-
ции, свидетельствующее, как минимум, о бакте-
риостатическом действии антибиотика – деление
клеток не происходит и как следствие, состав ин-
кубационной среды не изменяется.

Баланс по АТФ (АТФtot, АТФin и АТФex) приве-
ден в качестве примера для высокой концентра-
ции гентамицина (71 мкг/мл) при различных кон-
центрациях клеток (см. рис. 2). 

Через 1 ч инкубации наблюдается незначи-
тельное увеличение исходного уровня АТФin, со-
ответствующее стадии взаимодействия гентами-
цина с компонентами клеточной поверхности,

Рис. 1. Кинетика изменения концентрации АТФin (верхний ряд графиков) и АТФex (нижний ряд графиков) в процессе
инкубации клеток E. coli в присутствии гентамицина в полулогарифмических координатах. Исходная концентрация
клеток, млн КОЕ/мл среды LB: 25 (а), 131 (б) и 233 (в). Концентрации гентамицина, мкг/мл: кривая 1 – 71, кривая 2 –
14, кривая 3 – 2.8, кривая 4 – 0.6, кривая 5 – 0.1, кривая «К» – 0. Условия инкубации: 37°С, 230 об/мин. 
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диффузии внутрь клетки и связывания с мише-
нью, что, по-видимому, отражает  протекание
стадии EDР-1. Действительно, известно, что по-
глощение аминогликозидов клетками протекает
быстро и эффективно – по данным авторов рабо-
ты [9], через 60 мин при средней концентрации
2.0 мкг/мл в питательной среде соотношение
внутриклеточного и внеклеточного гентамицина
составляет примерно 1500:1. Можно ожидать, что
к этому моменту практически весь антибиотик
находится в клетках. Как видно, гентамицин не
влияет на АТФазную активность, фермент про-
должает функционировать и синтезирующийся
АТФ расходуется на адаптацию и выживаемость в
присутствии химического стрессора. На этом эта-
пе средняя скорость накопления АТФex, в отли-
чие от скорости накопления АТФin, слабо зависит
от концентрации гентамицина (см. рис. 3) и кон-
центрации клеточной суспензии.

Через 80 мин АТФ-синтазы не способны ком-
пенсировать потери АТФ, и наблюдается плавное
снижение уровня АТФin во многом за счет его
транспорта из поврежденных клеток (стадия

EDP-2). Через 4 ч инкубации с гентамицином
уровень АТФin снизился в 1.3–2.5 раза ниже ис-
ходного в зависимости от концентрации клеток,
и наблюдалось преимущественно бактерицидное
действие гентамицина. Таким образом, изучение
кинетики распределения АТФ внутри и вне кле-
ток позволяет сделать выводы о степени бактери-
цидного/бактериостатического действия агента,
наблюдать не только за гибелью клеток во време-
ни, но и образованием персистеров. 

Кинетика изменения Lucin и Lucex. Анализ кине-
тических кривых Lucin показал, что в области низ-
ких концентраций гентамицина (0.1–0.6 мкг/мл)
и контрольном образце (рис. 4, кривые 4, 5 и К)
начальная скорость синтеза фермента практиче-
ски одинакова, однако через 2 ч инкубации в при-
сутствии гентамицина синтез люциферазы замед-
ляется. Рост люциферазной активности свиде-
тельствует о сохранении в образце большого
количества метаболически активных клеток, спо-
собных к делению. Действительно, результаты
определения АТФ внутри и вне клетки (см. рис. 1)
полностью повторяют эту картину, кривые на-

Рис. 2. Кинетика изменения концентрации АТФtot, АТФin и АТФex в процессе инкубации клеток E. coli с
гентамицином (71 мкг/мл). Начальные концентрации клеток, млн КОЕ/мл среды LB: 25 (а), 131 (б) и 233 (в). Условия
инкубации: 37°С, 230 об/мин. 

Рис. 3. Зависимость средних начальных скоростей изменения концентрации АТФex (а) и АТФin (б) от концентрации
гентамицина при различных концентрациях клеточной суспензии E. сoli (25, 131 и 233 млн КОЕ/мл).
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копления АТФin практически не отличаются от
контроля. Очевидно, что указанные концентра-
ции антибиотика лежат ниже минимальной ин-
гибирующей концентрации.

В области высоких концентраций антибиоти-
ка (2.8–71 мкг/мл) уже на начальном этапе прояв-
ляется ингибирующее действие гентамицина на
рибосомы – скорость синтеза активной Lucin
снижается по сравнению с контролем (кривые 1–
3). Через 80 мин наблюдается максимум Lucin, ве-
личина которого зависит от концентрации добав-
ленного агента, c последующим дальнейшим
снижением активности Lucin, что подтверждает
данные, полученные для АТФin, об отсутствии
деления клеток и их гибели.  

Накопление внеклеточной люциферазы Lucex
происходит в результате деления клеток, а также
свидетельствует о протекании необратимых из-
менений мембраны и увеличении доступности
эндогенного фермента в результате действия ген-
тамицина. При делении клеток лишь малая часть
люциферазы попадает во внеклеточное про-
странство – в контрольном образце наблюдается
незначительное накопление Lucex, уровень био-
люминесцентного сигнала, характеризующего

активность фермента, вырос всего с 0.5 до
2000 RLU, что согласуется с данными для АТФex,
в то время как сигнал для Lucin за 250 мин увели-
чился существенно больше – с 7 до 240000. При
малых концентрациях антибиотика сохраняется
схожая картина, его присутствие не отражается на
функционировании клеток – они продолжают
делиться и синтезировать люциферазу. При вы-
соких концентрациях наблюдается значительное
увеличение скорости накопления Lucex, которая
более чем на порядок превышает скорость накоп-
ления Lucin, что связано с необратимым повре-
ждением клеточной мембраны, за которую отве-
чает вторая энергозависимая фаза EDP-2, в
процессе которой происходит связывание гента-
мицина с рибосомами [9, 11]. Наступление
этой фазы соответствует началу ингибирования
синтеза белка и потере жизнеспособности клеток
[8, 11]. 

Таким образом, внутриклеточная люцифераза
может служить стабильным высокомолекуляр-
ным маркером скорости трансляции и проницае-
мости клеточной мембраны. 

Определение минимальной ингибирующей кон-
центрации гентамицина. Минимальную ингибиру-
ющую концентрацию гентамицина рассчитывали

Рис. 4. Кинетика изменения относительной активности Lucin (верхний ряд графиков) и Lucex (нижний ряд графиков)
в процессе инкубации клеток E. coli в присутствии гентамицина в полулогарифмических координатах. Исходная
концентрация клеток, млн КОЕ/мл среды LB: 25 (а), 131 (б) и 233 (в). Концентрации гентамицина, мкг/мл: кривая 1 –
71, кривая 2 – 14, кривая 3 – 2.8, кривая 4 – 0.6, кривая 5 – 0.1, кривая «К» – 0. Условия инкубации: 37°С, 230 об/мин. 
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по начальному линейному участку графиков за-
висимости концентрации АТФin (рис. 5а) и ак-
тивности Lucin (рис. 5б) от концентрации гента-
мицина через 180 мин инкубации клеток с анти-
биотиком, по АТФ она составила 3 мкг/мл, по
Lucin – 2 мкг/мл. Эти результаты находятся в со-
ответствии с литературными данными [14], где
минимальная ингибирующая концентрация
гентамицина для штаммов E. coli дикого типа со-
ставила 2 мкг/мл. Таким образом, люцифераза
является чувствительным индикатором функци-
онирования рибосом – мишени действия гента-
мицина, поскольку синтез фермента напрямую
зависит от их активности, в то время как измене-
ние АТФin является результатом многих разнона-
правленных внутриклеточных процессов и отве-
чает за суммарную жизнеспособность клетки в
целом.

Функционирование клеток E. coli после отделе-
ния антибиотика. Образцы клеток (концентрация
гентамицина 71, 2.8 и 0.1 мкг/мл), обработанные

гентамицином в течение 4 ч, центрифугировали
для отделения антибиотика, помещали в свежую
питательную среду LB, инкубировали 18 ч (37°C,
230 об/мин) и анализировали на содержание
АТФin и Lucin по стандартной схеме. Сравнение
АТФin и Lucin до отделения гентамицина (через
4 ч инкубации) и после (через 18 ч) представлено
на рис. 6. Как видно, при инкубации образца с
высокой концентрацией гентамицина
(71 мкг/мл), где после обработки гентамицином
наблюдалось снижение АТФin ниже исходного
уровня, после отделения антибиотика содержа-
ние АТФ снизилось в 5 раз, клетки утратили жиз-
неспособность, гибель клеток продолжилась, де-
ление клеток не возобновилось. В образце с низ-
кой концентрацией гентамицина (0.1 мкг/мл),
где погибло ~25% клеток, этой концентрации
оказалось недостаточно для массовой гибели кле-
ток, остальные продолжили функционировать и
возобновили деление. В образце с концентрацией
гентамицина 2.8 мкг/мл 10% клеток сохранили
способность к делению и после отделения анти-

Рис. 5. Зависимость концентрации АТФin (а) и величины биолюминесцентного сигнала для Lucin (б) от концентрации
гентамицина через 180 мин инкубации. Исходная концентрация клеточной суспензии E. coli – 200 млн КОЕ/мл.
Условия инкубации: 37°С, 230 об/мин.

Рис. 6. Концентрации АТФin (а) и величины биолюминесцентного сигнала для Lucin (б) до (через 4 ч инкубации с
гентамицином) и после отделения гентамицина и инкубации в жидкой питательной среде LB, 18 ч, 37°С, 230 об/мин.
Концентрации гентамицина, мкг/мл: 1 – 71, 2 – 2.8, 3 – 0.1, «К» – 0.
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биотика наблюдалось бурное деление выживших
клеток – наличие гентамицина внутри клетки не
мешало росту популяции и возобновлению син-
теза люциферазы. Таким образом, эффектив-
ность действия аминогликозида зависит от его
насыщающей концентрации внутри клетки. При
низких концентрациях антибиотика он титрует
только часть большого числа рибосом и клетки
продолжают функционировать. При более высо-
ких концентрациях происходит ингибирование
большинства рибосом и синтез белка нарушается.
Эти данные подтверждают результаты, получен-
ные для Lucin – в образце 1 люциферазная актив-
ность отсутствовала, в контроле и образцах 2 и 3
люциферазная активность внутри клетки увели-
чилась более чем в 2 раза, что согласуется с дан-
ными о росте АТФin – клетки метаболически ак-
тивны и синтезирующийся АТФ расходуется на
функционирование рибосом.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы показали возможность использования
тест-системы на основе живых клеток E. coli, про-
дуцирующих термостабильную рН-нечувстви-
тельную люциферазу светляков для изучения эф-
фективности действия аминогликозидов. В при-
сутствии аминогликозидов не наблюдалось
снижения АТФin до нулевых значений, остаточ-
ное содержание свидетельствует о сохранении
клетками жизнеспособности и способности к де-
лению (образование персистеров); увеличение
АТФex и Lucex свидетельствует о необратимых по-
вреждениях клеточной мембраны, изменение
скорости синтеза Lucin является прямым марке-
ром функционирования рибосом, которые явля-
ются мишенью действия аминогликозидов и в,
конечном итоге, жизнеспособности клеточной
популяции. 
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 Bioluminescent Test System Based on Recombinant L. mingrelica Firefly Luciferase 
as a Means of Investigating the Efficacy of Gentamicin Effect on E. coli Living Cells

 G.Yu. Lomakina*, S.S. Kaminskaya*, **, and N.N. Ugarova*

*Department of Chemistry, M.V. Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/3, Moscow, 119991 Russia

**Department of Fundamental Sciences, N.E. Bauman Moscow State Technical University, 
2-ya Baumanskaya ul. 5/1, Moscow, 105005 Russia

This paper highlights the possibilities of applicability of a test system based on E. coli BL-21 Codon Plus
(DE3) living cells expressing pH-tolerant thermostable Luciola mingrelica firefly luciferase to study the kinet-
ic mechanism by which aminoglycosides, such as gentamicin used in this study, act taking into account
changes in the ATP and firefly luciferase levels inside and outside the cells. It has been shown that it is pos-
sible to evaluate the changes in cell viability, assess the effectiveness of the antibiotic action, and predict the
formation of persisters after incubation of bacteria with antibiotic for 3 hours. The method is promising for
rapid primary high-throughput screening of antibacterial agents and dosage forms to assess their effectiveness
and mechanism of action.

Keywords: firefly luciferase, bioluminescence, aminoglycosides, gentamicin, E. coli
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Работа посвящена синтезу новых управляемых светом блокаторов потенциал-зависимых натриевых
Nav-каналов на основе азобензола и изучению их местноанестетических и антиаритмических
свойств. Действие этеркаина и двух его новых производных на нативные Nav-каналы изучено in vitro
с помощью метода пэтч-кламп на изолированных возбудимых клетках (нейронах и кардиомиоци-
тах) крыс, а также оценена их местная анестетическая активность на роговице глаза кролика in vivo.
Выполнены исследования влияния полученных соединений на проводимость волн возбуждения в
культурах кардиомиоцитов с использованием метода оптического картирования. Эффективная за-
висимая от света биологическая активность этеркаина и его производных позволяет рассматривать
полученные соединения как потенциальные инструменты для управляемой светом местной анесте-
зии, а также для неинвазивной абляции очагов аритмии в сердце в кардиологии.

Ключевые слова: фотофармакология, блокаторы Nav-каналов, азобензолы, местные анестетики,
антиаритмики. 
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Блокаторы потенциал-зависимых натриевых
(Nav) каналов широко используются в медицине
в качестве местных анестетиков и антиаритмиков
[1–5]. К препаратам данного класса относятся
лидокаин, прокаинамид, артикаин, бупивакаин и

др. Несмотря на повсеместное использование,
указанные лекарственные средства обладают ря-
дом побочных эффектов, в том числе системной
токсичностью, обусловленной неселективным
действием на различные изоформы Nav-каналов,
а также на другие молекулярные мишени [4–7].
Среди подходов к созданию более безопасных
местных анестетиков и антиаритмиков можно
выделить использование наноструктурирован-

Сокращения: ЯМР – ядерный магнитный резонанс,
ДМСО-d6 – дейтерированный диметилсульфоксид, УФ –
ультрафиолетовый.
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ных средств доставки, использование проле-
карств, а также создание агентов, биологическая
активность которых может регулироваться под
внешним воздействием, в том числе светом [8–
12]. Последний подход получил название фото-
фармакологии [10, 11, 13].

Управляемые светом блокаторы Nav-каналов
нашли свое применение в качестве инструментов
в различных фундаментальных исследованиях, в
особенности в нейробиологии. Основными воз-
можными областями применения управляемых
светом блокаторов Nav-каналов в медицине явля-
ется разработка на их основе новых управляемых
светом местных анестетиков, а также антиарит-
миков. Использование подобных анестетиков
позволяет ограничить область действия анесте-
зии и снизить количество системных побочных
эффектов [14–16]. В свою очередь, управляемые
светом антиаритмики могут использоваться для
интраоперационного определения участков, под-
лежащих модулированию с помощью процедуры
абляции. Такой подход может позволить увели-
чить эффективность лечения аритмий и миними-
зировать количество необходимых инвазивных
процедур [17–19].

К известным управляемым светом блокаторам
Nav-каналов относятся производные азобензола:
QAQ и его производные [20–22], azoTAB и фото-
каин [17, 18, 23], а также c-ТАБ на основе стильбе-
на [19]. АzoTAB в исследованиях in vitro проявлял
высокую цитотоксичность, что послужило пово-
дом для создания его более безопасного аналога
на основе стильбена – c-TAB, который, однако,
блокировал проводимость в обеих (цис- и транс-)
формах, таким образом, не обеспечивая необхо-
димого управления светом [19]. В свою очередь,
молекула QAQ неспособна проникать через мем-
браны клеток, что ограничивает возможность ее
клинического применения [14, 17, 19, 20]. Таким
образом, создание новых блокаторов Nav-кана-
лов на основе азобензола является весьма акту-
альной задачей.

Целью данной работы было получение новых
блокаторов Nav-каналов на основе азобензола и
исследование их местноанестетических и антиа-
ритмических свойств с использованием моделей
in vitro и in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Все использованные растворители были под-

готовлены и очищены по стандартным методи-
кам. Для колоночной хроматографии был ис-
пользован силикагель 40/60 (Merck, Германия).
Аналитическую тонкослойную хроматографию
проводили на алюминиевых пластинах с силика-
гелем Kieselgel 60 F245 (Merck, Германия). Спек-
тры ядерного магнитного резонанса (ЯМР) заре-

гистрированы на спектрометре DPX300 (Bruker,
США) в CDCl3, ДМСО-d6 (дейтерированном ди-
метилсульфоксиде). Для калибровки использова-
ли сигналы остаточных растворителей.

Исследования проводили с использованием
самок и самцов крыс линии Wistar возрастом 3–4
суток (для исследований с использованием кар-
диомиоцитов) и 13–19 суток (для исследований с
использованием нейронов головного мозга). В
качестве анестезиометра использовали самостоя-
тельно собранный прибор с фиксированной дли-
ной нейлоновой лески (l = 1.0 см, d = 0.125 мм),
сходный по конструкции с анестезиометром фи-
ламентного типа Cochet-Bonnet.

Химический синтез. Получение 4-(хлорацетами-
до)-азобензола (соединения 3). Триэтиламин
(0.565 г, 0.58 ммоль) добавили к раствору 4-ами-
ноазобензола (соединение 2) (1.000 г, 5.07 ммоль)
в 15 мл дихлорметана, смесь охладили до 0–5°С и
добавили хлорацетилхлорид (0.625 г, 0.58 ммоль).
Реакционную смесь перемешивали 24 ч при ком-
натной температуре и после завершения реакции
(контролировали с помощью тонкослойной хро-
матографии) экстрагировали этилацетатом
(3×30 мл) из воды (100 мл). Органические слои
объединили, промыли насыщенным раствором
NaCl и осушили Na2SO4 (безв.). Растворитель
был удален при пониженном давлении. Продукт
использовали в следующей стадии без дополни-
тельной очистки. Соединение 3 (в виде светло-
коричневых кристаллов) было получено с выхо-
дом 97%. Rf (SiO2, гексан/этилацетат = 1:1) = 0.75.
Спектр 1H-ЯМР соединения 3 (Приложение,
рис. S3) (300 МГц, CDCl3) δ, м.д.: 8.41 (s, 1H,
1×NH), 7.98–7.89 (m, 4H, 4×CH), 7.74 (m, 2H,
2×CH), 7.54–7.47 (m, 3H, 3×CH), 4.23 (s, 2H,
1×CH2). Спектр 13С-ЯМР соединения 3 (Прило-
жение, рис. S4) (75 МГц, CDCl3) δ, м.д.: 164.0,
152.8, 149.8, 139.2, 131.1, 129.2, 124.1, 122.9,
120.3, 43.0. МS (ESI−) (Приложение, рис. S5) m/z:
[M–H]–, рассчитано 272.06, найдено 272.10.

Получение 4-((N-морфолино)ацетамидо)-азо-
бензола (соединения 4а). К раствору соединения 3
(0.200 г, 1.01 ммоль) в ацетонитриле (4 мл) доба-
вили морфолин (0.097 г, 1.11 ммоль). Через 5 мин
к смеси добавили K2CO3 (0.420 г, 3.04 ммоль) и KI
(0.168 г, 1.01 ммоль). Смесь перемешивали 4 ч при
кипячении. После завершения реакции (контро-
лировали с помощью тонкослойной хроматогра-
фии) растворитель был удален при пониженном
давлении, после чего смесь экстрагировали этил-
ацетатом (3×30 мл) из воды (100 мл). Органиче-
ские слои объединили, промыли насыщенным
раствором NaCl и осушили Na2SO4 (безв.). Рас-
творитель был удален при пониженном давлении.
Продукт был очищен колоночной хроматографи-
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ей (SiO2, этилацетат). Итоговый выход соедине-
ния 4a (в виде оранжевых аморфных кристаллов)
составил 45 %. Rf (SiO2, этилацетат) = 0.55.
Спектр 1H-ЯМР соединения 4a (Приложение,
рис. S6) (300 МГц, ДМСО-d6) δ, м.д.: 10.10 (s, 1H,
–NH), 7.87–7.82 (m, 6H, 6×CH), 7.58-7.50 (m, 3H,
3×CH), 3.62 (t, 4H, 2×CH2), 3.16 (s, 2H, 1×CH2),
2.48–2.49 (m, 4H, 2×CH2). Спектр 13С-ЯМР со-
единения 4 (Приложение, рис. S7) (75 МГц,
ДМСО-d6) δ, м.д.: 168.6, 152.0, 147.6, 141.7, 131.0,
129.3, 123.5, 122.3, 119.6, 66.0, 62.0, 53.1. МС (ESI+)
(Приложение, рис. S8) m/z: [M + Н]+, рассчитано
325.17, найдено 325.10.

Получение гидрохлорида 4-((N-морфолино)аце-
тамидо)-азобензола (соединения 4). К раствору со-
единения 4a (0.050 г, 0.15 ммоль) в 6.0 мл Et2O,
охлажденному до 0°С, добавили 0.2 мл 1.25 M рас-
твора HCl/Et2O. Реакционную массу перемеши-
вали 30 мин при 0°С, после чего продукт скон-
центрировали при пониженном давлении. Со-
единение 4 (в виде светло-желтых кристаллов)
было получено с количественным выходом. МС
(ESI+) (Приложение, рис. S9) m/z: [M + Н]+, рас-
считано 325.17, найдено 325.30.

Получение 4’-гидроксиазобензол-4-карбоновой
кислоты (соединения 6). К раствору соединения 5
(5.00 г, 36.46 ммоль) в 6 мл воды добавили кон-
центрированный водный раствор HCl (36.6%,
5 мл). Полученную смесь перемешивали при 0–
5°C в течение 15 мин. Затем при 0–5°C добавили
раствор NaNO2 (2.52 г, 36.46 ммоль) в воде (6 мл)
по каплям в течение 10 мин, после чего смесь пе-
ремешивали 30 мин при охлаждении. Затем рас-
твор фенола (3.34 г, 36.46 ммоль) в NaOH (16%,
4.7 М, 15 мл) добавили к раствору соли диазония
по каплям в течение 10 мин. Реакционную смесь
перемешивали 1 ч при 0–5°C, после чего pH рас-
твора был доведен до 4.0. Выпавший осадок был
отфильтрован, высушен и очищен при помощи
перекристаллизации в этаноле. Выход соедине-
ния 6 (в виде темно-красных кристаллов) соста-
вил 48% (4.20 г). Rf (SiO2, ЭА + CH3COOH) = 0.75.
Спектр 1H-ЯМР соединения 6 (Приложение,
рис. S10) (300 МГц, ДМСО-d6) δ, м.д.: 8.08 (d, 2H,
J = 8.6 Гц, 2×CH), 7.77 (m, 4H, 4×CH), 7.00 (d, 2H,
J = 8.9 Гц, 2×CH). Спектр 13C-ЯМР соединения 6
(Приложение, рис. S11) (75 МГц, ДМСО-d6) δ,
м.д.: 169.50, 162.58, 152.68, 144.77, 140.92, 129.97,
124.80, 121.05, 116.27. MС (ESI+) m/z: [M +
2Na +H]+, рассчитано для (C13H9N2O3Na2)+

287.03, найдено 287.00.
Получение 2-(N-морфолино)-этил 4’-(2-(N-мор-

фолино)-этокси)-азобензол-4-карбоксилата (со-
единения 7). К раствору соединения 6 (700 мг,

2.89 ммоль) в N,N-диметилформамиде (15 мл) до-
бавили K2CO3 (1599 мг, 11.57 ммоль) при переме-
шивании. Полученную смесь перемешивали при
комнатной температуре в течение 20 минут. В
смесь добавили гидрохлорид N-(2-хлорэтил)-
морфолина (1075 мг, 5.78 ммоль) и KI (480 мг,
2.89 ммоль), после перемешивали при кипячении
6 часов, а затем экстрагировали (вода/этилаце-
тат). Органический слой был промыт насыщен-
ным раствором NaCl и осушен с помощью
Na2SO4 (безв.). Растворитель был удален при по-
ниженном давлении. Продукт очищали с помо-
щью колоночной хроматографии (SiO2, дихлор-
метан/метанол = 10:1), выход соединения 7 ( в ви-
де оранжевых кристаллов) составил 77% (112 мг).
Rf (SiO2, дихлорметан/метанол = 10:1) = 0.58.
Спектр 1H-ЯМР соединения 7 (Приложение,
рис. S12) (300 МГц, хлороформ-d) δ, м.д.: 8.14 (d,
2H, J = 8.8 Гц, 2×CH), 7.91 (m, 4H, 4×CH), 7.01 (d,
2H, J = 9.1 Гц, 2×CH), 4.7 (t, 2H, J = 5.9 Гц, CH2),
4.19 (t, 2H, J = 5.7 Гц, CH2), 3.72 (m, 8H, 4×CH2),
2.80 (m, 4H, 2×CH2), 2.57 (m, 8H, 4×CH2). Спектр
13С-ЯМР соединения 7 (Приложение, рис. S13)
(75 МГц, хлороформ-d) δ, м.д.: 166.03, 161.91,
155.48, 147.18, 131.36, 130.67, 125.27, 122.47, 115.00,
67.06, 67.00, 66.36, 62.64, 57.59, 57.21, 54.21, 53.97.
MС (ESI+) (Приложение, рис. S14) m/z: [M + H]+,
рассчитано для (C25H33N4O5)+ 469.24, найдено
469.40. 

Получение 4’-(2-(N-морфолино)-этокси)-азо-
бензол-4-карбоновой кислоты (соединения 8). К
раствору соединения 7 (500 мг, 1.1 ммоль) в смеси
растворителей диметилсульфоксид/вода = 6:1
(10 мл) был добавлен KOH (0.500 г, 8.9 ммоль).
Реакционную смесь перемешивали 4 ч при 90–
100°C, после чего экстрагировали (вода/этилаце-
тат с добавлением соляной кислоты). Органиче-
ский слой был осушен с помощью Na2SO4 (безв.).
Растворитель был удален при пониженном давле-
нии. Выход соединения 8 ( в виде оранжевых кри-
сталлов) составил 62% (234 мг). Rf (SiO2, дихлор-
метан/метанол = 7:1) = 0.70. Спектр 1H-ЯМР со-
единения 8 (Приложение, рис. S15) (300 МГц,
ДМСО-d6) δ, м.д.: 8.11 (d, 2H, J = 8.9 Гц, 2×CH),
7.90 (m, 4H, 4×CH), 7.15 (d, 2H, J = 9.1 Гц, 2×CH),
4.21 (t, 2H, J = 5.7 Гц, CH2), 3.58 (m, 4H, 2×CH2),
2.73 (t, 2H, J = 5.7 Гц, CH2), 2.49 (m, 4H, 2×CH2).
Спектр 13С-ЯМР соединения 8 (Приложение,
рис. S16) (75 МГц, ДМСО-d6) δ, м.д.: 166.75,
161.80, 154.41, 146.20, 132.31, 130.52, 124.93, 122.16,
115.23, 66.13, 65.89, 56.83, 53.55. MС (ESI+) (При-
ложение, рис. S17) m/z: [M + H]+, рассчитано для
(C19H22N3O4)+ 356.16, найдено 356.30. 
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Биологические исследования. Выделение пира-
мидных нейронов гиппокампа крыс и проведение ис-
следований методом пэтч-кламп на нейронах. По-
сле анестезии севофлуораном животных декапи-
тировали. Мозг извлекали и помещали в
холодный раствор (2–4°С) следующего состава (в
мM): NaCl – 124, KCl – 5, CaCl2 – 1.3, MgCl2 – 2,
NaHCO3 – 26, NaH2PO4 – 1.24, D-глюкоза – 10,
pH 7.4, при аэрации карбогеном (95% O2 + 5%
CO2). С помощью вибратома приготавливали по-
перечные срезы гиппокампа. 

Пирамидные нейроны зоны CA1 изолировали
методом вибродиссоциации. Токи, опосредован-
ные активацией Nav-каналов, регистрировали с
помощью пэтч-кламп-усилителя EPC-10 (HEKA
Elektronik, Германия). Мембранные потенциалы
клетки фиксировали на уровне –100 мВ. Для ак-
тивации каналов использовали короткую (30 мс)
деполяризирующую ступеньку до уровня –20мВ.
Периодичность стимуляции 10 с.

Состав внеклеточного раствора (в мM): NaCl –
143, KCl – 5, CaCl2 – 2.5, D-глюкоза – 10, ТЕA-
Cl – 10, 4-AP – 4, CdCl2 – 0.1, HEPES – 10, pH 7.4
(с помощью HCl), t = 22–24°C. Пэтч-пипетки из-
готавливали из боросиликатного стекла (WPI).
Состав раствора для заполнения пипеток (в мM):
CsF – 100, CsCl – 40, NaCl – 5, CaCl2 – 0.5,
ЭГТА – 5, HEPES – 10, pH 7.2 (с помощью
CsOH), t = 22–24°C. Вещества добавляли во вне-
клеточный раствор и подавали локально на клет-
ку с помощью системы быстрой перфузии RSC-
200 (BioLogic, Франция). В качестве источника
монохроматического света использовали свето-
диоды (Mightex, Канада), которые с помощью
световода подключали к инвертированному мик-
роскопу Ti-2 (Nikon, Япония). Свет фокусирова-
ли в области тела нейрона с помощью объектива
40×. Эффекты веществ оценивали по соотноше-
нию Idrug/Icontrol, где Icontrol и Idrug – токи в кон-
троле и в присутствии вещества соответственно.
Данные представлены как среднее ± стандартное
отклонение и получены как минимум из 5 экспе-
риментов. Данные анализировали с помощью
программы Origin 9.1 (OriginLab Corp, США).

Выделение клеточной культуры кардиомиоци-
тов. Был использован протокол двухдневной
изоляции, базирующийся на существующем про-
токоле Worthington-Biochem. В первый день серд-
ца извлекали из крысят (Rattus norvegicus, порода
Wistar) в возрасте 2–4 суток и немедленно поме-
щали в сбалансированный раствор Хэнкса, не со-
держащий ионов Ca2+ и Mg2+ (Cat. N 14180046,
Gibco, США), на льду. Выделяли только ткань
желудочков, отсекали около 50–60% исходной
массы сердца, которая включала синоатриальный
узел, предсердия и атриовентрикулярный узел.
Выделенные желудочки измельчали на мелкие

кусочки и оставляли на 16 ч при температуре 4°С
в растворе трипсина. На второй день клетки по-
мещали в раствор коллагеназы (2/25 мкг/мл, Cat.
N 17101015, Gibco, США) и перемешивали в тече-
ние часа при 37°С. Суспензию клеток помещали в
матрас Т75 на 1 ч для предварительного посева и
отделения фибробластов от культуры кардиомио-
цитов. Затем клетки подсчитывали с помощью
трипанового синего (Cat. N 15250061, Gibco,
США) и концентрацию клеток доводили до
106 кл./мл. Выделенные клетки из суспензии (со-
держащей ~70–80% кардиомиоцитов) высевали
на покровные стекла, покрытые фибронектином
(0.16 мг/мл, Cat. N 33016015, Gibco, США) в кон-
центрации около 2.5·105 кл./см2 в случае выращи-
вания монослоя клеток и в концентрации около
5·104 кл./см2 в случае одиночных изолированных
кардиомиоцитов для работы по методу «пэтч-
кламп». Образцы культивировали в культураль-
ной среде DMEM с 10% фетальной бычьей сыво-
ротки в течение первых 24 ч, затем среду меняли
на DMEM с 5% фетальной бычьей сыворотки.
После 3–5 суток культивирования монослои ис-
следовали с помощью метода оптического карти-
рования.

Проведение исследований методом «пэтч-
кламп» на кардиомиоцитах. Токи потенциалза-
висимых ионных каналов изолированных кар-
диомиоцитов регистрировали электрофизио-
логическим методом «пэтч-кламп» в конфигура-
ции «перфорированная целая клетка». Амфо-
терицин Б (Sigma Aldrich, США) использовали в
качестве перфорирующего агента в концентра-
ции 0.24 мг/мл.

Образцы с одиночными изолированными
клетками помещали в камеру с внеклеточным
раствором. Внеклеточный раствор для записи то-
ков быстрых натриевых каналов INa содержал
20 мМ NaCl, 1.8 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, 120 мМ
CsCl, 0.002 мМ низолдипина, 10 мМ глюкозы,
10 мМ HEPES, рН 7.4 (CsOH). Пипетку заполня-
ли внутриклеточным раствором, содержащим
135 мМ CsCl, 10 мМ NaCl, 2 мМ CaCl2, 5 мМ
ЭГТА, 10 мМ HEPES, 5 мМ MgATP, рН 7.2
(CsОН). 

Для экспериментов на одиночных клетках ис-
пользовали установку «пэтч-кламп», которая со-
стояла из следующих основных компонентов:
цифровой преобразователь Digidata 1440A (Axon
Instruments, Inc., США), усилитель Axopatch 200B
(Axon Instruments, Inc., США), микроманипуля-
тор MP-285 (Sutter Instrument, США), инвертиро-
ванный микроскоп IX71 (Olympus, Япония), шу-
моподавитель HumBug (A-M-Systems, США), ан-
тивибрационная платформа AVTT75 (DeltaPix,
Дания). Температуру внеклеточного раствора
поддерживали в камере с помощью автоматиче-
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ского регулятора температуры TC-324C (Warner
Instruments, США). Для изготовления пипеток
был использован пуллер микропипеток P-97 (Sut-
ter Instrument, США), заготовки из боросиликат-
ного стекла BF150-86-10 (Sutter Instrument,
США), микрокузница Narishige MF-900 (Tritech
Research, Inc., США)). Из боросиликатных заго-
товок вытягивали пипетки на пуллере с сопро-
тивлением в среднем 3 МОм. Пипетку заполняли
внутриклеточным раствором с амфотерицином Б
(Sigma Aldrich, США) в качестве перфорирующе-
го агента в концентрации 0.24 мг/мл. С помощью
настроек усилителя емкостные компоненты были
скомпенсированы. Окончание перфорации мем-
браны определяли по изменению емкостных то-
ков, приблизительное время перфорации амфо-
терицином Б составило около 5 мин. 

Протокол стимуляции Ramp для записи токов
потенциалзависимых быстрых натриевых кана-
лов INav имел вид линейного увеличения потен-
циала от –120 до +50 мВ длительностью 200 мс.
Сначала INav с помощью данного протокола реги-
стрировался в контроле. Затем медленно (для
предотвращения разрыва контакта между пипет-
кой и клеткой) заменяли внеклеточный раствор в
камере на внеклеточный раствор с исследуемым
производным азобензола в транс-форме, приго-
товленный заранее. Затем после инкубации клет-
ки в растворе с веществом в течение как минимум
трех минут снова записывали INav. Таким обра-
зом, были записаны токи INa в контроле и под
действием транс-формы определенного произ-
водного азобензола на одной и той же клетке. Все
эксперименты по регистрации токов под дей-
ствием производных азобензолов (включая ста-
дии добавления раствора с исследуемым веще-
ством, инкубацией клетки и записи тока после
воздействия вещества) проводили в темноте, что-
бы избежать изменения конфигурации исследуе-
мого вещества. 

Емкость мембраны, измеренная с помощью
программного обеспечения pCLAMP10.2, варьи-
ровала от 20 до 35 пФ. Все эксперименты прово-
дили при комнатной температуре (22–24°C).
Анализ и обработку данных проводили с исполь-
зованием программ Clampfit 10.2 (Molecular De-
vices, США) и OriginPro 8.1 (OriginLab Corp.,
США). 

Оптическое картирование на кардиомиоцитах.
Для мониторинга активности и регистрации кар-
тины возбуждения 3–5-суточные монослои нео-
натальных кардиомиоцитов крысы загружали
Са2+-чувствительным индикатором Fluo-4-AM
(Cat. No F14201, Molecular Probes, США) на 30−
45 мин. После окрашивания среду заменяли рас-
твором Тироде (Cat. No T2145-10L, Sigma-Aldrich
Co., США), подогретого до температуры 37°C,

pH 7.4. Перед ультрафиолетовой (УФ) фотосен-
сибилизацией монослоев в среду добавляли соот-
ветствующие исследуемые вещества. Оптическое
картирование культуры неонатальных крысиных
желудочковых кардиомиоцитов проводили после
визуального контроля на световом микроскопе
для обнаружения сформировавшегося конфлю-
энтного монослоя клеток со спонтанной сокра-
тительной активностью. Образец помещали на
нагревательную пластину Thermoplate для под-
держания физиологической температуры (37°C) в
течение всего эксперимента. Для стандартизации
условий эксперимента культуре подавали стиму-
ляцию генератором импульсов посредством пла-
тинового электрода. Параметры импульса: дли-
тельность – 20 мс, амплитуда – 8 В, период между
импульсами – 800 мс (1.25 Гц). Были проведены
исследования для различной длительности пери-
одов между импульсами – 400, 800 и 1000 мс. Для
итоговых результатов использовали период в
800 мс.

Для контроля картины проведения волн воз-
буждения под воздействием фотосенсибилизато-
ров установка по оптическому картированию бы-
ла дополнена ультрафиолетовым-светодиодом
(~365 нм, модель LC-L1V3, Хамамацу, Япония).
Свет в экспериментальную камеру подавали с по-
мощью светодиодной головки (L11921, Хамамацу,
Япония). Плотность мощности УФ-излучения
составляла ~170 мВт/см2 и измерялась с помо-
щью измерителя мощности лазера Nova II P/N
7Z01550 (Ophir Spiricon Europe GmgH, Германия)
на конце светодиодного головного устройства.
Вся схема установки для экспериментов пред-
ставлена в Приложении (рис. S1).

Ход эксперимента по регистрации волн воз-
буждения под воздействием фотосенсибилизиру-
ющих веществ:

1. Регистрация скорости проведения волны
возбуждения при спонтанной активности культу-
ры.

2. Регистрация скорости проведения волны
возбуждения при стимуляции с помощью элек-
тродов с соответствующими характеристиками
импульса.

3. Добавление 1 мкл исследуемого соединения
в концентрации 50 мкM в чашку Петри с образ-
цом.

4. Фиксация электрофизиологической актив-
ности спустя 5, 10, 30, 60, 90 и 120 мин с момента
добавления вещества до полной блокировки про-
ведения волны возбуждения по образцу. Таким
образом, удается исследовать уменьшение скоро-
сти проводимости культуры (степени блокировки
проведения волны возбуждения в образце). В не-
которых случаях добавляли дополнительное ко-
личество вещества около 1 мкл (до 100 мкM) ис-
следуемого соединения, если в течение 30–
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40 мин не произошла полная блокировка об-
разца. 

5. Облучение ультрафиолетовым светом
(365 нм) в течение от 10 до 40 с в зависимости от
вещества (подбор времени засветки осуществля-
ли индивидуально для каждого соединения на
пробных образцах) после полной блокировки ак-
тивности и стимуляция культуры электродами.

6. Исследование восстановления скорости
проведения волны возбуждения на культуре кар-
диомиоцитов под действием цис-формы вещества
после засветки УФ в течение 160 мин с момента
засветки при периодическом насыщении раство-
ра СO2. Регистрацию скорости проведения осу-
ществляли как для случая спонтанной активно-
сти, так и при стимуляции с помощью электро-
дов.

7. Замена раствора Тироде (отмывка) после
проведения исследований, регистрация спонтан-
ной активности образца и активности со стиму-
ляцией электродами. Отмывки повторяли 3 раза с
интервалом около 15 мин для исследования вос-
становления скорости проводимости культуры
после воздействия исследуемого соединения.

8. Очистка образца и фиксация с помощью
4%-го раствора параформальдегида для дальней-
ших исследований влияния вещества на структу-
ру клеток.

Регистрация скорости происходила при следу-
ющих параметрах: разрешение 512 × 512 пиксе-
лей, 130 кадров в секунду.

Первичные данные после эксперимента по оп-
тическому картированию представляли собой по-
следовательность черно-белых изображений,
снятых с заданной частотой и с заданным разре-
шением и образующих видеофрагмент. Далее
происходила их обработка с помощью програм-
мы ImageJ и ее плагинов (http://rsbweb.nih.
gov/ij/). При обработке удалялся шум и фоновая
засветка, настраивалась контрастность. В про-
грамме Wolfram Mathematica 8 результаты пред-
ставлялись в виде активационных карт. По видео-
ряду с помощью пространственно-временной
развертки можно определить скорость проведе-
ния фронта волны по ткани (Приложение,
рис. S2). Для этого на всех последовательных
изображениях выбирали фиксированное направ-
ление и строили зависимость значения яркости
для пикселя, принадлежащего этой линии, от но-
мера изображения. С помощью пространствен-
но-временной развертки строили карту, на кото-
рой по вертикали откладывали интенсивность
пикселей на выбранной прямой, а со сдвигом по
горизонтальной оси показывался тот же участок в
следующие моменты времени, как количество
кадров. Яркая полоса возбуждения отображает
фронт волны во времени. Скорость волны счита-
ли следующим образом: строили касательную к
полоске, которая иллюстрирует фронт волны, и

потом вычисляли тангенс получившегося угла
наклона α как отношение размера и времени в
единицах пикселей. 

Некоторые кадры из видеоряда, как проход од-
ной волны возбуждения по образцу, могут быть
выбраны и суммированы на одном изображении
в виде активационной карты: цветом обозначен
фронт волны в конкретный момент времени. Вся
тепловая шкала в данном случае будет обозначать
количество кадров, прошедшее с момента иници-
ации волны (обычно: от синего к красному).
Шкала в секундах или в кадрах приводится сов-
местно с изображением. 

Исследование местноанестетической активно-
сти на роговице глаза кролика по методу Ренье. В
исследовании использовали ненаркотизирован-
ных половозрелых кроликов-самцов породы Со-
ветская шиншилла массой 2–3 кг («КролИнфо»,
Орехово-Зуево, Московская обл., Россия). Жи-
вотных содержали в стандартных условиях (влаж-
ность 50–60%, температура 19–22°С). В помеще-
ниях для содержания животных поддерживали
12-часовой цикл освещения, каждое животное
содержалось в отдельной клетке). Животным был
предоставлен ad libitum доступ к стандартному
экструдированному комбикорму для кроликов
«ЧАРА» (ЗАО «Ассортимент Агро», Тураково,
Московская обл., Россия) и чистой питьевой во-
де, очистку которой проводили с использованием
блочно-модульной системы «7 ТЕХНОКОМ»
(ООО «7 ТЕХ», Москва, Россия). В качестве отри-
цательного контроля был выбран 4%-ный вод-
ный раствор Kolliphor® ELP, положительным
контролем служил 2%-ный раствор лидокаина
(Лидокаин, раствор для инъекций 2%, Борисов-
ский завод медицинских препаратов, Беларусь).
Для экспериментальных групп и для групп поло-
жительного контроля использовали по 4 живот-
ных (n = 8). Для групп отрицательного контроля
использовали по 2 животных (n = 4) ввиду пред-
полагаемого отсутствия эффекта и минимизации
количества животных в эксперименте. Животных
распределяли по группам случайным образом.
Перед экспериментом животных фиксировали,
оставляя голову свободной. Перед каждым экспе-
риментом у животных выстригали ресницы и
определяли базовый порог чувствительности ро-
говицы глаза к тактильному воздействию с помо-
щью анестезиометра.

Эксперименты с животными проводили в по-
мещении с полностью затемненными окнами, в
качестве освещения использовался источник све-
та мощностью 50 Вт с длиной волны 625 нм, лежа-
щей вне полос поглощения UV/Vis-спектра ис-
следуемого соединения, находящийся на макси-
мальном удалении от животного. В части
экспериментов дополнительно использовали об-
лучение светом с длиной волны 365 нм и выход-
ной мощностью 200 мВт. Перед началом экспе-
риментов со световым воздействием раствор ис-
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следуемых соединений предварительно в течение
5 мин облучали светом с длиной волны 365 нм. 

Определение чувствительности роговицы глаза
кролика с использованием метода поверхностной
анестезии (метод Ренье). Исследуемый раствор в
объеме 0.2 мл инстиллировали в каждый конъюк-
тивальный мешок. После этого определяли порог
чувствительности роговицы глаза к тактильному
воздействию. Первое определение проводили на
8-й минуте опыта и далее на 10, 12, 15, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55 и 60-й минутах (всего 13 значений).
Каждый раз отмечали минимальное число при-
косновений одинаковой силы и ритма, вызываю-
щее смыкание век (но не более 100). Индекс Ре-
нье рассчитывали как сумму 13 значений в тече-
ние 60 мин по формуле: 

где n – количество прикосновений до смыкания
век.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее нами был получен управляемый светом
местный анестетик этеркаина гидрохлорид (со-
единение 1, схема 1), показавший высокую эф-
фективность и полную обратимость биологиче-
ского эффекта на модели поверхностной анесте-
зии на роговице глаза кролика [13, 14].

Схема 1. Фотоизомеризация гидрохлорида этеркаина (соединение 1)

Этеркаин (соединение 1) имеет в своей струк-
туре линкер с атомом эфирного кислорода, одна-
ко большинство используемых в клинической
практике местных анестетиков обладает амид-

ным линкером. С целью установления влияния
природы линкера на биологическую активность
нами был получен амидный аналог этеркаина
(соединение 4, схема 2). 

Схема 2. Получение гидрохлорида 4-((N-морфолино)ацетамидо)-азобензола (соединение 4). Реагенты и 
условия: i) хлорацетилхлорид, триэтиламин, дихлорметан, 0−5°C, затем комн. темп.; ii) морфолин, K2CO3, 

KI, N,N-диметилформамид, кипячение; iii) 2M HCl/Et2O, Et2O, 0−5°C, 30 мин

=
=

13

1

Индекс Ренье ,  i
i

n
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Одним из недостатков этеркаина является его
ограниченная растворимость в воде, что приво-
дит к необходимости использования дополни-

тельных солюбилизаторов. С целью увеличения
водорастворимости было получено 4'-карбокси-
производное этеркаина (соединение 8, схема 3). 

Схема 3. Получение 4'-карбокси-производного этеркаина (соединение 8). Реагенты и условия: 
i) HCl, NaNO2, H2O, 0-5 °C, 30 мин; ii) фенол, NaOH, H2O, 0−5°C, 1 ч; iii) KI, K2CO3, диметилформамид, 

кипячение, 6 ч; iv) KOH, диметилсульфоксид:H2O = 6:1, 90-100°C, 4 ч

При алкилировании 4-гидрокси-4’-карбокси-
азобензола (соединение 6) наблюдалось образо-
вание смеси продуктов замещения по фенольно-
му и карбоксильному кислороду, а также образо-
вание ди-замещенного производного 7. Поэтому
селективное получение соединения 8 было реа-
лизовано за счет использования избытка алкили-
рующего агента с последующим гидролизом
сложноэфирной связи. Структуры всех промежу-
точных и конечных соединений были подтвер-

ждены методами 1Н- и 13С-ЯМР-спектроскопии,
а также хромато-масс-спектрометрии.

Спектры поглощения соединений 1, 4, 8 с пре-
обладанием транс- (в темноте) и цис-форм (при
облучении 365 нм) приведены на рисунках 1а и 1б
соответственно.

Исследование местноанестетических свойств
производных этеркаина in vivo. Местноанестетиче-
ский эффект полученных соединений был оце-
нен на модели роговицы глаза кролика по методу

Рис. 1. UV/Vis спектры поглощения соединений 1, 4 и 8 в диметилсульфоксиде: (а) – с преобладанием транс-формы
(в темноте), (б) – с преобладанием цис-формы (при облучении светом 365 нм).
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Ренье (рис. 2). Количественной оценкой является
индекс Ренье, где максимальное значение (1300)
свидетельствует о полной анестезии в течение
60 мин, а минимальное (13) – об отсутствии ане-
стезии. Отрицательным контролем служит
4%-ный мицеллярный раствор Kolliphor® ELP,
положительным – 2%-ный раствор лидокаина,
активность которого не зависит от облучения.
Этеркаин (соединение 1) и его производное 4 по-
казывают высокие значения индекса Ренье в тем-
ноте (644 ± 30 (n = 8) и 512 ± 56 (n = 8) соответ-
ственно), резко снижающиеся при облучении
УФ-светом (32 ± 16 (n = 8) и 33 ± 6 (n = 8) соответ-
ственно), в то время как для лидокаина отсутство-
вали различия в его значениях при облучении и
без него (451 ± 40 (n = 8) и 469 ± 37 (n = 8) соответ-
ственно). Для соединения 8 не удалось добиться
воспроизводимости значений индекса Ренье.

Производные 1 и 4 обладают значительным
местноанестетическим эффектом, зависимым от
облучения. Этеркаин с простым эфирным линке-

ром (1) обладает более выраженным местноане-
стетическим эффектом в E-форме, по сравнению
с его амидным аналогом (соединение 4) (p > 0.05,
непарный t-тест). Различия в местноанестетиче-
ском эффекте соединений 1 и 4 в Z-форме явля-
ются статистически не значимыми (p > 0.05, не-
парный t-тест). Соединение 8 проявляло волно-
образный эффект и практически не обладало
местноанестетическими свойствами ни в E-, ни в
Z-форме.

С целью уточнения механизма действия со-
единений 1 и 4 были проведены электрофизиоло-
гические исследования in vitro на изолированных
нейронах мозга крысы («пэтч-кламп»-регистра-
ция трансмембранных токов в режиме фиксации
потенциала, конфигурация «целая клетка»).
На рис. 3 приведены примеры токов через Nav-
каналы в пирамидных клетках гиппокампа, вы-
званные короткой ступенькой деполяризации
(от –100 мВ до +20 мВ). При экстраклеточной по-
даче веществ 1 и 4 амплитуда ответов уменьша-
лась, в концентрации 100 мкM оба вещества вы-

Рис. 2. Результаты исследования местноанестетической активности производных этеркаина по методу Ренье.

Рис. 3. Действие соединений 1 (а) и 4 (б) в концентрации 100 мкM на нейрональные Nav пирамидных клеток
гиппокампа (регистрация методом «пэтч-кламп» трансмембранных токов в режиме «целая клетка») в транс- (в
темноте) и цис- (при УФ-облучении) формах. Потенциал фиксации –100 мВ.
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зывали глубокое сопоставимое угнетение токов
(Idrug/Icontrol = 0.17 ± 0.07 (n = 6) и Idrug/Icontrol =
= 0.20 ± 0.04 (n = 5) соответственно, p > 0.05, не-
парный t-тест). При облучении монохроматиче-
ским светом ответ восстанавливался до контроль-
ного уровня. Действие соединений было концен-
трационно-зависимым, величины ИК50 в условиях
без освещения составляли 38.75 ± 1.16 мкM и
36.19 ± 1.15 мкM для соединений 1 и 4 соответ-
ственно. В концентрациях выше 100 мкM при об-
лучении препарата нарушалась стабильность
пэтч-кламп регистрации. По этой причине вели-
чины ИК50 при облучении светом определены не
были. 

Таким образом, соединения 1 и 4 являются ан-
тагонистами нейрональных Nav-каналов в усло-
виях без освещения в микромолярных концен-
трациях. Кроме того, соединения практически
полностью теряют активность при облучении
УФ-светом, что свидетельствует о фотопереклю-
чаемом действии на ионные каналы.

Исследование антиаритмических свойств произ-
водных этеркаина. Следующим этапом работы
было исследование антиаритмических свойств
соединений 1, 4 и 8. Для этого были проведены
пилотные серии экспериментов in vitro на крыси-
ных кардиомиоцитах с использованием метода
«пэтч-кламп» в конфигурации «целая клетка»
(рис. 4).

Для исследования токов INa под действием со-
единений 1, 4 и 8 применялся протокол стимуля-
ции Ramp, который представляет собой линейное
увеличение потенциала от –120 до +50 мВ дли-
тельностью 200 мс. Сначала регистрировали кон-
трольный INav с помощью указанного протокола,
а затем инкубировали клетку в растворе с веще-
ством в течение 3 мин, после чего снова записы-
вали INav.

Было изучено действие соединения 1 на работу
быстрых натриевых каналов в концентрации
10 мкM, при этом отсутствовало значительное
влияние этеркаина на амплитуду INav (рис. 4а). В
связи с этим в дальнейших экспериментах иссле-
дуемые соединения использовали в концентра-
ции 50 мкM.

После добавления соединения 1 в данной кон-
центрации амплитуда натриевого тока INa умень-
шилась на 70% (рис. 4б). В случае действия транс-
формы соединения 4 ток INa уменьшился на 50%
(рис. 4в). После добавления транс-формы соеди-
нения 8 (рис. 4г) наблюдалось уменьшение ам-
плитуды INa спустя 3 мин после добавления веще-
ства, однако вскоре амплитуда восстановилась
практически до контрольного значения.

Таким образом, были записаны токи INa в кон-
троле и под действием транс-формы производ-
ных 1, 4 и 8. Соединения 1 и 4 в концентрации
50 мкM значительно уменьшали амплитуду тока

Рис. 4. Быстрый натриевый ток INaV в неонатальных кардиомиоцитах желудочков крыс в контроле (черная кривая) и
под действием исследуемых веществ: (а) – соединение 1 (10 мкM, через 5 мин), (б) – соединение 1 (50 мкM, через
5 мин), (в) – соединение 4 (50 мкM, через 5 мин), (г) – соединение 8 (50 мкM, через 3 и 5 мин).
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INa, в то время как воздействие соединения 8 на
клетку оказалось нестабильным.

Изучение волн возбуждения в культуре ткани
при воздействии производных этеркаина. Для изу-
чения управляемых светом антиаритмических
свойств соединений 1, 4 и 8 были проведены ис-
следования методом оптического картирования
на монослое желудочковых кардиомиоцитов
крысы до и после воздействия ультрафиолетового
излучения (365 нм).

Было изучено влияние соединения 1 на образ-
цы проведение волны возбуждения в монослоях
крысиных кардиомиоцитов. После добавления
соединения 1 в концентрации 50 мкM без облуче-
ния блокировка волны наступала через 20–
40 мин после добавления вещества в зависимости
от образца (n = 6, рис. 5б). Через 5 мин после до-
стижения блокировки волны образец облучали
УФ-светом, после чего измеряли скорость волны
в культуре. В ходе оптимизации режима облуче-
ния было установлено, что для частичного вос-
становления проводимости необходимо облуче-
ние образца УФ-светом длительностью не менее
30 с. С момента облучения УФ начало восстанов-
ления скорости проведения в образце наблюда-
лось не менее чем через 20 ± 3 мин. На рис. 5
представлены примеры активационных карт вол-
нового фронта, демонстрирующие прохождение
волны возбуждения по образцу со временем
(рис. 5а,б). На активационной карте продемон-
стрировано, что в контрольном образце волна
проходит значительно быстрее, чем в исследуе-
мом образце после облучения УФ-светом. 

Контрольное значение скорости волны, изме-
ренное до добавления азобензольного производ-
ного, составляло 26.5 ± 0.94 мм/с (рис. 5в). В при-
мере показаны значения скоростей через 60, 90 и
120 мин после добавления соединения 1. Скоро-
сти после УФ-облучения находились в диапазоне
от 9 до 15 мм/с, в среднем скорость восстанавли-
валась на 48% (12.8 ± 2.3 мм/с). Во всех образцах
после добавления соединения 1 наблюдалось по-
степенное снижение темпов восстановления ско-
рости проведения волны возбуждения спустя час
после облучения.

Таким образом, соединение 1 не проявляло
аритмогенных свойств на протяжении всего экс-
перимента. После блокировки проводимости об-
лучение образца УФ-светом позволяло вернуть
скорость проведения волны возбуждения по об-
разцу до 48% от контрольного значения, что сви-
детельствует об ухудшении проведения электро-
механической волны кардиомиоцитами под дей-
ствием данного азобензольного производного в
течение времени эксперимента.

Далее были проведены аналогичные исследо-
вания с соединением 4 на 6 образцах. Время УФ-
облучения в случае соединения 4 составило 10 с
(подобрано в ходе оптимизации). Полная блоки-
ровка волны в кардиомиоцитах во всех образцах
наблюдалась через 5–7 мин после добавления со-
единения 4. После перевода соединения 4 в цис-
форму путем облучения образца УФ-светом вос-
становление скорости волны проходило медлен-
нее, чем для соединения 1, и составляло около
30 мин. Измеренная скорость проведения волны
после воздействия УФ составила не менее 30% от

Рис. 5. Скорости проведения волны культурой кардиомиоцитов при добавлении соединения 1 с последующим УФ-
облучением. (а) – Активационная карта образца до добавления азобензола (контроль). Тепловая временная карта от 0
до 153 мс. (б) – Активационная карта образца после воздействия УФ с соединением 1 (контроль). Тепловая временная
карта от 0 до 230 мс. (в) – График зависимости скорости проведения волны возбуждения от времени после
воздействия УФ на культуру ткани с добавлением соединения 1, скорость проведения в мм/с, время – в мин.
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контрольного значения. Максимальное восста-
новление скорости проведения в измерениях со-
ставляло порядка 85% от контрольных значений
скорости, что является лучшим результатом сре-
ди трех рассмотренных азобензольных производ-
ных. Примеры активационных карт и графика
восстановления скорости приведены на рис. 6.

Активационные карты (рис. 6а,б) демонстри-
руют незначительное снижение скорости при
восстановлении скорости под действием соеди-
нения 4 в цис-конформации (после УФ-облуче-
ния). Для примера тенденции восстановления
был взят образец с контрольной скоростью 97 ±
20 мм/с (рис. 6в). Для него проводили регистра-
цию скорости проведения волны возбуждения
через 20, 30 и 60 мин. Финальное значение вос-
становления скорости для данного образца со-
ставляло 76 ± 14 мм/с.

Соединение 4 не проявляло аритмогенных
свойств на протяжении всего эксперимента, что
было продемонстрировано на активационных
картах. Добавление соединения 4 к культуре кар-
диомиоцитов приводило к относительно быстрой
(5–7 мин) обратимой блокировке проведения
волны, при этом скорость постепенно восстанав-
ливается после УФ-облучения и через час состав-
ляет около 78% от контрольного значения.

Эксперименты по исследованию скорости
проведения волны с соединением 8 были прове-
дены для 4 образцов. После добавления соедине-
ния 8 в концентрации 50 мкМ блокировка волны
не наблюдалась в течение 30 мин, после чего кон-
центрация вещества была увеличена в два раза.
Для частичного восстановления возбуждения в
случае соединения 8 потребовалось 30–40 с облу-

чения УФ-светом, что превышало показатели для
остальных веществ. После УФ-облучения во всех
образцах наблюдались реентри, выявлялись не-
однородности в культуре кардиомиоцитов, на ко-
торых возникали устойчивые спиральные волны
(рис. 7б). При этом в контроле у этих образцов
фронт волны неразрывен (рис. 7а). Примеры ак-
тивационных карт и возникновения реентри на
образцах с добавлением соединения 8 представ-
лены на рис. 7. 

В части образцов через 30 мин после блоки-
ровки волны возбуждения и последующего облу-
чения УФ-светом не происходило восстановле-
ния проведения волны возбуждения. 

Таким образом, соединение 8 показало силь-
ные аритмогенные свойства, по-видимому, за
счет действия на межклеточные связи.

Сравнение соединений 1, 4 и 8 на основе азо-
бензола показало, что соединение 4 характеризу-
ется большей скоростью проведения волны воз-
буждения после УФ-облучения по сравнению с
соединением 1 (85 и 48% от контрольных значений
соответственно), а соединение 8 проявляет аритмо-
генные свойства и с течением времени блокирует
проведение волны в цис- и транс-формах.

ВЫВОДЫ
В рамках данной работы впервые были получены

два новых производных местного анестетика этер-
каина и исследованы их местноанестетическая и ан-
тиаритмическая активности. Методом «пэтч-
кламп» на нативных крысиных кардиомиоцитах и
нейронах головного мозга впервые показано, что
этеркаин и его производные являются блокаторами

Рис. 6. Скорости проведения волны культурой кардиомиоцитов при добавлении соединения 4 с последующим УФ-
облучением. (а) – Активационная карта образца до добавления азобензола (контроль). Тепловая временная карта от 0
до 84 мс. (б) – Активационная карта образца после воздействия УФ с добавлением соединения 4 (контроль). (в) –
График зависимости скорости проведения волны возбуждения от времени после воздействия УФ на культуру ткани с
добавлением соединения 4.
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потенциал-зависимых натриевых каналов. Амид-
ный аналог этеркаина обладает местноанестетиче-
ским эффектом in vivo на модели поверхностной
анестезии, сравнимым с действием исходного этер-
каина, что согласуется с результатами исследования
данных соединений in vitro на нейронах крыс. Мо-
дификация этеркаина путем введения в структуру
последнего карбоксильной группы в 4’-положение
азобензола привела к практически полной потере
местноанестетической активности in vivo, а также к
появлению артимогенных свойств на культурах кар-
диомиоцитов.

Как этеркаин, так и его амидное производное
способны обратимо блокировать проводимость
волны возбуждения в культурах крысиных кар-
диомиоцитов, однако для амидного производно-
го характерно более быстрое блокирование и бо-
лее полное восстановление скорости волны воз-
буждения.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Химический синтез был выполнен при под-
держке Министерства науки и высшего образова-
ния Российской Федерации (ГЗ № 075-00701-24-
07 от 03.04.2024; FSFZ-2024-0013). Биологиче-
ские исследования с использованием нейронов
выполнены при поддержке гос. задания ИЭФБ
РАН (ГЗ № 075-00264-24-00). Физико-химиче-
ские исследования полученных соединений были
выполнены с использованием оборудования
ЦКП РТУ МИРЭА при поддержке Минобрнауки
России в рамках Соглашения № 075-15-2021-689
от 01.09.2021 г.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Эксперименты на животных с использованием
нейронов головного мозга проводили в соответ-
ствии с нормами биоэтики по протоколам, утвер-
жденным комиссией по биоэтике ИЭФБ РАН
(Протокол #1-19/2023). Проведенные эксперимен-
ты с использованием кардиомиоцитов соответству-
ют «Руководству по уходу и использованию лабора-
торных животных» (№ 85-23, редакция 1996 года) и
одобрены Комитетом по наблюдению за животны-
ми и исследованиям МФТИ (протокол № A2-2012-
09-02). Все манипуляции с животными, связанные
с исследованием местноанестетической активности
на кроликах, одобрены Биоэтическим комитетом
МНИОИ им. П.А.Герцена (протокол № 32 от
22.12.2022) и выполнены в соответствие с нацио-
нальными и международными правилами гуманно-
го обращения с животными (European Convention
for the Protection of Vertebrate Animals Used for Exper-
imental and Other Scientific Purposes, Council of Eu-
rope (ETS 123), Eighth Edition of the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NRC 2011)) [24].

ПРИЛОЖЕНИЕ

Рис. 7. Активационные карты проведения фронта
волны в образце крысиных кардиомиоцитов: (а) – до
добавления соединения 8, (б) – после добавления ве-
щества соединения 8. Черными стрелками показано
направление движения фронта волны во времени. 

Рис. S1. Схема установки для оптического картирова-
ния: 1 – камера, 2 – ртутная лампа, 3 – образец, 4 – ther-
moplate, 5 – электроды, 6 – вид подаваемого импульса,
7 – УФ-диод.

Рис. S2. Иллюстрация пространственно-временной
развертки для определения скорости волны возбуж-
дения по образцу монослоя. 
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Рис. S3. 1H-ЯМР (300 МГц, CDCl3) спектр соединения 3.

Рис. S4. 13С-ЯМР спектр (300 МГц, CDCl3) соединения 3.

Рис. S5. Масс-спектр ESI− соединения 3.
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Рис. S6. 1H-ЯМР (300 МГц, ДМСО-d6) спектр соединения 4a.

Рис. S7. Спектр 13С-ЯМР (75 МГц, ДМСО-d6) соединения 4a.

Рис. S8. Масс-спектр ESI+ соединения 4a.
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Рис. S9. Масс-спектр ESI+ соединения 4.

Рис. S10. 1H-ЯМР спектр (300 МГц, ДМСО-d6) соединения 6.

Рис. S11. 13С-ЯМР спектр (75 МГц, ДМСО-d6) соединения 6.
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Рис. S12. 1H-ЯМР спектр (300 МГц, хлороформ-d6) соединения 7.

Рис. S13. 13С-ЯМР спектр (75 МГц, хлороформ-d6) соединения 7.

Рис. S14. Масс-спектр ESI+ соединения 7.
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Рис. S15. 1H-ЯМР спектр (300 МГц, ДМСО-d6) соединения 8.

Рис. S16. 13С-ЯМР спектр (75 МГц, ДМСО-d6) соединения 8.

Рис. S17. Масс-спектр ESI+ соединения 8.
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The work is devoted to the synthesis of new light-controlled voltage-gated sodium (Nav) channel blockers
based on azobenzene and the study of their local anesthetic and antiarrhythmic properties. The effect of eth-
ercaine and two of its new derivatives on native Nav channels was studied in vitro using the patch-clamp meth-
od on isolated excitable cells (neurons and cardiomyocytes) of a rat, and local anesthetic activity of the com-
pounds was evaluated on rabbit’s eye cornea. Studies of the effect of the obtained compounds on the conduc-
tivity of excitation waves in cardiomyocyte cultures using the optical mapping method were performed. The
effective light-dependent biological activity of ethercaine and its derivatives allows us to consider the resulting
compounds as potential tools for light-controlled local anesthesia, as well as for non-invasive ablation of ar-
rhythmia in the heart in cardiology.

Keywords: photopharmacology, Nav channel blockers, azobenzenes, local anesthetics, antiarhythmics
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Представлены результаты исследований люминесцентной системы культуры гриба Mycena gombak-
ensis, выделенной из образцов древесины. Описаны изменения, произошедшие за 10 лет хранения
образцов в нестерильных условиях, и динамика люминесцентных сигналов. Методом филогенети-
ческого анализа выполнена видовая идентификация гриба. Представлен ряд уникальных особенно-
стей M. gombakensis, расширяющих представления о свойствах люминесцентных грибов. Данные
исследований свидетельствуют о перспективности использования M. gombakensis как в биотехноло-
гии, так и в изучении биофизики сложной системы базидиомицетов.
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При изучении биолюминесценции грибов для
получения мицелиальной культуры можно ис-
пользовать не только плодовые тела, но и образ-
цы люминесцирующей древесины или листового
опада [1, 2]. В результате экспедиции на остров
Борнео в 2013 г. в кокосовой роще были обнару-
жены образцы светящейся древесины. Из этих
образцов была выделена мицелиальная культура,
обладающая люминесценцией. Выделенную
культуру внесли в перечень Коллекции культур
Института биофизики СО РАН под номером 2371
[3]. Оказалось, что образцы светящейся древеси-
ны через 31 месяц хранения в нестерильных усло-
виях сохраняют люминесценцию и не зарастают
посторонней микрофлорой [4].

В данной статье описаны изменения, произо-
шедшие с образцами древесины в результате 10

лет хранения в нестерильных условиях и резуль-
тат определения вида данного гриба. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В настоящее время образцы древесины хра-

нятся в пластиковых тубах (Tissue culture f lat tubes
10, Швейцария) и пластиковой колбе (Tissue cul-
ture f lask 3 pcs, 150 см3, Швейцария), помещен-
ных в термостат при температуре 27°С (ТСО-
1/80, СПУ, Россия). С некоторой периодично-
стью образцы извлекаются из термостата для ре-
гистрации люминесценции и добавления в несте-
рильных условиях нестерильной воды с целью
поддержания влажности. Для визуализации лю-
минесценции мицелия на древесине использует-
ся гель-документирующая система (GelDoc XR
Imaging System, Bio-Rad Laboratories, Inc., США).
Данный прибор позволяет получить изображениеСокращение: УФ – ультрафиолетовый. 

УДК 582.284:591.148

БИОФИЗИКА КЛЕТКИ
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образцов при наличии света и регистрировать
люминесценцию в отсутствиe освещения. 

Рост мицелия культуры 2371 для исследования
люминесценции проводится на твердой и жидкой
питательных средах. Для выращивания на твер-
дой питательной среде применяется картофель-
но-сахарозная среда с добавлением агара (карто-
фельный отвар 200 г/л, сахароза 20 г/л, агар
20 г/л). Культивирование проводится в 35 мм
чашках Петри при температуре 27°С. Мицелий,
полученный на твердой питательной среде, явля-
ется инокулятом при посеве на жидкую питатель-
ную картофельно-сахарозную среду (картофель-
ный отвар 200 г/л, сахароза 20 г/л). Культивиро-
вание проводится в объеме или на поверхности
жидкой питательной среды при температуре
27°С. Культивирование в жидкой питательной
среде проводится в 300 мл колбах Эрленмейера,
содержащих 150 мл питательной среды в шейкер-
инкубаторе (Orbital Shaker-Incubator ES20, Bio-
san, Латвия) с постоянным перемешиванием при
160 об/мин. Культивирование на поверхности
жидкой питательной среды – в 35 мм чашках Пет-
ри без перемешивания.

Из мицелия, выросшего на поверхности или в
жидкой питательной среде, были выделены фер-
ментные люминесцентные системы. Методика
выделения подробно описана в работе [3]. Лио-
фильно высушенные ферментные системы хра-
нятся при температуре –40°C. В настоящее время
отличительной особенностью измерения люми-
несценции в реакции in vitro является уменьше-
ние объема ферментной системы со 100 до 50 мкл,
а в качестве субстрата люминесцентной реакции
используется горячий экстракт из плодовых тел
Pholiota squarrosa. Интенсивность люминесцент-
ного сигнала регистрируется люминометром со
спектральным диапазоном 350–650 нм (Glomax
20/20, Promega, США). 

Интенсивность люминесценции мицелия из-
меняют внешние факторы, к которым можно от-
нести механическое раздражение и немеханиче-
ское воздействие. Аналогом близкого к природ-
ному немеханическому внешнему воздействию
на мицелий гриба можно считать ультрафиолето-
вое облучение. Облучение в течение 30 с проводи-
ли с использованием ультрафиолетового фонари-
ка с длиной волны 367 нм. Изменение интенсив-
ности люминесценции регистрировали на гель-
документирующей системе и люминометре Glo-
max 20/20. 

Для определения видовой принадлежности
культуры 2371 был получен мицелий на твердой и
в жидкой питательных средах и передан в ИЛ СО
РАН. Для выделения ДНК мицелий, культивиру-
емый в течение 14 суток на агаровой пластине
среды МЭА, предварительно замораживали и по-
мещали в пластиковые пробирки объемом 1,5 мл.

В каждую пробирку добавляли по 600 мкл буфера
ЦТАБ (CTAB-Lysis buffer, BioChemia, Германия),
инкубировали образцы при 65°С в течение 40 мин
и центрифугировали 7 мин при 13 000 об/мин. Су-
пернатант последовательно экстрагировали рав-
ным объемом хлороформа, осаждали двумя объе-
мами 2-пропанола, промывали 70% этанолом, су-
шили и повторно растворяли в 80 мкл
бидистиллированной воды [5]

Концентрацию ДНК в отдельных образцах
определяли с помощью спектрофотометра Nano-
drop (Thermo Fisher Scientific, США). Внутренний
транскрибируемый спейсер рибосомальной РНК
грибов (ITS рРНК) амплифицировали методом
ПЦР с использованием специфического прайме-
ра ITS1F (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) [6]
и универсального праймера ITS4 (TCCTCCGCT-
TATTGATATGC) [7]. Последовательность гена
фактора элонгации 1α амплифицировали мето-
дом ПЦР с использованием праймеров EF1aF
(TCAACGTGGTCGGTGAGCAGGTA) и EF1aR
(AAGTCACGATGTCCAGGAGCATC) [8]. Для се-
квенирования использовали ДНК-анализатор
Honor 1616 (Nanjing Superyears Gene Technology
Co., Ltd., Китай).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Филогенетический анализ для видовой иденти-
фикации. Реконструкция филогенетического де-
рева выполнена на основе метода агломератив-
ной иерархической кластеризации UPGMA. По-
следовательности были отредактированы и
собраны в среде MEGA X [9]. Полученные после-
довательности сравнивались с последовательно-
стями в GenBank, загружены и выровнены с ис-
пользованием инструмента MUSCLE Alignment с
настройками параметров по умолчанию. Финаль-
ное филогенетическое дерево было укоренено с
использованием последовательностей Psathyrella
griseovelata G. Munoz, Musumeci, Deschuyteneer &
Olariaga для гена TEF1α и Collybiopsis istanbulensis
(E. Sesli, Antonín & K.W. Hughes), J.S. Kim &
Y.W. Lim для гена ITS. Анализ максимального
правдоподобия был проведен в MEGA X с 1000
Ultrafast Bootstrap. Переходная модель с одинако-
вой частотой (TN93+G) для ITS и (K2+I) для
TEF1α была выбрана автоматически в качестве
наилучшей модели замещения в соответствии с
баллом BIC. Эволюционные расстояния были
рассчитаны с использованием метода Таджима-
Ней [10] и выражены в единицах количества за-
мен оснований на сайт. Результаты филогенети-
ческого анализа представлены на рис. 1 и 2.

Люминесценция мицелия Mycena gombakensis на
образцах древесины. Изменения, происходившие
в течение первых 2.5 лет хранения образцов дре-
весины, описаны ранее [4]. В настоящее время
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Рис. 1. Филогенетическое дерево на основе метода максимального правдоподобия для культуры 2371 и
последовательностей Mycena sp. из NCBI GenBank с использованием праймеров TEF-1α. Бутстреп-значения более
50% указаны рядом с кластерами. В качестве внешней группы использовали Psathyrella griseovelata.

регистрируется только рост мицелия гриба
(рис. 3).

После 10 лет хранения образцы древесины, к
которым с целью поддержания влажности добав-
ляли только воду, сохранили способность мице-
лия к люминесценции. Однако ее относительно
низкий уровень регистрируется только люмино-
метром. Регистрация на гель-документирующей
системе возможна только после воздействия
внешних факторов – механического (рис. 3 и 4)
или в результате облучения ультрафиолетом
(рис. 5 и 6).

Выделение ферментной системы из мицелия гри-
ба Mycena gombakensis. В зависимости от условий
культивирования на поверхности или в объеме
жидкой питательной среды из мицелия гриба
M. gombakensis можно получить две различающи-
еся ферментные системы для проведения иссле-
дований in vitro. Ферментная система, получен-
ная из мицелия, выросшего на поверхности пита-
тельной среды, содержит собственный субстрат
ферментативной реакции. В отличии от нее, фер-
ментная система, полученная из мицелия, вырос-
шего в объеме жидкой питательной среды (в ре-
жиме погруженной культуры), не содержит соб-
ственного субстрата реакции (рис. 7).

В процессе регистрации люминесценции in vitro
при комнатной температуре ферменты длитель-
ное время сохраняют свою активность. Результа-
ты регистрации в течение 2.5 ч представлены на
рис. 8.

ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе исследования филогении изучаемой
культуры для видовой идентификации было по-
казано, что маркерная последовательность TEF1a
культуры 2371, несмотря на размещение в общей
кладе рода Mycena, стоит несколько обособленно
(рис. 1). Однако при включении в исследование
гена ITS выявлено большое сходство с видом My-
cena gombakensis (рис. 2). Маркерные последова-
тельности ITS высоко вариабельны и позволяют
легко отличать близкородственные организмы.
Данные последовательности являются некодиру-
ющими, следовательно, менее подвержены дав-
лению отбора, что очень важно для филогенети-
ческих исследований. Последовательности
M. gombakensis весьма ограниченно представлены
в GenBank (National Center for Biotechnology In-
formation, США) (TEF1a отсутствует). Поэтому
можно с уверенностью на основании анализа
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маркерной последовательности ITS говорить о
принадлежности штамма 2371 к M. gombakensis.

Основной и уникальной особенностью об-
разцов древесины, зараженных мицелием
M. gombakensis, является способность в течение
длительного срока в нестерильных условиях со-
хранять люминесценцию и не зарастать посто-
ронней микрофлорой. Без этой особенности бы-
ло бы невозможно получить результаты, отра-
женные в данной статье. В качестве примера
можно привести сравнение с растущим в наших
лесах люминесцентным грибом Armillaria borealis.
Образцы древесины со светящимся мицелием
A. borealis после сбора в течение нескольких суток
зарастают сторонней микрофлорой и теряют спо-
собность к люминесценции. Известно, что грибы
способны синтезировать и экскретировать в
окружающую среду широкий спектр веществ. Ве-

роятно, мицелий M. gombakensis выделяет метабо-
литы, обладающие антимикробным действием.

В данных экспериментах механическое воз-
действие на образцы древесины было достигнуто
путем встряхивания туб с образцами. Интенсив-
ность света достаточно высока, что позволяет его
визуализацию на гель-документирующей систе-
ме. На рис. 4 видно, что свет излучается с отдель-
ных периферических участков образцов древеси-
ны, контактирующих с внутренней поверхностью
туба. Центральная часть образцов, которая не ис-
пытала контакта с поверхностью туба и не под-
верглась механическому воздействию, остается
темной и свет не излучает. Это позволяет сделать
предположение, что метаболизм мицелия гриба
при отсутствии и воздействии внешнего механи-
ческого раздражения различается. Если интен-
сивность люминесценции является показателем
уровня биохимических процессов, то высокий

Рис. 2. Филогенетическое дерево на основе метода максимального правдоподобия для культуры 2371 и
последовательностей Mycena sp. из NCBI GenBank с использованием праймеров ITS. Бутстреп-значения более 50%
указаны рядом с кластерами. В качестве внешней группы использовали Collybiopsis istanbulensis.
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уровень люминесценции означает интенсивное
протекание биохимических реакций, а ее сниже-
ние или отсутствие, вероятно, может означать со-
стояние анабиоза. Можно предположить, что
низкий уровень биохимических процессов, в ко-
тором длительное время находится мицелий гри-
ба в образцах древесины, является причиной со-
хранения морфологии древесины в течение 10 лет
хранения.

Внешним фактором, вызывающим увеличе-
ние люминесценции мицелия на образцах древе-
сины, является ультрафиолетовый (УФ) свет. В
экспериментальных условиях при визуализации
на гель-документирующей системе после облуче-
ния максимум интенсивности люминесценции

наблюдается через 10 мин, а затем в течениe
25 мин происходит ее постепенное затухание.

Данные по влиянию УФ-света приведены на
рис. 5. Перед облучением образца древесины его
верхняя часть была закрыта алюминиевой фоль-
гой (рис. 5а). Фольга не пропускает УФ-свет, по-
этому облучению подвергалась только нижняя
область образца (рис. 5а,б). После удаления
фольги и регистрации изображения весь образец
подвергался повторному облучению УФ-светом
(рис. 5в,г). Данный подход позволяет при визуа-
лизации сравнить люминесценцию облученного
и необлученного УФ-светом участков образца
древесины. На рис. 5б видно, что мицелий облу-
ченного участка образца ярко люминесцирует.
Световой сигнал на необлученном УФ-светом

Рис. 3. (а) – Внешний вид мицелия, выросшего на образце древесины, через 10 лет хранения. (б) – Люминесценция
мицелия в темноте, вызванная механическим раздражением при транспортировке образца из термостата хранения до
системы визуализации. 

Рис. 3. (а) – Внешний вид мицелия, выросшего на образце древесины, через 10 лет хранения. (б) – Люминесценция
мицелия в темноте, вызванная механическим раздражением при транспортировке образца из термостата хранения до
системы визуализации. 

Рис. 4. Внешний вид образцов древесины (а) и люминесценция мицелия гриба через 10 лет хранения в результате
механического воздействия (б).
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Рис. 5. Внешний вид образца древесины (а, в) и люминесценция мицелия гриба через 10 лет хранения в результате УФ-
облучения (б, г).

Рис. 6. Динамика развития люминесценции мицелия гриба на необлучаемой УФ-светом области образца древесины
(указано стрелкой). Регистрация с интервалом 5 мин.

Рис. 7. Различия в кинетике люминесцентной реакции при добавлении к ферментным системам 5 мкл НАДФН
(указано стрелкой): 1 – культивирование мицелия на поверхности питательной среды, 2 – культивирование мицелия
в объеме питательной среды.
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участке образца не регистрируется. После по-
вторного облучения всего образца участок, ранее
не подвергавшийся облучению, ярко люминес-
цирует (рис. 5г). При этом люминесценция участ-
ка образца, ранее подвергавшегося облучению,
резко снизилась (рис. 5г).

Однако возможен вариант, когда после УФ-
облучения регистрируется люминесценция необ-
лученного УФ-светом мицелия. Динамика разви-
тия люминесценции на участке образца древеси-
ны, необлученном УФ-светом, представлена на
рис. 6. Вероятно, за 10 лет хранения мицелий с об-
лученного УФ-светом участка образца пророс в
объеме древесины и через некоторое расстояние
вышел на ее поверхность. Следовательно, реак-
ция мицелия, вызванная УФ-облучением, про-
явилась в увеличении люминесценции облучен-
ного мицелия и распространилась по его длине в
необлученную область образца. Если предполо-
жение верно, это означает, что реакция на УФ мо-
жет передаваться по мицелию на его области, не
подвергавшиеся внешнему воздействию, и вызы-
вать увеличение люминесценции. 

Можно предположить, что в природных усло-
виях мицелий, на который попал свет утреннего
солнца, реагирует подобным образом и передает
информацию о наступлении дня мицелию, расту-
щему в глубине древесины или под землей.

Существенные различия в кинетике люминес-
центной реакции при внесении в реакционную
среду экзогенного субстрата (рис. 8) у фермент-
ных систем in vitro, выделенных из биомассы
M. gombakensis, выросшей на одинаковой пита-
тельной среде, и различающихся только по спо-
собу культивирования (поверхностный или глу-
бинный) могут означать существенные различия

в метаболизме и требуют дальнейших исследо-
ваний.

ВЫВОДЫ
Из определения видовой принадлежности сле-

дует, что ареалом для вида M. gombakensis являет-
ся не только полуостров Малайзия [11], но и ост-
ров Борнео [3].

Наиболее важными являются свойства образ-
цов древесины не разрушаться и не зарастать по-
сторонней микрофлорой. Эти свойства позволили
длительное время проводить исследования и полу-
чить экспериментальные результаты, приведен-
ные в данной статье. 

Согласно экспериментальным данным [12],
биолюминесценция привлекает ночных насеко-
мых, которые могут способствовать распростране-
нию спор грибов, растущих под пологом леса, где
поток ветра значительно уменьшен. Однако зна-
чительное увеличение люминесценции (вспышка)
при механическом раздражении, означающее уве-
личение биохимических реакций (метаболизма) в
ночное время, может отпугнуть животное или на-
секомое, желающее полакомиться грибом. 

Реакция на УФ-облучение позволяет сделать
следующие предположения. Мицелий способен
передавать раздражение на расстояние (область,
закрытая от УФ-света на рис. 6). Для гриба это мо-
жет быть сигналом о том, что наступает день и не
только на поверхности мицелия, облучаемой
солнцем, но и в глубине древесины или под зем-
лей, куда солнечные лучи не попадают. Таким об-
разом, возможно, у гриба есть суточная динамика,
и он реагирует изменением метаболизма, которое
в наших экспериментах проявляется в изменении
люминесценции. Иначе говоря, циркадный кон-

Рис. 8. Кинетика люминесцентных реакций при последовательном добавлении к ферментным системам (1 –
поверхностный рост, 2 – глубинный рост мицелия) 5 мкл НАДФН  (стрелка) и 5 мкл экстракта Pholiota squarrosa
(двойная стрелка).
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троль [12] может осуществляться через возбужде-
ние люминесцентной системы гриба. 

На основании низкого уровня люминесцен-
ции в случае отсутствия внешних раздражающих
факторов (рис. 4–6) возможно предположение о
низком уровне биохимических реакций, то есть
состоянии «анабиоза».

Ферментные системы, содержащие и не содер-
жащие эндогенный субстрат люминесцентной
системы, расширяют возможности люминес-
центного метода. Например, появляется возмож-
ность отличить субстрат люминесцентной реак-
ции от стимулятора, не являющегося субстратом
люминесцентной реакции. Таким образом, выде-
ление двух ферментных систем, отличающихся
по наличию эндогенного субстрата, при проведе-
нии исследований in vitro позволит расширить
спектр изучаемых веществ. 

Уникальные особенности люминесцентного
гриба M. gombakensis свидетельствуют о перспек-
тивности его использования в биотехнологии и в
исследованиях биофизики сложной системы ба-
зидиомицетов. К таким наиболее важным осо-
бенностям относятся: способность образцов дре-
весины в течение 10 лет в нестерильных условиях
сохранять способность к люминесценции; увели-
чение люминесценции после локального облуче-
ния УФ-светом; при культивировании пеллет
отсутствие выделения в питательную среду
веществ, стимулирующих люминесцентную ре-
акцию in vitro; длительная (до 35–50 суток) люми-
несценция пеллет, находящихся в дистиллиро-
ванной воде.

В данное время имеются 4 коллекции, в кото-
рых поддерживаются культуры гриба M. gombak-
ensis, – Mycology Herbarium (KLU-M), Fungal
Culture Collection (KUM) в Университете Ма-
лайи, Коллекция культур базидиомицетов (БИН
РАН, Санкт-Петербург, Россия) и Коллекции
культур ИБСО (ИБФ СО РАН, Красноярск, Рос-
сия).
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The paper presents the results of study on the luminescent system of the culture of the fungus Mycena gom-
bakensis  derived out of wood samples. The changes on samples stored for duration of 10 years in non-sterile
conditions and the dynamics of luminescent signals are described. A phylogenetic approach was used to rec-
ognize fungal species. A number of unique features of M. gombakensis are presented expanding the under-
standing of the properties of luminescent fungi. Research data indicate that M. gombakensis can potentially
be used both in biotechnology and in the study of biophysics of the complex system of basidiomycetes.
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Развитие методов дистанционного и проксимального мониторинга ранних фотосинтетических от-
ветов при действии стрессоров является важной сельскохозяйственной и экологической задачей.
Фотохимический индекс отражения (photochemical ref lectance index, PRI), который преимуще-
ственно рассчитывается на основании величин отраженного света на 531 и 570 нм, является потен-
циально чувствительным к быстрым изменениям фотосинтеза под действием неблагоприятных
факторов. Считается, что механизмы изменений PRI включают в себя сжатие хлоропластов и агре-
гацию светособирающих комплексов, переходы в цикле ксантофиллов и изменения концентрации
хлорофиллов и каротиноидов, что затрудняет использование PRI для мониторинга состояния рас-
тений. Применение импульсного измерительного света, исследование светоиндуцированных изме-
нений PRI и анализ модифицированных PRI являются подходами для повышения эффективности
применения индекса. Нельзя исключать и другие пути для такого повышения (например, развитие
методов оценки на PRI-основе RGB-имиджинга). Развитие методов измерения и анализа PRI имеет
значительные перспективы для мониторинга стрессовых ответов фотосинтеза у растений. 

Ключевые слова: фотохимический индекс отражения, PRI, фотосинтез, дистанционный мониторинг,
проксимальный мониторинг, неблагоприятные факторы.
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Высшие растения играют ключевую роль в со-
хранении биосферы и поддержании существова-
ния человечества [1, 2], при этом фотосинтез,
обеспечивающий протекание продукционного
процесса, является основой для реализации этой
роли. В силу того, что растения ведут неподвиж-
ный образ жизни при постоянно меняющихся
условиях окружающей среды, они подвержены
действию различных неблагоприятных факторов
(стрессоров), включая, например, избыточную
интенсивность освещения [3, 4] или неоптималь-
ные температуры [5]; такие факторы негативно
влияют на параметры фотосинтеза, способствуя
снижению продуктивности растений и, в пер-
спективе, их гибели. Ранняя диагностика дей-
ствия стрессоров, реализуемая путем неинвазив-
ного проксимального (умеренные расстояния до
исследуемого объекта) или дистанционного (зна-

чительные расстояния) мониторинга состояния
растений, является необходимым условием для
принятия защитных мер и, следовательно, играет
ключевую роль в сохранении продуктивности и
жизни растений при решении сельскохозяй-
ственных и природоохранных задач. 

В настоящее время активно развиваются не-
инвазивные и высокопроизводительные оптиче-
ские методы проксимального и дистанционного
мониторинга состояния растений, среди которых
можно выделить мульти- и гиперспектральный
имиджинг [6, 7], опирающийся на измерение от-
раженного света в узких спектральных полосах
или на измерение полных спектров отражения
растений соответственно. Одним из путей анали-
за получаемых данных является расчет индексов
отражения, представляющих собой безразмерные
коэффициенты, которые связаны с определен-
ными характеристиками растения [6], при этом
расчет таких индексов обычно базируются на ве-
личинах интенсивности отраженного света на
двух или трех длинах волн. Существующие в на-

Сокращения: PRI – фотохимический индекс отражения, 
NPQ – нефотохимическое тушение флуоресценции 
хлорофилла a.
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стоящее время индексы отражения позволяют
оценивать такие показатели, как объем фотосин-
тезирующей биомассы и структурные особенно-
сти листьев и растительного покрова (вегета-
ционные индексы), концентрацию фотосинте-
тических пигментов, включая хлорофиллы,
каротиноиды и антоцианы (пигментные индек-
сы), содержание воды в листьях (водные индек-
сы) и ряд других показателей растений [6, 8–17].

Фотохимический индекс отражения (photo-
chemical ref lectance index, PRI) занимает особое
место среди используемых для мониторинга со-
стояния растений индексов отражения, так как
он чувствителен к быстрым изменениям в проте-
кании фотосинтетических процессов и, потенци-
ально, позволяет выявить ранние стрессовые от-
веты фотосинтеза при действии неблагоприят-
ных факторов [18–22]. В настоящем обзоре мы
рассматриваем современные представления о ме-
ханизмах формирования изменений PRI в раз-
личных временных диапазонах, анализируем
подходы к повышению эффективности примене-
ния фотохимического индекса отражения для
оценки фотосинтетических процессов и оценива-
ем перспективы использования PRI в качестве
инструмента для дистанционного и проксималь-
ного мониторинга быстрых стрессовых измене-
ний состояния растений в неблагоприятных
условиях.

МЕХАНИЗМЫ ИЗМЕНЕНИЙ 
ФОТОХИМИЧЕСКОГО ИНДЕКСА 

ОТРАЖЕНИЯ
Известно, что изменение большинства расти-

тельных индексов, включая, например, нормали-
зованный вегетационный индекс (normalized dif-
ference vegetation index, NDVI [23]) или водные
индексы (water index, WI [24, 25], normalized dif-
ference water index, NDWI [26]), является доста-
точно медленным процессом [6]. Несмотря на
значительную величину таких изменений (не-
сколько десятых [23–26]), медленный характер
изменений может ограничивать их примени-
мость для раннего выявления действия стрессо-
ров на растения. Напротив, фотохимический ин-
декс отражения, предложенный Дж. Гамоном с
соавторами в 1992 г. [18] и связанный с фотосин-
тетическими процессами [21, 22], может меняться
в очень широком временном диапазоне [6, 18, 22],
в частности, наиболее быстрые изменения PRI
(«сверхбыстрые» изменения) могут наблюдаться
в пределах секунд [27] и даже сотен миллисекунд
[28]. Такие результаты показывают, что фотохи-
мический индекс отражения может стать эффек-
тивным инструментом для раннего выявления
стрессовых изменений фотосинтетических про-
цессов при проксимальном и дистанционном мо-
ниторинге растений.

Типичный фотохимический индекс отраже-
ния (PRI) [18, 19, 21, 22, 29] представляет собой
разностный индекс отражения, которые рассчи-
тывается на основании уравнения (1):

(1)

где R531 и R570 – интенсивности отраженного све-
та (или коэффициенты отражения) на длинах
волн 531 нм (измерительная длина волны) и
570 нм (опорная длина волны) соответственно. В
основе разработки PRI лежат данные, получен-
ные в работах [18, 19] и показывающие, что в
условиях интенсивного освещения коэффициент
отражения на длине волны 531 нм снижается, в то
время как на длине волны 570 нм этот коэффици-
ент меняется слабо. Результатом подобных изме-
нений является снижение PRI, при этом двухми-
нутного освещения достаточно для развития та-
кого снижения [18]. 

Исходно предполагалось, что выявленный эф-
фект был обусловлен деэпоксидацией виолаксан-
тина до антероксантина и, затем, зеаксантина в
ходе превращений в цикле ксантофиллов [18, 20,
27, 30, 31]. Подобные переходы связаны с защи-
той фотосинтетического аппарата от избыточно-
го освещения и обусловлены возрастанием гради-
ента протонов на тилакоидной мембране и закис-
лением люмена тилакоидов [32–35], которые
развиваются при рассогласовании между транс-
портом протонов из стромы в люмен в ходе рабо-
ты электрон-транспортной цепи хлоропластов и
выходом протонов из люмена в строму через Н+-
АТФ-синтазу; такое рассогласование может на-
блюдаться как при избыточной интенсивности
освещения, так и при пониженной интенсивно-
сти процессов темновой стадии фотосинтеза (на-
пример, при инактивации ферментов цикла
Кальвина повышенными и пониженными темпе-
ратурами или при закрытии устьиц, вызванном
засухой, солевым стрессом, поражением фитопа-
тогенами и т.д.). Известно, что переходы в цикле
ксантофиллов активно участвуют в формирова-
нии энергозависимой компоненты нефотохими-
ческого тушения флуоресценции хлорофилла а
(NPQ), облегчая развитие такого тушения при
росте градиента pH и закислении люмена [33, 35];
энергозависимая компонента NPQ играет защит-
ную роль, снижая фотоповреждение фотосинте-
тического аппарата. Процесс превращения вио-
лаксантина в зеаксантин является относительно
быстрым, так как оно развивается на временном
интервале от нескольких минут до десятков ми-
нут (например, 10–15 мин для арабидопсиса и го-
роха) [36–38]. Таким образом, переходы в цикле
ксантофиллов хорошо соответствуют «быстрым»
изменениям PRI (например, изменениям в пре-

−=
+

531 570

531 570

,R RPRI
R R
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делах 2–40 мин освещения, показанным в работе
[18]).

Однако отмеченные выше сверхбыстрые из-
менения PRI (сотни миллисекунд и секунды [27,
28]) не могут быть объяснены переходом вио-
лаксантина в зеаксантин, который протекает
значительно медленнее [36–38]. Из литературы
известно, что активация виолаксантиндеэпок-
сидазы, катализирующей превращения в цикле
ксантофиллов [39], не является единственным
следствием закисления люмена. Индуцирован-
ные таким закислением протонирование и акти-
вация регуляторных PsbS-белков [35, 40, 41],
контролирующих диссоциацию суперкомплек-
са «фотосистема II – светособирающий ком-
плекс фотосистемы II», непосредственно при-
водит к формированию энергозависимой ком-
поненты NPQ и агрегации светособирающих
комплексов фотосистемы II. Последнее влияет
на поглощение света с максимумом на 535 нм
[35] и является одним из потенциальных меха-
низмов сверхбыстрых изменений PRI. Вызван-
ное закислением люмена быстрое сжатие хлоро-
пластов также рассматривают как возможный
механизм таких изменений [27]. Наконец, нель-
зя полностью исключать, что в сверхбыстрые из-
менения PRI может вносить некоторый вклад
электрохромный сдвиг, представляющий собой
возрастание поглощения света с максимумом на
515–520 нм, которое обусловлено влиянием
электрического градиента тилакоидных мем-
бран на спектр поглощения каротиноидов [42–
44]. В том случае, если последнее предположе-
ние верно, можно ожидать, что характерные
времена сверхбыстрых изменений PRI могут со-
ставлять десятки миллисекунд (время релакса-
ции PRI при выключении света [44]).

Следует отметить, что рассмотренные меха-
низмы быстрых и сверхбыстрых изменений PRI в
значительной степени связаны с закислением
люмена тилакоидов, которое существенно влияет
на фотосинтетические процессы путем стимуля-
ции энергозависимой компоненты NPQ [33, 35,
40, 41] и путем снижения скорости потока элек-
тронов в электрон-транспортной цепи хлоропла-
стов [45, 46]. На основании этого можно ожидать
что вызванная действием стрессоров инактива-
ция фотосинтеза (рост NPQ, снижение квантово-
го выхода фотохимических реакций фотосистемы
II) должна сопровождаться смещением PRI в бо-
лее отрицательную область; при этом параметры
изменений фотосинтеза и PRI должны быть кор-
релированы. Существует значительное число ра-
бот [14, 19, 20, 27], действительно показывающих
такую корреляцию; однако, результаты метаана-
лизов [22, 29] свидетельствуют о том, что связь
PRI и фотосинтетических показателей может су-
щественно варьировать. Отчасти это может быть
объяснено более низкой корреляцией между фо-

тосинтетическими показателями и PRI во время
переходных процессов (в частности, первые ми-
нуты после освещения) [38, 47]. С другой сторо-
ны, различная направленность связи показателей
фотосинтеза и PRI может наблюдаться и при дли-
тельном действии стрессоров (например, водном
дефиците) [28, 48]. 

Последний эффект может быть объяснен су-
ществованием медленных изменений PRI [6],
развивающихся на временных интервалах от су-
ток (или, возможно, часов [48]) – до месяцев и се-
зонов [49–51]. Такие изменения, по-видимому,
связаны с изменением общего количества каро-
тиноидов в листьях растений, а также с соотно-
шением каротиноидов и хлорофиллов в фотосин-
тетическом аппарате [49–52]. Например, в ряде
работ [49, 50] при анализе сезонной изменчиво-
сти была выявлена сильная отрицательная корре-
ляция между отношением концентрации кароти-
ноидов к концентрации хлорофиллов и PRI;
такая корреляция может оказывать дополнитель-
ное модифицирующее влияние на общую вели-
чину фотохимического индекса отражения. 

Рис. 1 обобщает потенциальные механизмы
формирования изменений PRI и показывает при-
близительные временные диапазоны для их реа-
лизации. Наличие нескольких механизмов изме-
нений фотохимического индекса отражения
является одной из возможных причин противоре-
чивых данных о связи PRI и параметров фотосин-
теза, которые были показаны в ряде работ [22, 29]. 

Завершая раздел, следует отметить, что отдель-
ной научной проблемой является оценка величи-
ны сдвигов PRI, связанная с различными компо-
нентами изменений. Такая величина существен-
но варьирует в зависимости от условий
измерений, типа и состояния растительного объ-
екта, и в большинстве случаев не превышает
0.005–0.01 для сверхбыстрых изменений PRI [27,
28] и 0.02–0.025 для быстрых изменений индекса
[18, 19, 48]. В то же время в отдельных работах по-
казано, что величина быстрых изменений PRI
(минутный диапазон) может достигать 0.05 [20].
Величина медленных изменений лежит в преде-
лах 0.02–0.03 в случае исследования изменений,
развивающихся в пределах суток-недель [48, 49],
но может достигать 0.10–0.25 при исследованиях
сезонных изменений [50, 52]. 

ОГРАНИЧЕНИЯ ПРИМЕНЕНИЯ PRI 
ДЛЯ ОЦЕНКИ СОСТОЯНИЯ РАСТЕНИЙ 

И ПОДХОДЫ К ПОВЫШЕНИЮ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 

ФОТОХИМИЧЕСКОГО ИНДЕКСА 
ОТРАЖЕНИЯ 

Как уже отмечалось выше, величина корреля-
ции между PRI и ключевыми показателями фото-
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синтеза, включая NPQ, квантовый выход фото-
химических реакций фотосистемы II и эффек-
тивность фотосинтетического использования
световой энергии, значительно варьирует [22, 29].
При усреднении данных исследований, прове-
денных в различных условиях, абсолютная вели-
чина коэффициента корреляции Пирсона между
PRI и фотосинтетическими показателями состав-
ляет приблизительно 0.4–0.5 (рис. 2). Можно вы-
делить две группы причин, нарушающих связь
величины фотохимического индекса отражения с
фотосинтетическими показателями. 

Во-первых, это относительна низкая величина
изменений PRI при действии неблагоприятных
факторов. В условиях различных экспериментов,
такие изменения преимущественно варьировали
от нескольких тысячных [14, 28, 31, 48] до не-
скольких сотых [18–20, 27], повышаясь по мере
увеличения интенсивности стрессора [27, 31]. Та-
кая амплитуда изменений значительно уступает
величине изменений других индексов, индуциро-
ванных действием стрессоров (так, например, со-
левой стресс может снижать NDVI более чем на
0.2 [54]). Негативный эффект от низкой амплиту-

ды изменений может усиливаться вследствие до-
статочно высокой вариабельности PRI у различ-
ных групп растений в благоприятных условиях;
так, при исследовании растений гороха разница
между минимальной и максимальной средней ве-
личиной PRI в контрольных группах для различ-
ных экспериментов составляла около 0.01 [28]. 

Низкая величина изменений PRI повышает
требования к точности регистрации отраженного
света; в случае проксимального мульти- или ги-
перспектрального имиджинга, необходимое по-
вышение точности может быть достигнуто путем
использования дополнительных импульсов жел-
то-зеленого измерительного света [28, 31] и ана-
лиза «разностных» изображений, в которых
каждый пиксель представляет собой разность ин-
тенсивности отраженного света во время измери-
тельного импульса и во время фонового освеще-
ния [28]. Наша предыдущая работа показывает
[31], что такой подход позволяет минимизировать
влияние фонового освещения на процесс измере-
ния PRI. Он также хорошо согласуется с данными
мета-анализа [29], который подтвердил возраста-
ние эффективности оценки фотосинтетических

Рис. 1. Потенциальные механизмы формирования изменений сверхбыстрых, быстрых и медленных изменений PRI
(см. текст). ΔΨ – градиент электрического потенциала на тилакоидной мембране, ΔpH – химический градиент
протонов на тилакоидной мембране, ECS – электрохромный сдвиг, LHCII – светособирающий комплекс
фотосистемы II. Пунктирной стрелкой обозначено возможное влияние ECS на PRI, которое не было исследовано в
экспериментальных и теоретических работах. Сверхбыстрые и быстрые изменения PRI при действии
неблагоприятных факторов были направлены в отрицательную сторону. Направление медленных изменений, по-
видимому, варьирует; результаты работ [28, 48] показывают возможность сдвига PRI в положительную сторону при
действии стрессора (нагрев, водный дефицит). 
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показателей растения на основе измерений PRI в
условиях использования освещения искусствен-
ным светом. Следует, однако, отметить, что такой
подход практически не применим к дистанцион-
ному мониторингу растений, так как значитель-
ные расстояния между камерой и объектом за-
трудняют его освещение импульсами измери-
тельного света. 

Во-вторых, фактором, осложняющим исполь-
зование PRI для оценки фотосинтетических по-
казателей в условиях действия стрессоров, яв-
ляются описанные в предыдущем разделе
комплексные механизмы изменения фотохими-
ческого индекса отражения. В частности, ряд на-
ших предыдущих исследований, выполненных на
проростках гороха, показал снижение типичного
PRI при действии на растения избыточного света
(минуты) [28, 31, 55] или при развитии быстрых
фотосинтетических ответов, вызванных стрессо-
выми электрическими сигналами (минуты) [14],
и небольшое возрастание фотохимического ин-
декса отражения при тепловом шоке (около часа)
или развитии водного дефицита (несколько су-
ток) [28, 48, 56]; в условиях длительного действия
стрессоров (почвенная засуха или засоление, для-
щиеся более двух недель) [54, 56] вновь наблю-
дался сдвиг PRI в отрицательную область. Пред-
положение о разнонаправленном характере
сверхбыстрых/быстрых и медленных изменений
хорошо объясняет полученные результаты и вы-
явленное влияние длительности действия стрес-
сора на направление изменений PRI. 

Исключение медленных изменений PRI из ис-
следования является одним из путей повышения
эффективности использования фотохимического
индекса для оценки фотосинтетических парамет-
ров; такое исключение может быть достигнуто

путем анализа светоиндуцированных изменений
PRI (ΔPRI = PRI – PRI0, где PRI0 – величина фо-
тохимического индекса отражения в условиях
слабого освещения или темноты) [28, 55]. Так, в
наших работах [28, 31, 48, 55] показано, что ΔPRI
сдвигаются в отрицательную область при дей-
ствии таких стрессоров, как избыточный свет,
температурный шок и водный дефицит; амплиту-
да такого сдвига варьирует в зависимости от типа
и интенсивности стрессора и может достигать
0.012 [31]. Более того, ΔPRI и NPQ связаны между
собой линейным уравнением, которое достаточ-
но эффективно описывают эту связь даже при
объединении результатов различных экспери-
ментальных серий с действием различных стрес-
соров и с использованием различных видов сель-
скохозяйственных растений [28,31,48]. Наши ре-
зультаты хорошо согласуются с данными
литературы, которые показывают большую эф-
фективность использования ΔPRI для оценки
фотосинтетических показателей по сравнению с
PRI [57-59]. Следует отметить, что измерения
ΔPRI относительно просто провести для прокси-
мального или дистанционного мониторинга в
условиях контролируемого светового потока (на-
пример, в теплице с искусственным освещени-
ем). Реализация измерений ΔPRI в естественных
условиях требует более сложных подходов; в
частности, для расчета ΔPRI могут быть исполь-
зованы измерения фотохимического индекса
отражения, сделанные ранним утром (слабое
освещение) и при различной интенсивности
освещения в дневной период [59]. Другой подход
нахождению ΔPRI [60] опирается на использова-
ние линейного регрессионного уравнения для
оценки PRI0 на базе величины модифицирован-

Рис. 2. Средние значения коэффициентов корреляции Пирсона между величиной PRI и величинами эффективности
использования света при фотосинтезе (light use efficiency, LUE) и нефотохимического тушения флуоресценции хлоро-
филла (non-photochemical quenching, NPQ). Средние значения и стандартные отклонения среднего рассчитаны в рам-
ках ранее выполненного мета-анализа литературных данных [29]. Показатели отдельно рассчитаны для работ с есте-
ственным и искусственным освещением, также – для обоих вариантов вместе. 
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ного NDVI, который может измеряться парал-
лельно измерениям PRI. 

Другой путь снижения влияния комплексного
характера механизмов изменений PRI на эффек-
тивность оценки фотосинтетических показателей
может опираться на применение модифициро-
ванных фотохимических индексов отражения. В
соответствии с работой [19], изменения PRI, свя-
занные с различными механизмами, имеют раз-
личные спектральные характеристики; на осно-
вании этого можно предполагать, что сдвиг дли-
ны волны измерительного света может изменить
итоговое соотношение различных механизмов
изменений в рассчитываемом индексе. Ранее на-
ми было показано [55], что модифицированные
PRI с уменьшенной измерительной длиной вол-
ны (менее 525 нм) включают в себя преимуще-
ственно медленно-релаксирующую компоненту
(вероятно, связанную с переходами в цикле ксан-
тофиллов) (рис. 3). Напротив, модифицирован-
ные PRI с увеличенной измерительной длиной
волны (535–555 нм) включают в себя преимуще-
ственно быстро релаксирующую компоненту (ве-
роятно, связанную с агрегацией светособираю-
щего комплекса фотосистемы II и сжатием хло-
ропластов) [55]. Анализ «длинноволновых» PRI
показывает [54–56], что такие индексы снижают-
ся при действии широкого спектра стрессоров
(избыточный свет, нагрев, кратковременный
водный дефицит и длительная почвенная засуха,
засоление); при этом знак их связи с фотосинте-

тическими показателями не меняется. Такие ре-
зультаты свидетельствуют о том, что использова-
ние модифицированных длинноволновых PRI
является перспективным методом повышения
эффективности использования фотохимического
индекса отражения для оценки фотосинтетиче-
ских процессов у растения; в частности, в отли-
чие от анализа ΔPRI, измерение модифицирован-
ных PRI не требует проведения серии измерений
с одного и того же участка растительного покрова
в условиях слабого и более сильного света.

Дополнительно следует отметить, что моди-
фицированные коротковолновые PRI возрастают
при непосредственных стрессовых воздействиях
на световую стадию фотосинтеза (избыточный
свет [55]) и снижаются при неблагоприятных воз-
действиях на темновую стадию (повышенные
температуры, водный и солевой стресс [54, 56]).
Такой результат хорошо согласуется с работами
других авторов [61], показывающих связь моди-
фицированного коротковолнового PRI с макси-
мальной скоростью фотосинтетического карбок-
силирования, и открывает потенциальную воз-
можность использования коротковолновых PRI
для идентификаций особенностей действующего
на растения стрессора. 

Следующий подход для повышения эффек-
тивности использования PRI в дистанционном и
проксимальном мониторинге фотосинтеза расте-
ний базируется на одновременном измерении не-
скольких оптических показателей и последую-

Рис. 3. Зависимость величины общего изменения PRI листа гороха после 5 мин освещения красным светом с
интенсивностью 1600 мкмоль·м–2с–1 и вклада быстро и медленно релаксирующих компонент изменения от
измерительной длины волны, используемой при расчете фотохимического индекса отражения. Рисунок построен на

основании результатов работы [55]. Типичный и модифицированные PRI рассчитаны как , где Rx –

интенсивность отраженного света на измерительной длине волны x, R570 – интенсивность отраженного света на
опорной длине волны 570 нм. Вклад компонент рассчитывали, как процентную долю от величины общего изменения
PRI. 
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щем применении моделей исследуемого процес-
са, использующих эти показатели [60, 62,  63]. В
частности, разработаны модели, позволяющие
достаточно точно прогнозировать фотосинтети-
ческую ассимиляцию СО2 на основании уравне-
ний, которые включают в себя PRI и интенсив-
ность индуцированной солнечным светом флуо-
ресценции (SIF) [62], или PRI, SIF и
модифицированный NDVI [60]. Учитывая, что
измерения как SIF [64], так и PRI и NDVI [6] мо-
гут осуществляться на значительных расстояниях
от объекта, разработка отмеченных моделей со-
здает базу для развития методов дистанционного
мониторинга фотосинтетических процессов у
растений. 

Еще один путь потенциального повышения
эффективности использования PRI для задач ди-
станционного мониторинга может быть связан с
анализом пространственной неоднородности в
распределении фотохимического индекса отра-
жения. В частности, наши теоретические и экспе-
риментальные результаты, базирующиеся на из-
мерении нециклического потока электронов и
скорости ассимиляции СО2 [65] и на разработке
двумерной модели фотосинтеза в листе [65, 66],
показывают, что действие неблагоприятных фак-
торов (избыточный свет, засуха) может приво-
дить к возрастанию пространственной неодно-
родности интенсивности потока электронов в
масштабе листа [65]. Учитывая связь фотохими-
ческого индекса отражения и фотосинтетических
показателей [14, 19, 20, 27], можно ожидать, что
воздействие стрессоров должно приводить к воз-
растанию пространственной неоднородности
PRI; т.е. такая неоднородность может, потенци-
ально, быть использована в качестве дополни-
тельного показателя для дистанционного и прок-
симального мониторинга состояния растений.
Однако, такая возможность требует дальнейших
экспериментальных и теоретических исследо-
ваний. 

Таким образом, несмотря на ряд ограничений,
сопровождающих измерение и интерпретацию
PRI, в настоящее время разрабатываются подхо-
ды, которые могут быть использованы для по-
вышения эффективности использования фото-
химического индекса отражения в качестве
инструмента проксимального и дистанционного
мониторинга состояния растений (подсветка
объектов импульсами измерительного света, ис-
следование светоиндуцированных изменений
PRI, анализ модифицированных вариантов ин-
декса, разработка комбинированных моделей,
опирающихся на PRI и другие оптические пока-
затели, и, возможно, изучение неоднородности
его пространственного распределения).

АНАЛИЗ ВОЗМОЖНОСТИ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ RGB-ИМИДЖИНГА
ДЛЯ ОЦЕНКИ ФОТОХИМИЧЕСКОГО 

ИНДЕКСА ОТРАЖЕНИЯ
Для измерения фотохимического индекса от-

ражения требуются достаточно сложные техниче-
ские системы, имеющие высокую себестоимость
(в частности, мульти- или гиперспектральные ка-
меры [6, 67]), что создает дополнительные огра-
ничения для использования PRI при решении
прикладных (экологический мониторинг, сель-
ское хозяйство) и фундаментальных задач. С дру-
гой стороны, в настоящее время все более широ-
кое применение получает RGB-имиджинг, опи-
рающийся на использование относительно
недорогих и технически простых цветных камер
[68, 69]. В частности, такой имиджинг применя-
ется для идентификации растений конкретных
видов, для детектирования их болезней, для
оценки содержания фотосинтетических пигмен-
тов и азота, для определения водного статуса и
для решения ряда других задач. Несмотря на то,
что в настоящее время, по-видимому, отсутству-
ют работы, посвященные оценке PRI на основа-
нии показателей RGB-имиджинга, анализ имею-
щихся предпосылок для разработки методов та-
кой оценки имеет большую практическую
значимость. В частности, даже приблизительное
определение фотохимического индекса отраже-
ния с использованием обычной цветной камеры
может многократно повысить доступность этого
метода дистанционного мониторинга состояния
растений для пользователей. 

Исследования, показывающие возможность
реконструкции спектров отражения растений на
основании их цветных изображений [70–72], яв-
ляются наиболее важным аргументом в пользу
принципиальной реализуемости оценки PRI с
использованием RGB-имиджинга. Так, в работе
[72] показано, что реконструированные на осно-
вании цветных изображений спектры отражения
листьев гинкго, могут быть очень близки к непо-
средственно измеренным спектрам отражения и
позволяют рассчитать распределение концентра-
ции хлорофиллов по листу; работа [70] показыва-
ет близкую эффективность выявления болезней
кукурузы на основании измеренного и рекон-
струированного из цветных изображений спек-
тров отражения. Следует отметить, что в настоя-
щее время существует значительное число мето-
дов такой реконструкции, которые могут быть
разделены на две большие группы [67]: статисти-
ческие (априорные) методы, базирующиеся на
комбинировании заранее принятых базовых
спектров, и методы, базирующиеся на глубоком
обучении и анализе получаемых первично дан-
ных. Считается, что вторая группа методов более
эффективна для реконструкции спектров отра-
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жения [67], однако в некоторых работах показана
близкая эффективность обоих подходов [73, 74]. 

В то же время существуют факторы, которые
могут препятствовать расчету PRI на основании
такой реконструкции и его последующему анали-
зу. Прежде всего, это низкая величина изменений
PRI при действии стрессоров [14, 18–20, 27, 28, 31,
48], которая означает, что даже небольшая ошиб-
ка спектра, возникающая при его реконструкции
из цветного изображения, может оказать значи-
тельное искажающeе влияние на PRI. Другим
фактором является высокий уровень ошибки ре-
конструированного спектра отражения листа в
области 530–570 нм (в частности, на измеритель-
ной длине волны 530 нм такая ошибка составляет
около 10% от величины коэффициента отраже-
ния) [72], т.е. в спектральной области, которая
используется для расчета типичного PRI [18, 19,
21, 22, 29]. 

Таким образом, вопрос о возможности оценки
PRI на основании цветных изображений остается
открытым. Можно ожидать, что дальнейшие экс-
периментальные и теоретические исследования
подтвердят или опровергнут такую возможность. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты обзора литературы показывают,

что фотохимический индекс отражения (PRI) об-
ладает значительным потенциалом для прокси-
мального и дистанционного мониторинга фото-
синтетических процессов растений и является
крайне перспективным методом благодаря его
высокой чувствительности как к быстрым, так и к
медленным стрессовым изменениям фотосинте-
тического аппарата. 

В то же время малая величина изменений PRI
при действии стрессоров и комплексный харак-
тер механизмов таких изменений создают опре-
деленные ограничения для его использования.
Применение импульсов измерительного света
при регистрации индекса, анализ светоиндуци-
рованных изменений PRI и его модификаций со
сдвигом измерительной длины волны, разработ-
ка математических моделей, опирающихся одно-
временно на PRI и другие оптические показате-
ли, и, возможно, анализ параметров простран-
ственной неоднородности фотохимического
индекса отражения позволяют минимизировать
ограничения использования PRI для дистанци-
онного и проксимального мониторинга состоя-
ния растений. 

Однако более полная реализация потенциала
использования PRI требует дальнейшего совер-
шенствования методов измерения и расчета, а
также развития подходов к его анализу. В частно-
сти, крайне интересным представляется поиск
методов оценки PRI на основании простого

RGB-имиджинга (имиджинга с использованием
цветных камер); в случае успешной разработки
таких методов они могли бы многократно упро-
стить измерения фотохимического индекса отра-
жения и расширить его применение при решении
прикладных и фундаментальных задач. 
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 Measurements of Photochemical Reflectance Index as a Tool for Remote Monitoring 
of Photosynthetic Parameters of Plants

 Yu.A. Zolin*, E.M. Sukhova*, and V.S. Sukhov*

*Institute of Biology and Biomedicine, N.I. Lobachevsky State University, prosp. Gagarina 23, Nizhny Novgorod, 603022 Russia

The development of remote and proximal sensing techniques for early detection of photosynthetic responses
under action of stressors is an important agricultural and environmental task. The photochemical reflectance
index (PRI), typically calculated on the basis of the reflected light at 531 and 570 nm, is potentially sensitive
to rapid changes in photosynthesis under unfavorable conditions. Mechanisms of PRI changes are thought to
include chloroplast shrinkage and aggregation of light-harvesting complexes, transitions in the xanthophyll
cycle, and changes in chlorophyll and carotenoid concentrations, making PRI difficult to be applied for mon-
itoring plant health. Light measurement, the study of light-induced changes in PRI, and the analysis of mod-
ified PRIs are the ways for improving the efficiency of the application of PRI.  Other ways may also favor im-
provement of the efficiency (for example, the development of methods of PRI estimation based on RGB im-
aging). The development of PRI measurement and analysis techniques holds significant promise for
monitoring photosynthetic responses of plants to stressed environments.

Keywords: photochemical reflectance index, PRI, photosynthesis, remote monitoring, proximal monitoring, ad-
verse factors 
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Природные стресс-факторы могут приводить к потере урожая, но при их локальном действии
происходит распространение стрессовых сигналов, модифицирующих физиологическое состояние
и повышающих устойчивость растений. Цель работы – исследование влияния комбинации
локальных факторов на показатели водного обмена при поливе и засухе. Пшеницу выращивали в
вегетационной комнате, засуху создавали прекращением полива. Для оценки водного обмена
применяли модифицированный индекс проводимости устьиц, измеренный тепловизором,
величины водной проводимости листа и относительного содержания воды в листьях. Было
показано, что индекс проводимости снижался при засухе и имел сильную корреляцию с водным
статусом растения (R > 0.7, p < 0.05). При поливе комбинированное воздействие приводило к
снижению индекса проводимости по сравнению с вариантом без стимуляции, ответ уменьшался с
увеличением расстояния от зоны стимуляции. Почвенная засуха снижала амплитуду изменений
индекса проводимости. Локальное действие только нагрева или только освещения не вызывало его
изменений. Результаты показывают, что локальное действие комбинации нагрева и освещения
вызывает стрессовые сигналы, снижающие водный обмен пшеницы. Потенциально такие сигналы
могут иметь электрическую природу, однако отсутствие изменений индекса проводимости при
засухе и действии только нагрева не подтверждают эту гипотезу. 

Ключевые слова: локальный нагрев; локальное освещение; стрессовые сигналы; модифицированный
индекс проводимости устьиц; засуха; пшеница. 
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Воздействие на растение стрессоров абиотиче-
ского и биотического характера является одной
из ключевых проблем в сфере сельского хозяй-
ства, поскольку может приводить к гибели расте-
ний, а также к снижению количества и качества
урожая. Одним из наиболее значимых абиотиче-
ских стрессоров является почвенная засуха, кото-
рая приводит к возникновению водного дефици-
та у растений [1–3].

Для оценки минимизации ущерба от засухи
выделяют два направления исследований. Во-
первых, развитие методов дистанционного мони-
торинга [4], в частности, одним из перспектив-

ных методов является тепловидение [5, 6], кото-
рое используется для расчета модифицированно-
го индекса проводимости устьиц (modified index
of stomatal conductance, mIg) и для последующей
оценки пространственного распределения транс-
пирационного процесса. Во-вторых, активно раз-
виваются методы, обеспечивающие сохранение
продуктивности растений в засушливых услови-
ях, включая получение новых засухоустойчивых
линий и сортов, а также экстренные и длительные
защитные меры сохранения растений с помощью
орошения и обработки регуляторными соедине-
ниями [2, 3, 7]. 

В настоящее время идет активный поиск и вы-
явление естественных механизмов, обеспечиваю-
щих сохранение продуктивности растений при
почвенной засухе, такие механизмы могут стать
основой для развития методов повышения засу-
хоустойчивости растений [8, 9]. 

Сокращения: mIg – модифицированный индекс проводи-
мости устьиц, RWC – относительное содержание воды,
G – проводимость устьиц листа, Tleaf – температура листа,
TD – температура сухой поверхности, TW – температура
смоченной поверхности, R2 – коэффициент детермина-
ции, R – коэффициент корреляции.

УДК 577.35, 581.1, 58.032
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Потенциально, в качестве такого механизма
могут быть использованы дистанционные сигна-
лы, способные у высших растений распростра-
няться на дальние расстояния от места воздей-
ствия [10–12]. Характерным примером дистанци-
онных сигналов растений могут служить
электрические сигналы – потенциал действия и
вариабельный потенциал, генерирующиеся по
типу деполяризации, и системный потенциал, ге-
нерирующийся по типу гиперполяризации [13,
14]. Они генерируются при локальном действии
стрессоров различной природы и, распространя-
ясь, вызывают физиологический ответ, включаю-
щий в себя экспрессию защитных генов, измене-
ние фотосинтеза и транспирации и другие ответы
[12–14], а итоговые физиологические изменения,
по-видимому, направлены на повышение устой-
чивости растений к действию стрессоров [12]. 

Известно, что дистанционные сигналы, в том
числе и электрической природы, могут генериро-
ваться при умеренных воздействиях [15–17], ха-
рактерных для естественных условий, например,
имеются данные о том, что локальное освещение
способно вызывать распространяющиеся элек-
трические сигналы, в частности, потенциалы
действия [18]. Распространяясь по растению, та-
кие сигналы либо одиночно, либо в комбинации
с другими стрессовыми сигналами (гидравличе-
скими и химическими) могут участвовать в повы-
шении устойчивости растений к почвенной за-
сухе.

Таким образом, целью настоящей работы ста-
ло исследование влияния комбинации локально-
го умеренного нагрева и освещения на показате-
ли водного обмена интактных частей пшеницы
(Triticum aestivum L.) в условиях полива и засухи.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В качестве объекта исследования
использовали мягкую яровую пшеницу (Triticum
aestivum L., сорт «Дарья»). Растения выращивали
в вегетационной комнате при температуре около
24°С и 16-часовом световом режиме. Выращива-
ние производили на универсальном грунте в
горшках по 4 растения. Эксперимент начинали
при достижении растениями возраста 13–14 суток
(стадия четырех листьев). Полив контрольных
растений проводили через день, индукцию засухи
осуществляли прекращением полива на 7 суток
(умеренная почвенная засуха). Пшеница являет-
ся широко распространенным сельскохозяй-
ственным растением, часто подвергающимся за-
сухе в природных условиях, поэтому она была вы-
брана в качестве объекта для анализа.

Умеренное стрессовое воздействие на растение. В
соответствии с нашими предыдущими работами
локальные умеренные стимулы, характерные для

природных условий, способны приводить к рас-
пространению по растению дистанционных сиг-
налов [16] и вызывать изменения фотосинтетиче-
ских процессов [17]. Поэтому в качестве локально-
го стимула была выбрана комбинация нагрева и
действия освещения с высокой интенсивностью
на кончик листа, так как именно эти факторы на-
блюдаются при развитии почвенной засухи в усло-
виях жаркой и солнечной погоды (рис. 1). Для ге-
нерации дистанционных сигналов проводили од-
новременное воздействие на лист растения света
(540 мкмоль м–1с–1, синий свет [19]) в течение 10
мин и нагрева (~ 40°С), который действовал на
растение до конца эксперимента. Интенсивность
освещения оценивали с помощью измерителя све-
тового потока PM100D (Thorlabs, США). Нагрев
осуществляли при помощи элемента Пельтье, си-
ний свет (λmax = 460 нм) локально освещал неболь-
шой участок листа при помощи светодиода, за-
крепленного в непрозрачной трубке (диаметр се-
чения 1 см). Стимуляция проводилась после 1 ч
адаптации растения.

Оценка относительного содержания воды в рас-
тении и водной проводимости листа. Относитель-
ное содержание воды (RWC) определяли для всех
растений в горшке и оценивали как отношение
разницы сырого и сухого веса к сырому весу рас-
тений, сухой вес измерялся после 2 ч просушива-
ния в термостате при 100°C. Водную проводи-
мость листа (G) определяли с использованием
инфракрасного газоанализатора GFS-3000 (Heinz
Walz GmbH, Германия), исследование проводили
на двух растениях из каждого горшка. При анали-
зе использовали по 6 (анализ RWC) или 7 (анализ
G) горшков растений, подверженных засухе
(опыт), и по 3 горшка в условиях регулярного по-
лива растений (контроль).

Оценка процессов водного обмена с использова-
нием тепловизора. Для ускоренной оценки содер-
жания воды и интенсивности транспирации был
использован тепловизор testo 885-2 (Testo SE &
Co. KGaA, Германия) (рис. 1), позволяющий оце-
нить пространственное распределение исследуе-
мых показателей. При этом путем сопоставления
температуры растения с температурами влажной
и сухой калибровочных поверхностей рассчиты-
вали модифицированный индекс проводимости
устьиц mIg по формуле (1): 

(1)

где Tleaf, TD и TW – температура листа, сухой и
смоченной поверхности. 

Такой индекс базировался на индексе прово-
димости устьиц из работ [5, 6], но был модифици-
рован, чтобы его изменения варьировали в
пределах от 0 до 1. При анализе использовали по
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6–7 горшков растений в разных сериях экспери-
мента, подверженных засухе, и по 3 горшка кон-
трольных растений. В каждом горшке измеряли
температуру 10 листьев. Листья, подверженные
воздействию стрессоров, и листья без стимуля-
ции измеряли одновременно, для анализа ис-
пользовали изменения mIg по отношению к уров-
ню до воздействия. Измерения осуществляли в
течение 15 мин перед стимуляцией и 45 мин после
стимуляции в условиях белого актиничного света
с интенсивностью 456 мкмоль м–2с–1.

Статистическая обработка результатов. Биоло-
гическая повторность экспериментов составляла
в различных вариантах 8–12 растений. Рассчиты-
вали средние значения и стандартные отклоне-
ния среднего исследованных величин, был про-
веден корреляционный анализ. Для оценки ста-
тистической значимости всех выявленных
различий применяли t-критерий Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Применимость модифицированного индекса
проводимости устьиц для оценки динамики показа-
телей водного обмена. Рис. 2а показывает, что на
7-е сутки после прекращения полива (умеренная
почвенная засуха) относительное содержание во-
ды снижалось по сравнению с контролем (90 и
93% для опыта и контроля соответственно). Вод-
ная проводимость листа (рис. 2б) в условиях по-
лива у контрольных растений составляла

65 ммоль м–2с–1. На 7-е сутки после прекраще-
ния полива различия между опытом и контролем
имели статистически значимый характер, водная
проводимость листа опытных растений составля-
ла около 39 ммоль м–2с–1. 

Таким образом, полученные результаты пока-
зывают, что умеренная почвенная засуха (7 суток
без полива) вызывает снижение содержания воды
в листьях и уменьшение проводимости устьиц. 

Далее для анализа применимости тепловизи-
онного метода к оценке процессов водного обме-
на растений модифицированный индекс прово-
димости устьиц (mIg) измеряли в контроле (при
систематическом поливе) и при почвенной засухе
и анализировали связь mIg с исследованными по-
казателями водного обмена. Было показано
(рис. 2в), что индекс mIg достоверно снижается
при почвенной засухе по сравнению с контролем,
на 7-е сутки засухи такое снижение составило бо-
лее 50%. 

Анализ связи модифицированного индекса
проводимости устьиц с содержанием воды в рас-
тении, проведенный по опытным и контрольным
значениям, показал высокую достоверную ли-
нейную корреляцию (R = 0.82, p < 0.05) (рис. 3а).
Важно отметить, что значительные изменения
mIg наблюдались при очень малых сдвигах RWC
(около 3%). Это показывает высокую чувстви-
тельность модифицированного индекса проводи-
мости устьиц к содержанию воды в листе и пока-

Рис. 1. Схема основных экспериментов по анализу влияния комбинации локальных нагрева и освещения на
параметры фотосинтеза и модифицированный индекс проводимости устьиц у растений пшеницы. 
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зывает возможность его использования для выяв-
ления даже небольших изменений RWC. 

Анализ связи модифицированного индекса
проводимости устьиц с водной проводимостью
устьиц, проведенный по опытным и контроль-
ным значениям, показал высокую достоверную
линейную корреляцию (R = 0.72, p < 0.05)
(рис. 3б). Полученный результат показывает воз-
можность использования mIg для оценки еще од-
ного ключевого показателя водного обмена –
водной проводимости устьиц. 

Таким образом, полученные результаты пока-
зывают, что mIg статистически значимо линейно
связан с изменениями относительного содержа-

ния воды и водной проводимости устьиц у расте-
ний пшеницы. При этом снижение mIg показы-
вает уменьшение таких показателей, а увеличе-
ние mIg – возрастание. Полученные результаты
позволяют использовать mIg для оценки показа-
телей водного обмена листьев пшеницы (RWC и
G), включая оценку пространственного распре-
деления этих показателей. 

Влияние комбинации локального умеренного на-
грева и освещения на модифицированный индекс
проводимости устьиц в интактных частях листа
пшеницы при поливе и умеренной засухе. Далее бы-
ло исследовано комбинированное локальное
действие нагрева (до 40°C) и освещения (синий

Рис. 2. Влияние умеренной почвенной засухи (7 сут) на относительное содержание воды в растении (а), водную
проводимость листа (б) и модифицированный индекс проводимости устьиц (в) листьев пшеницы. * – Различия между
опытом (7 сут засухи) и контролем (полив) имели статистически значимый характер (p < 0.05). 

Рис. 3. Диаграммы рассеяния между модифицированным индексом проводимости устьиц и относительным
содержанием воды в растении (а) и водной проводимостью листа (б), построенные для опыта (после 7 сут засухи) и
контроля (полив), каждая точка показывает усредненные значения по отдельному горшку. R2 и R – коэффициенты
детерминации и корреляции.
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свет, 540 мкмоль м–1с–1) кончика листа пшеницы
на величину mIg в интактных частях этого листа.
Ранее было показано, что такая стимуляция спо-
собна приводить к распространению по растению
дистанционных сигналов [16] и вызывать измене-
ния фотосинтетических процессов [17]. Можно
предположить, что такое воздействие способно
индуцировать изменения показателей водного
обмена листа пшеницы в его интактных частях. 

Анализ модифицированного индекса прово-
димости устьиц показал, что при локальном воз-

действии света и нагрева происходит снижение
mIg в интактных частях растения. Выявленный
ответ продолжался не менее 45 мин (рис. 4). При
этом амплитуда эффекта уменьшалась с увеличе-
нием расстояния от зоны стимуляции, однако не-
большой эффект сохранялся даже на максималь-
ном исследованном расстоянии (11 см). 

При умеренной почвенной засухе (7 суток без
полива) при совместном действии локального
освещения и нагрева достоверных изменений мо-
дифицированного индекса устьичной проводи-
мости не наблюдалось (рис. 5). Важно отметить,

Рис. 4. Влияние локального нагрева и освещения кончика листа на модифицированный индекс проводимости устьиц
листа пшеницы на расстоянии 3 см (а), 5 см (б), 7 см (в), 9 см (г) и 11 см (д) от зоны воздействия стрессоров (n = 12).
Листья, подверженные воздействию стрессоров, и листья без стимуляции измеряли одновременно. Для анализа
использовали изменения mIg по отношению к уровню до воздействия. Стрелкой показан момент начала стимуляции. 
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что исследованная умеренная почвенная засуха
вызывает значительное снижение амплитуды вы-
званных локальным комбинированным воздей-
ствием изменений mIg. Такой результат показы-
вает значительное влияние умеренной почвенной
засухи на вызванные локальными стимулами от-
веты водного обмена.

Анализ влияния действия только локального
освещения или только локального нагрева на моди-
фицированный индекс проводимости устьиц. Ранее
было показано [16], что локальный нагрев вызы-

вал дистанционные электрические сигналы,
близкие к сигналам, возникающим при комбина-
ции освещения и нагрева, напротив, локальное
освещение вызывало гиперполяризационные
сигналы со значительно меньшей амплитудой.
Вследствие этого следующим этапом работы стал
анализ изменений, модифицированного индекса
устьичной проводимости отдельно при стимуля-
ции в виде локального освещения или в виде ло-
кального нагрева. 

Рис. 5. Влияние локального нагрева и освещения кончика листа на модифицированный индекс проводимости устьиц
листа пшеницы на расстоянии 3 см (а), 5 см (б), 7 см (в), 9 см (г) и 11 см (д) от зоны воздействия стрессоров в условиях
семисуточной засухи (n = 12). Листья, подверженные воздействию стрессоров, и листья без стимуляции измеряли
одновременно. Для анализа использовали изменения mIg по отношению к уровню до воздействия. Стрелкой показан
момент начала стимуляции.
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Исследование ответов транспирации показа-
ло, что локальное освещение не вызывало стати-
стически значимых изменений mIg (рис. 6), более
того, отсутствовала даже тенденция к появлению
различий между вариантами со стимуляцией и
без нее. 

Отдельное действие локального нагрева также
слабо влияло на модифицированный индекс
устьичной проводимости (рис. 7). Наблюдалось

лишь небольшое снижение mIg, которое не име-
ло статистически значимого характера. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные в ходе текущего исследования ре-
зультаты можно разделить на две группы, вклю-
чая 1) – оценку связи модифицированного ин-
декса проводимости устьиц (mIg) с содержанием
воды и проводимостью устьиц; 2) – исследование

Рис. 6. Влияние локального освещения кончика листа на модифицированный индекс проводимости устьиц листа
пшеницы на расстоянии 3 см (а), 5 см (б), 7 см (в), 9 см (г) и 11 см (д) от зоны воздействия стрессора (n = 8). Для
индукции сигналов использовали только локальное освещение (540 мкмоль·м–1с–1, синий свет), которое действовало
в течение 10 мин. Листья, подверженные воздействию стрессора, и листья без стимуляции измеряли одновременно.
Для анализа использовали изменения mIg по отношению к уровню до воздействия. Стрелкой показан момент начала
стимуляции.



622

БИОФИЗИКА  том 69  № 3  2024

ПОПОВА и др.

влияния локального воздействия стрессоров на
изменения проводимости устьиц на разных рас-
стояниях от стрессированной зоны. 

Наши эксперименты показали, что mIg имеет
положительную корреляцию (R > 0.7, p < 0.05) с
величинами относительного содержания воды в
листьях (рис. 3а) и их водной проводимости (рис.
3б), т.е. снижение mIg свидетельствует об умень-
шении RWC и G. Отдельно следует отметить вы-

сокую чувствительность mIg к изменениям отно-
сительного содержания воды, так как значитель-
ное уменьшение такого индекса наблюдается при
изменениях RWC в пределах 3%. Такие результа-
ты хорошо согласуются с литературными данны-
ми [5, 6] и показывают, что mIg, рассчитываемый
на основании температуры листа, сухого и влаж-
ного стандартов, может быть использован для ди-
станционной оценки проводимости устьиц ли-
стьев растений. 

Рис. 7. Влияние локального нагрева кончика листа на модифицированный индекс проводимости устьиц листа
пшеницы на расстоянии 3 см (а), 5 см (б), 7 см (в), 9 см (г) и 11 см (д) от зоны воздействия стрессора (n = 8). Для
индукции сигналов использовали только нагрев до конечной температуры, равный приблизительно 40°С, тепловое
воздействие на растение продолжалось до конца эксперимента. Листья, подверженные воздействию стрессора, и
листья без стимуляции измеряли одновременно. Для анализа использовали изменения mIg по отношению к уровню
до воздействия. Стрелкой показан момент начала стимуляции.
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Следует отметить, что вызванное локальным
действием умеренного нагрева и освещения сни-
жение проводимости устьиц, которое хорошо со-
гласуется с литературой [20], представляется бо-
лее вероятным механизмом уменьшения mIg. С
другой стороны, представляется маловероятным,
что при локальном действии умеренного нагрева
и освещения за 45 мин измерения происходит
снижение RWC на 2–3% (потребовалась неделя
отсутствия полива, чтобы уменьшить относи-
тельное содержание воды на 3%). С другой сторо-
ны, закрытие устьиц может приводить к умень-
шению транспорта воды из корня в лист, что, воз-
можно, достаточно быстро снижает RWC. 

Наши данные показывают, что комбиниро-
ванное локальное воздействие света и нагрева
вызывало более сильные изменения модифици-
рованного индекса проводимости устьиц по срав-
нению с вариантом без стимуляции (рис. 4). В
случае воздействия света или нагрева по отдель-
ности такого эффекта не наблюдалось (рис. 6, 7).
Интересно, что при умеренной засухе (7 суток)
эффект комбинированного воздействия света и
нагрева исчезал (рис. 5). В нашей предыдущей ра-
боте [17] было показано, что комбинированное
локальное воздействие света и нагрева вызывало
изменение фотосинтеза на расстоянии от места
стимуляции (возрастание нефотохимического ту-
шения флуоресценции хлорофилла, снижение
квантового выхода фотохимических реакций фо-
тосистемы II); также этот эффект сохранялся в
условиях воздействия умеренной засухи. Локаль-
ное воздействие нагрева вызывало схожий ответ
фотосинтеза на расстоянии от места стимуляции,
как и комбинированное локальное воздействие.
Напротив, локальное освещение такого влияния
на растения не оказывало. В соответствии с вы-
двинутой нами ранее гипотезой, локальное ком-
бинированное воздействие умеренного нагрева и
освещения или отдельный умеренный нагрев вы-
зывает появление гидравлической волны, кото-
рая индуцирует электрические сигналы [16, 21].
При этом основным индуктором реакции являет-
ся локальное нагревание. Распространение элек-
трических сигналов модифицирует активность
фотосинтеза [17], что подтверждается сходными
изменениями электрических сигналов и фото-
синтетических ответов при различных экспери-
ментальных условиях (различные стимулы, нали-
чие или отсутствие засухи). 

Полученные в текущей работе результаты по-
казали, что комбинированное воздействие сти-
мулов было необходимо для изменения активно-
сти устьиц, однако по отдельности они не оказы-
вали влияния. Это является интересным

эффектом, требующим дальнейшего исследова-
ния природы стрессовых сигналов, влияющих на
проводимость устьиц; однако, такой результат
является скорее аргументом против непосред-
ственного участия электрических сигналов в раз-
витии транспирационного ответа, так как элек-
трические сигналы формируются и при отдель-
ном действии локального нагрева. 

Еще одним важным результатом является от-
сутствие ответов устьиц на комбинированное
действие нагрева и освещения в условиях умерен-
ной засухи (электрические сигналы в этих усло-
виях также распространяются, и фотосинтетиче-
ские ответы развиваются [17]). Однако этот эф-
фект может быть результатом низкого исходного
уровня проводимости устьиц в условиях засухи; в
этом случае стимуляция растения и распростра-
нение сигналов могли не оказывать заметного
влияния на проводимость устьиц вследствие их
исходной закрытости. 

Стоит отметить, что вызванное локальным
воздействием света и нагрева изменение mIg
(рис. 4) в интактной зоне было принципиально
похоже на ответы транспирации, вызванные ва-
риабельным потенциалом при стимуляции расте-
ний экстремальными раздражителями (ожог,
нагрев до 55–60°C) [20, 22]. Также особенности
фотосинтетических ответов, вызванных гиперпо-
ляризационными сигналами [17, 21], согласуются
с фотосинтетическими ответами, которые пока-
заны в ряде работ, посвященных исследованию
вызванных ожогом электрических сигналов [23,
24].

Таким образом, полученные в данном иссле-
довании результаты показывают меньшую взаи-
мосвязь между электрическими сигналами и
изменениями водного обмена, нежели с измене-
ниями фотосинтеза. Такой результат также соот-
ветствует отдельным работам, выполненным с
использованием стандартных стимулов (ожог)
для индукции электрических сигналов [25], кото-
рые показывают, что изменения водного обмена
могут быть не связаны с распространением элек-
трических сигналов.

Из литературы известно, что дистанционные
стрессовые сигналы могут иметь различные меха-
низмы и тесно взаимосвязаны друг с другом. В
частности, распространение электрических сиг-
налов происходит совместно с передачей волн
АФК и Ca2+ [26], продукцией стрессовых фито-
гормонов [27], с распространением гидравличе-
ских волн [28] или с передачей комбинированно-
го гидравлического и химического сигналов [29,
30]. Учитывая отмеченное, можно предположить,
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что выявленный ответ модифицированного ин-
декса проводимости устьиц связан именно с гид-
равлическими сигналами, распространяющими-
ся по растению, так как такие сигналы могут, по-
видимому, влиять на открытость устьиц в листьях
и, как следствие на транспирацию [25]. В свою
очередь, вследствие связи гидравлического и
электрического сигналов (см., например, работу
[28]) это предположение объясняет сходство рас-
пределения изменений водного обмена с пара-
метрами распространения электрических сигна-
лов по растению. Такая гипотеза также согласует-
ся с данными о том, что изменение давления,
которое может индуцировать распространение
гидравлической волны к интактным частям ли-
ста, тесно связано с электрическими сигналами
[21]. 

В целом полученные результаты показывают,
что локальное действие умеренных стрессоров
(комбинация нагрева и освещения) приводит к
снижению параметров водного обмена (mIg и,
возможно, RWC) на расстоянии от зоны воздей-
ствия. При этом по отдельности локальный на-
грев или освещение не оказывали такого эффек-
та. Нами было предположено, что выявленный
эффект связан скорее с гидравлическими, нежели
c электрическими сигналами. Кроме того, в усло-
виях умеренной засухи влияние комбинации на-
грева и света на mIg в интактных зонах также ис-
чезало, что связано с закрытостью устьиц.

ВЫВОДЫ
Результаты наших исследований можно разде-

лить на две группы. К первой группе можно отне-
сти связь модифицированного индекса проводи-
мости устьиц на основе тепловизионных измере-
ний с водной проводимостью устьиц и
относительным содержанием воды. Этот резуль-
тат хорошо согласуется с литературными дан-
ными. 

В рамках второй группы результатов, было
впервые показано, что локальное действие ком-
бинации умеренного нагрева и освещения приво-
дило к снижению параметров водного обмена
(mIg и, возможно, RWC) на расстоянии от места
стимуляции. Однако действие только локального
нагрева или света такого эффекта не вызвало. Вы-
явленный ответ был вероятно слабо связан с рас-
пространением электрических сигналов, участие
гидравлических сигналов в его индукции пред-
ставляется более вероятным. Также важным ре-
зультатом является то, что влияние комбиниро-
ванного воздействия нагрева и света на проводи-
мость устьиц исчезало в условиях засухи, что, по-
видимому, связано с их исходной закрытостью в
этих условиях.

ВКЛАД АВТОРОВ 
Все авторы участвовали в формулировке кон-

цепции статьи, подготовке материала и написа-
нии черновика статьи. Л.М. Юдина осуществляла
итоговое редактирование текста статьи. 

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ
Исследование выполнено при финансовой

поддержке Российского научного фонда (проект
№ 21-74-10088).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы заявляют об отсутствии конфликта

интересов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Настоящая статья не содержит каких-либо ис-

следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследования.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Daryanto S., Wang L., and Jacinthe P. A. Global syn-

thesis of drought effects on maize and wheat produc-
tion. PLoS One, 11 (5), e0156362 (2016). DOI:
10.1371/journal.pone.0156362

2. Khan S., Anwar S., Yu S., Sun M., Yang Z., and
Gao Z. Q. Development of drought-tolerant transgenic
wheat: Achievements and limitations. Int. J. Mol. Sci.,
20 (13), 3350 (2019). DOI: 10.3390/ijms20133350

3. Sallam A., Alqudah A. M, Dawood M. F. A., Baenziger
P. S., and Börner A. Drought stress tolerance in wheat
and barley: Advances in physiology, breeding and ge-
netics research. Int. J. Mol. Sci., 20 (13), 3137 (2019).
DOI: 10.3390/ijms20133137

4. Kior A., Sukhov V., and Sukhova E. Application of re-
flectance indices for remote sensing of plants and re-
vealing actions of stressors. Photonics, 8 (12), 582
(2021). DOI: 10.3390/photonics8120582

5. Jones H. G. Use of infrared thermometry for estimation
of stomatal conductance as a possible aid to irrigation
scheduling. Agricultural Forest Meteorol., 95 (3), 139–
149 (1999). DOI: https://doi.org/10.1016/S0168-
1923(99)00030-1

6. Jones H. G., Serraj R., Loveys B. R., Xiong L., Whea-
ton A., and Price A. H. Thermal infrared imaging of
crop canopies for the remote diagnosis and quantifica-
tion of plant responses to water stress in the field. Funct.
Plant Biol., 36 (11), 978–989 (2009). DOI:
10.1071/fp09123

7. Helander J. D.,Vaidya A. S., and Cutler S. R. Chemical
manipulation of plant water use. Bioorg. Med. Chem.,
24 (3), 493–500 (2016). DOI: 10.1016/
j.bmc.2015.11.010

8. Tardieu F., Simonneau T., and Muller B. The physio-
logical basis of drought tolerance in crop plants: A sce-



БИОФИЗИКА  том 69  № 3  2024

ВЛИЯНИЕ КОМБИНАЦИИ ЛОКАЛЬНОГО УМЕРЕННОГО НАГРЕВА 625

nario-dependent probabilistic approach. Annu.
Rev. Plant Biol., 69, 733–759 (2018). DOI: 10.1146/
annurev-arplant-042817-040218

9. Priya M., Dhanker O. P., Siddique K. H. M., Hanu-
mantha Rao B., Nair R. M., and Pandey S. Drought
and heat stress-related proteins: an update about their
functional relevance in imparting stress tolerance in ag-
ricultural crops. Theor. Appl. Genet., 132 (6), 1607–
1638 (2019). DOI: 10.1007/s00122-019-03331-2

10. Shah J. and Zeier J. Long-distance communication and
signal amplification in systemic acquired resistance.
Front. Plant Sci., 4, 30 (2013). DOI: 10.3389/
fpls.2013.00030

11. Huber A. E. and Bauerle T. L. Long-distance plant sig-
naling pathways in response to multiple stressors: The
gap in knowledge. J. Exp. Bot., 67 (7), 2063–2079
(2016). DOI: 10.1093/jxb/erw099

12. Sukhov V., Sukhova E., and Vodeneev V. Long-dis-
tance electrical signals as a link between the local action
of stressors and the systemic physiological responses in
higher plants. Prog. Biophys. Mol. Biol., 146, 63–84
(2019). DOI: 10.1016/j.pbiomolbio.2018.11.009

13. Fromm J. and Lautner S., Electrical signals and their
physiological significance in plants. Plant Cell Environ.,
30 (3), 249–257 (2007). DOI: 10.1111/j.1365-
3040.2006.01614.x

14. Sukhov V. Electrical signals as mechanism of photosyn-
thesis regulation in plants. Photosynth. Res., 130 (1–3),
373–387 (2016). DOI: 10.1007/s11120-016-0270-x

15. Szechyńska-Hebda M., Lewandowska M., and
Karpiński S., Electrical signaling, photosynthesis and
systemic acquired acclimation. Front. Physiol., 8, 684
(2017). DOI: 10.3389/fphys.2017.00684

16. Yudina L., Sukhova E., Popova A., Zolin Y.,
Abasheva K., Grebneva K., and Sukhov V. Local action
of moderate heating and illumination induces propaga-
tion of hyperpolarization electrical signals in wheat
plants. Front. Sustainable Food Syst., 6, 1153731 (2023).
DOI: 10.3389/fpls.2023.1153731

17. Yudina L., Sukhova E., Popova A., Zolin Y.,
Abasheva K., Grebneva K., and Sukhov V. Hyperpo-
larization electrical signals induced by local action of
moderate heating influence photosynthetic light reac-
tions in wheat plants. Front. Plant Sci., 14, 1153731
(2023). DOI: 10.3389/fpls.2023.1153731

18. Пикуленко М. М. и Булычев А. А. Запускаемые
светом потенциалы действия и изменения кванто-
вой эффективности фотосистемы II в клетках An-
thoceros. Физиология растений, 52 (5), 660–666
(2005). DOI: 10.1007/s11183-005-0087-5, EDN:
HSGOFJ

19. Szechyńska-Hebda M., Kruk J., Górecka M., Karpińs-
ka B., and Karpiński S. Evidence for light wavelength-
specific photoelectrophysiological signaling and mem-
ory of excess light episodes in Arabidopsis. Plant Cell, 22
(7), 2201–2218 (2010). DOI: 10.1105/tpc.109.069302

20. Sukhov V. and Sukhova E. Analysis of the photosyn-
thetic response induced by variation potential in gerani-

um. Planta, 235 (4), 703–712 (2012). DOI:
10.3390/rs11070810

21. Yudina L., Popova A., Zolin Y., Sukhova E., and Suk-
hov V. Local action of increased pressure induces hy-
perpolarization electrical signals and influences photo-
synthetic light reactions in wheat plants. Plants, 12 (13),
2570 (2023). DOI: 10.3390/plants12132570

22. Hlavácková V., Krchnák P., Naus J., Novák O., Spun-
dová M., and Strnad M. Electrical and chemical signals
involved in short-term systemic photosynthetic re-
sponses of tobacco plants to local burning. Planta, 225
(1), 235–244 (2006). DOI: 10.1007/s00425-006-0325-x

23. Grams T.E., Lautner S., Felle H. H., Matyssek R., and
Fromm J. Heat-induced electrical signals affect cyto-
plasmic and apoplastic pH as well as photosynthesis
during propagation through the maize leaf. Plant Cell
Environ., 32 (4), 319–326 (2009). DOI: 10.1111/j.1365-
3040.2008.01922.x

24. Sukhova E., Mudrilov M., Vodeneev V., and Sukhov V.
Influence of the variation potential on photosynthetic
flows of light energy and electrons in pea. Photosynth
Res., 136 (2), 215–228 (2018). DOI: 10.1007/s11120-
017-0460-1

25. Юдина Л. М., Шерстнева О. Н., Мысягин С. А.,
Воденеев В. А. и Сухов В. С. Влияние локального
повреждения на транспирацию листьев гороха по-
севного при различной влажности воздуха. Физио-
логия растений, 66 (1), 58–65 (2019). DOI:
10.1134/S0015330319010160

26. Miller G., Schlauch K., Tam R., Cortes D.,
Torres M. A. and Shulaev V. The plant NADPH oxi-
dase RBOHD mediates rapid systemic signaling in re-
sponse to diverse stimuli. Sci. Signal., 2 (84), ra45
(2009). DOI: 10.1126/scisignal.2000448

27. Hlavinka J., Nožková-Hlaváčková V., Floková K.,
Novák O., and Nauš J. Jasmonic acid accumulation
and systemic photosynthetic and electrical changes in
locally burned wild type tomato, ABA-deficient sitiens
mutants and sitiens pre-treated by ABA. Plant Physiol
Biochem, 54, 89–96 (2012). DOI: 10.1016/j.plaphy.
2012.02.014

28. Stahlberg R., Cleland R.E., and Van Volkenburgh E.
Slow wave potentials – a propagating electrical signal
unique to higher plants. In Communications in Plants.
Neuronal Aspects of Plant Life, Ed. by F. Baluska,
S. Mancuso, and D. Volkmann, (Berlin, Springer,
2006), pp. 291–308. DOI: 10.1007/978-3-540-28516-
8_20

29. Malone M. Wound-induced hydraulic signals and
stimulus transmission in Mimosa pudica L. New Phytol.,
128 (1), 49–56 (1994). DOI: 10.1111/j.1469-
8137.1994.tb03985.x

30. Vodeneev V., Akinchits E., and Sukhov V., Variation
potential in higher plants: Mechanisms of generation
and propagation. Plant Signal. Behav., 10 (9), e1057365
(2015). DOI: 10.1080/15592324.2015.1057365



626

БИОФИЗИКА  том 69  № 3  2024

ПОПОВА и др.

 The Influence of a Combination of Local Moderate Heating and Lighting 
on the Indicators of Water Metabolism of Intact Parts 

of Wheat Based on Thermal Imaging
 A.Yu. Popova*, Yu.A. Zolin*, V.S. Sukhov*, E.M. Sukhova*, and L.M. Yudina*

Lobachevsky State University of Nizhny Novgorod, prosp. Gagarina, 23, Nizhny Novgorod, 603022 Russia

Natural stress factors can lead to yield loss, but when they act locally, stress signals spread, modifying the
physiological state and enhancing stress resistance in plants. The purpose of the work is to study the influence
of a combination of local factors on indicators of water exchange during irrigation and drought. Wheat was
grown in a grow room; drought stress was induced by stopping watering. The modified index of stomatal con-
ductance measured by a thermal camera, leaf water conductivity, and relative leaf water content were used to
assess water exchange. It was shown that the conductance index decreased under drought and had strong cor-
relation with plant water status parameters (R > 0.7, p < 0.05). When the plants were watered using a combi-
nation of local factors, this led to a decline in the conductance index value versus the one obtained without a
stimulus; the response became weaker with increasing distance from the stimulation zone. Soil drought stress
reduced the amplitude of index changes. Exposure to local heating or lighting separately did not cause chang-
es in the index of stomatal conductance. The results show that a combination of local heating and lighting
stimulates stress signals that reduce water metabolism in wheat. Potentially, such signals may take the form of
the electrical signals; however, the lack of changes in the index of stomatal conductance during drought using
only local heating does not support this hypothesis.

Keywords: local heating; local lighting, stress signals, modified index of stomatal conductance, drought, wheat
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Измерения спектрального состава света на границе фотической зоны в семи прибрежных водоемах,
в разной степени изолированных от моря, на морской акватории и в пресном озере показали, что в
морских и солоноватых водоемах до нее доходит преимущественно зеленый свет, а в озерах c прес-
ным верхним слоем – оранжевый, красный и дальний красный. В меромиктических водоемах фо-
тическая зона была ограничена окрашенной прослойкой воды с массовым развитием фототрофных
микроорганизмов. Их пигментный состав хорошо согласуется со спектральным составом проходя-
щего света. В морских бухтах и лагунах доминировали таксоны, обладающие красными пигмента-
ми: криптофитовые водоросли с фикоэритрином-545, либо пурпурные серные бактерии с кароти-
ноидом океноном, либо коричнево-окрашенные зеленые серные бактерии с изорениератином и
бактериохлорофиллом e. В озерах с пресным верхним слоем воды развивались одноклеточные во-
доросли либо зеленые серные бактерии с хлоробактином и бактериохлорофиллом d. Спектральный
диапазон может служить селективным фактором, определяющим состав сообщества фототрофов со
структурно различными антеннами, но схожими спектрами поглощения света. 

Ключевые слова: меромиктические водоемы, световые условия, цветение водорослей, аноксигенные
фототрофные бактерии, спектры поглощения света, глубинный максимум хлорофилла.

DOI: 10.31857/S0006302924030188,  EDN: OEDMLX

Основу каждой экосистемы составляет пер-
вичная продукция, в большинстве случаев возни-
кающая в результате фотосинтеза. В водных эко-
системах эффективность фотосинтеза зависит от
световых условий, которые обычно оцениваются
как плотность фотонного потока в диапазоне
длин волн от 400 до 700 нм (фотосинтетически ак-
тивная радиация — ФАР). Захват фотонов разных
длин волн обеспечивают различные антенные
комплексы: фикобилисомы, светособирающие

комплексы фотосистем I и II, антенны крипто-
фитовых, FCP-антенны диатомей [1–3]. Они
включают такие пигменты, как хлорофиллы (Хл),
каротиноиды и фикобилины. Водоросли, благо-
даря разнообразию их пигментного состава, мо-
гут занимать экологические ниши с различными
световыми условиями. Различные пигменты из-
бирательно поглощают свет с разными длинами
волн. Однако при анализе факторов среды, от ко-
торых зависит пространственное распределение
и физиологическое состояние водорослей, спек-
тральный состав проходящего света учитывается
редко.

Способностью к фотосинтезу обладают также
многие бактерии, в том числе осуществляющие
фотоокисление сероводорода в анаэробных усло-

Сокращения: ФАР – фотосинтетически активная радиа-
ция, Хл – хлорофилл, РОВ – растворенное органическое
вещество, ХК – хемоклин, ЗСБ – зеленые серные бакте-
рии, ПСБ – пурпурные серные бактерии, ОВП – окисли-
тельно-восстановительный потенциал, Бхл – бактерио-
хлорофилл, Бфео – бактериофеофитин.
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виях с выделением не кислорода, а серы – анок-
сигенные фототрофные бактерии. Некоторые из
них приспособлены к поглощению дальней крас-
ной части за пределами ФАР. Поэтому для харак-
теристики среды обитания и ее пригодности для
первичных продуцентов важно учитывать спек-
тральный состав проходящего света в более ши-
роком диапазоне длин волн.

Для объяснения таксономической структуры и
распределения фототрофных организмов в раз-
личных водоемах, включая моря и пресные воды,
в 2007 г. была предложена и использована идео-
логия цветовых ниш [4]. В зависимости от кон-
центрации растворенного органического веще-
ства (РОВ), которое поглощает коротковолновую
часть спектра света, реализуется одна из пяти
цветовых ниш: фиолетовая, синяя, зеленая, оран-
жевая и красная, дискретность которых связана с
наличием плеч в спектре поглощения света чи-
стой водой, вызванных колебаниями молекул во-
ды. Их существование было подтверждено с по-
мощью математического моделирования в статье,
опубликованной в 2021 г. в журнале «Nature» [5].
В водных акваториях с низким содержанием
РОВ, особенно в тропических районах океана с
очень прозрачной водой, фиолетовая и синяя ча-
сти спектра лучше всего проникают на глубину, в
то время как красная поглощается водой. В райо-
нах с высокой концентрацией РОВ реализуются
длинноволновые цветовые ниши. 

Особенно перспективна концепция цветовых
ниш для объяснения разноцветных прослоек во-
ды в хемоклине меромиктических водоемов. Та-
кие прослойки обнаружены в большинстве при-
брежных меромиктических водоемов, образовав-
шихся путем отделения от Белого моря в
результате поднятия береговой линии [6, 7]. Эти
водоемы состоят из нескольких слоев воды с раз-
ной минерализацией. При изоляции от моря
поверхностный слой воды в них постепенно
опресняется, но в нижней части озерной чаши со-
храняется реликтовая морская вода. Из-за дея-
тельности бактерий-сульфатредукторов в при-
донной зоне накапливается сероводород [8]. В
градиентной зоне между аэробными и анаэроб-
ными условиями, именуемой хемоклином (ХК),
нередко в массе размножается какой-либо вид
фототрофных микроорганизмов из числа водо-
рослей, цианобактерий или фотосинтезирующих
серных бактерий, аналогичный глубинному мак-
симуму хлорофилла [9, 10]. В водоемах, которые
находятся на начальных стадиях изоляции от мо-
ря, окрашенные прослойки имеют, как правило,
красноватые оттенки, а в более изолированных ‒
зеленый цвет.

Цель исследования: охарактеризовать свето-
вые условия в хемоклине прибрежных водоемов,
в разной степени изолированных от моря, и сопо-

ставить пигментный состав фототрофных микро-
организмов, доминирующих в хемоклине, со
спектром проходящего света.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследованные водоемы. Световые условия

изучали в семи водоемах, в разной степени изоли-
рованных от Белого моря, а также на прибрежной
морской акватории и в пресном озере. Все водое-
мы расположены на Карельском берегу Белого
моря в окрестностях Беломорской биологиче-
ской станции МГУ имени М.В. Ломоносова, са-
мые дальние разделены расстоянием около 32 км.

Морская точка исследований находится в про-
ливе Великая Салма непосредственно возле био-
станции (66°3391699С, 33°594099В). 

Самую раннюю стадию изоляции от моря
представляет ковшовая губа Лобаниха на южном
берегу острова Великий, принадлежащего Канда-
лакшскому государственному природному запо-
веднику (66°3392399С, 33°1491199В). Она подробно
описана ранее [11, 12]. Это морской водоем с при-
ливными колебаниями, аналогичными таковым в
море, выраженной летней термохалинной стра-
тификацией и периодической придонной анок-
сией в летнее время. В момент исследования в
июне 2023 г. вся толща воды была обеспечена рас-
творенным кислородом, его концентрация убы-
вала от поверхности, где она соответствовала
100% насыщения, к придонной зоне (4.8 мг/л,
35% насыщения).

Другая морская ковшовая губа, именуемая
бухтой Биофильтров (66°3292299С, 33°109799В), ха-
рактеризуется устойчивой вертикальной страти-
фикацией, которая сохраняется круглогодично, и
постоянной аноксийной зоной [13, 14]. ХК часто
окрашен в красноватый цвет из-за массового
размножения аноксигенных фототрофных бакте-
рий – пурпурных серных бактерий (ПСБ) либо
коричнево-окрашенной формы зеленых серных
бактерий (ЗСБ).

Следующая стадия изоляции представлена
двумя лагунами. Лагуна на Зеленом мысе
(66°3195099С, 33°594399В) заполнена соленой во-
дой. Она сообщается с морем через узкий каме-
нистый порог, по которому на максимуме прили-
ва поступает небольшое количество морской во-
ды, из-за чего в лагуне есть небольшие приливно-
отливные колебания. В донном углублении лагу-
ны вода содержит сероводород [8], на верхней
границе его распространения в летнее время об-
разуется прослойка воды красного цвета с цвете-
нием криптофитовых водорослей Rhodomonas [9,
10, 15] и коричнево-окрашенных ЗСБ [16, 17].

У другой соленой лагуны под названием «Озе-
ро Кисло-Сладкое» (66°3295499С, 33°89699В) изо-
лирующий порог выше, и забросы морской воды
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происходят несколько раз в месяц при высоких
сизигийных приливах. На границе аэробной и
анаэробной водных масс в ХК размножаются
криптофитовые жгутиконосцы Rhodomonas, под
ними иногда существует слой с ПСБ. В отдельные
годы поздней осенью или зимой забросы большо-
го количества воды из моря могут нарушать меро-
миксию, и на следующий год в ХК этого водоема
развиваются только ПСБ [7, 10, 18, 19].

Озеро Большие Хрусломены (66°4296099С,
32°5193599В) представляет собой результат искус-
ственной изоляции при попытке превратить мор-
ской залив в пресный водоем путем надстройки
естественной валунной перемычки. В нем еще
есть приливные колебания с амплитудой около
40 см, но поверхностный слой воды опреснен до
4‒8‰, что соответствует солоноватому водоему,
глубже 2.5 м соленость возрастает и ниже 7 м до-
стигает значений, характерных для беломорской
воды. Результатом неполной изоляции стало по-
явление анаэробной зоны, граница которой в лет-
нее время находится примерно на глубине 4 м
[20]. В ХК этого озера вода имеет красно-корич-
невый цвет, связанный с бактериями Chlorobium
phaeovibrioides, представленными здесь смесью
зелено- и коричнево-окрашенной форм [21, 22].
Кроме того, в ХК ежегодно возникает цветение
криптофитовых водорослей Rhodomonas.

Дальнейший подъем изолирующего порога
приводит к усилению изоляции и полному опрес-
нению поверхностного слоя воды при том, что
ниже сохраняется вода с морской соленостью. На
этой стадии находится озеро Еловое (или «Ело-
вый наволок», 66°2895599С, 33°1694799В): в нем
верхний слой воды толщиной 1 м пресный, ниже
вода соленая, а глубже 3 м – с сероводородом [8].
В ХК этого водоема присутствует слой с ЗСБ,
представляющими собой смесь зелено- и корич-
нево-окрашенной культур Ch. phaeovibrioides [10].

Следующим в типологическом изоляционном
ряду стоит озеро Трехцветное (66°3593399С,
32°5894499В), в котором граница сероводорода
поднялась еще выше – к глубине 2 м, и совпадает
с галоклином [23, 24]. В ХК этого водоема суще-
ствует мутно-зеленый жидкий бактериальный
мат с высокоплотной популяцией зелено-окра-
шенных ЗСБ [25, 26]. Над бактериальным слоем
вплотную к нему нередко возникает цветение од-
ноклеточных водорослей, например, эвгленовых,
либо мелких зеленых жгутиконосцев [7, 10, 27].

При условии дальнейшего подъема берега от-
делившемуся от моря водоему предстоит стать
полностью пресным и повторить историю многих
пресноводных озер беломорского и баренцево-
морского побережья [28–32]. В их числе большое
озеро Ругозеро площадью 130 га с максимальной
глубиной 10 м, из которого вытекает ручей, впа-
дающий в вершину беломорской Ругозерской гу-

бы возле пос. Пояконда. В этом озере измерения
проводили в самой глубокой точке с координата-
ми 66°3591799С, 32°4892899В.

Измерения освещенности и спектров света под
водой. Освещенность на разной глубине под во-
дой измеряли люксметром LuxLiner LMI-20
(MetroniX, Китай), модифицированным для по-
гружения под воду. По данным этих измерений
для каждого водоема в зоне постепенного умень-
шения освещенности вычисляли коэффициент
вертикального ослабления света Kd =
= 1/z ln(E0/Ez), где E0 и Ez – освещенность соот-
ветственно на поверхности и глубине z, ln – нату-
ральный логарифм [33]. Для сопоставления вели-
чин, измеряемых люксметром, с плотностью по-
тока фотосинтетических фотонов (мкмоль
фотонов/м2·с), была проведена калибровка люкс-
метра путем одновременного определения осве-
щенности люксметром и квантометром LI-190
Quantum Sensor (Li-Cor, США). Использовали
солнечный свет разной интенсивности, а также
набор светофильтров (фиолетовый, синий, зеле-
ный, желтый, красный). Отношение величин
люкс/(мкмоль фотонов/м2·с) составило 51.6 ± 3.7
(среднее ± стандартное отклонение,  n = 22). 

Измерения спектра проходящего света были
выполнены с помощью спектрометра Ocean Op-
tics USB 4000 (Ocean Insight, США), соединенно-
го с компьютером и с погружаемым волоконно-
оптическим зондом типа 7×UV200/220/290Al c
полосой пропускания 200–1300 нм. Измерения
проведены в августе 2022 г. и в июне 2023 г.

Обработку данных проводили в программе
GraphPad Prism 8.0.1. Спектры нормировали по
максимальному значению, корректировали базо-
вую линию посредством вычитания усредненных
значений, соответствующих базовой линии, из
всех значений по ординате. При необходимости
проводили сглаживание спектров методом
скользящего среднего по 9 значениям (в спек-
трах по 3648 точек). В каждом водоеме для света,
проходящего к ХК, были определены границы
спектрального диапазона (минимальная и макси-
мальная длины волн, при которых интенсивность
сигнала в относительных единицах не превышала
значения для базовой линии с учетом шума), по-
луширина (ширина на уровне половины высоты
сглаженного максимума спектра), а также сере-
дина спектрального максимума. Ее определяли,
как середину интервала, параллельного оси абс-
цисс, между левой и правой ветвями спектраль-
ной кривой, в области, не осложненной шумами
и максимально приближенной к вершине спек-
тра. Данный параметр взят вместо положения
максимума спектра из-за возможных посторон-
них шумов в области вершины, которые могут
снизить корректность определения длины волны
максимума спектра.
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Отбор проб и измерения физико-химических па-
раметров воды. Для анализа пигментов и микро-
скопирования отбирали пробы воды погружным
насосом Pump GP1352 (Whale, Великобритания) с
размеченным кабелем; при точном позициони-
ровании насоса по вертикали можно обеспечить
дискретность отбора проб 10 см. Глубину, на ко-
торой находится ХК, предварительно оценивали
с помощью мультипараметрического зонда YSI
PRO (YSI Environmental, США) с датчиками тем-
пературы, солености и окислительно-восстано-
вительного потенциала (ОВП) по уровню, на ко-
тором происходил переход от положительных
значений ОВП (окислительные условия) к отри-
цательным (восстановительные условия), а также
при отборе проб, ориентируясь на цвет воды, на-
личие запаха сероводорода и дополнительные из-
мерения ОВП в пробе.

Обработка проб. Для идентификации домини-
рующих микроорганизмов в ХК пробу воды объе-
мом 15 мл концентрировали в 20 раз на центри-
фуге Eppendorf 5804 в течение 10 мин на скорости
3000 об/мин и просматривали под флуоресцент-
ным микроскопом Leica (Leica Microsystems
GmbH, Германия)  с набором фильтров N2.1 (воз-
буждение/пропускание 515‒560/580 нм).

Для экстракции пигментов пробы концентри-
ровали в 20‒100 раз в зависимости от количества
организмов в пробе воды. К осадку добавляли
5‒10 мл 90% ацетона и центрифугировали 5 мин
при 3000 об/мин. Супернатант использовали для
абсорбционной спектрофотометрии в стеклян-
ных кюветах с длиной оптического пути 1 см.
Для получения спектра поглощения фикоэ-
ритрина пигмент экстрагировали из концентри-
рованных проб калий-фосфатным буфером
(рН 6.7), применяя для лучшего разрушения кле-
ток и выделения пигмента циклы заморажива-
ния-оттаивания и обработку ультразвуком со-
гласно методике, описанной в работе [34]. Спек-
тры поглощения света в полученных экстрактах
снимали в диапазоне длин волн 400‒900 нм на
спектрофотометре PV 1251 (Solar, Беларусь). По-
лученные спектры обрабатывали: вычитали из
всех данных по ординате значение оптической
плотности при λ = 850 нм для поправки на свето-
рассеяние и нормировали на величину максиму-
ма в красной области спектра. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Подводная освещенность. По данным измере-
ний освещенности под водой глубже всего свет
проходил в водоемах с морской водой (рис. 1,
табл. 1). 

В прибрежной зоне моря освещенность с глу-
биной уменьшалась постепенно. В поверхност-
ном метре воды терялось 20‒35% светового пото-

ка (в среднем 28%). При глубине 14 м, сопостави-
мой с глубинами других морских водоемов,
охваченных исследованиями, до дна доходило
около 1% световой энергии, то есть вся водная
толща входила в эвфотическую зону. По сравне-
нию с полуизолированными водоемами, вода в
море лучше пропускает свет и характеризуется
наименьшим коэффициентом вертикального
ослабления света Kd (табл. 1).

В ковшовой губе Лобаниха, в которой есть вы-
раженная вертикальная неоднородность по тем-
пературе и солености воды, но нет ХК, Kd не-
сколько больше, чем в море. Глубины 14 м в ней
достигало лишь 0.2% проникающего под воду
света.

По мере усиления изоляции водоема от моря
оптическая плотность воды возрастала. В лагуне
на Зеленом мысе ослабление света верхним мет-
ровым слоем воды составляло 28‒58% от светово-
го потока на поверхности воды; в оз. Кисло-Слад-
кое ‒ 54‒64%, в оз. Б. Хрусломены – 53‒82%, в
оз. Еловое – 73‒94%. В этом ряду величина Kd по-
степенно возрастала. Все это хорошо согласуется
с увеличением цветности воды, видимой глазом.
Самая темная вода в оз. Трехцветное из-за высо-
кой концентрации гуминовых веществ, где заре-
гистрировано самое большое значение Kd, равное
2,88. Высокие значения этого коэффициента ха-
рактерны для пресных вод в районе исследова-
ний, в частности – для другого водоема с прес-
ным миксолимнионом (оз. Еловый Наволок) и
для пресноводного оз. Ругозеро.

С появлением ХК профили подводной осве-
щенности существенно меняются. От поверхно-
сти до ХК подводная освещенность убывала по-
степенно и равномерно, а в ХК – резко, и ниже
него освещенность была нулевой. 

В каждом водоеме наибольшие потери света
приходились на зону ХК: в бухте Биофильтров
между 7.5 и 8.4 м, в лагуне на Зеленом мысе –
между 5.0 и 5.4 м, в оз. Кисло-Сладкое – между
3.0 и 4.0 м, в оз. Б. Хрусломены – между 3.0 и
4.4 м, в оз. Еловое – между 2.0 и 3.0 м, в оз. Трех-
цветное – между 1.5 и 2.0 м. В изоляционном ряду
водоемов граница фотической зоны поднимается
от 8.4 м в морской ковшовой бухте Биофильтров
до глубины 2 м в озере Трехцветное. В пресновод-
ном водоеме Ругозеро, несмотря на отсутствие
ХК, распространение света ограничено глубиной
4 м из-за темного цвета воды, обусловленного вы-
сокой концентрацией РОВ.

Доминирующие микроорганизмы в хемоклине. В
море, пресноводном озере Ругозеро, а также в гу-
бе Лобаниха в период исследований слои с высо-
кой концентрацией фототрофных микроорганиз-
мов не обнаружены.
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В бухте Биофильтров на глубине 7.0 м в не-
большом количестве присутствовали криптофи-
товые жгутиконосцы Rhodomonas sp. и в массе ‒
ПСБ. Ниже, на глубине 7.5 м их количество
уменьшилось, появились бактериальные хлопья с
коричнево-окрашенными ЗСБ, максимум кото-
рых приходился на горизонт 8.0 м. 

В лагуне на Зеленом мысе цветной слой состо-
ял из нескольких прослоек: желтой, розовой, «ха-
ки» и коричневой. В зоне 4.5–5.1 м отмечено вы-
сокое обилие мелких диатомовых водорослей,
мелких жгутиконосцев зеленого цвета и мелких
кокков с флуоресценцией, свойственной Хл а. На
глубине 5,3‒5,4 м, уже в сероводородной зоне,
мы обнаружили слой красной воды с цветением
Rhodomonas. Там же появились клетки ПСБ и
взвесь из мелких бактериальных клеток коричне-
вого цвета – вероятно, коричнево-окрашенных
ЗСБ, которые обычно доминируют в ХК этого во-
доема.

В оз. Кисло-Сладкое в сезон исследований
происходило цветение мелких зеленых жгутико-
носцев и цианобактерий, причем количество по-
следних возрастало от поверхности вниз и до-
стигло максимума на глубине 3.1 м. На горизонте

3.1 м к ним добавились гетеротрофные протисты
Ebria tripatrita и криптофиты Rhodomonas sp., у по-
следних максимум численности пришелся на го-
ризонт 3.2 м, из-за чего хемоклин был желто-ро-
зовым. Там же отмечено множество хищных ди-
нофлагеллят Oxyrrhis marina, в их клетках были
видны останки родомонасов, которыми они пи-
тались. Десятью сантиметрами ниже (3.3 м) чис-
ленность этих динофлагеллят стала еще больше,
но Rhodomonas почти все были ими съедены. В не-
большом количестве живые клетки Rhodomonas
встречались до глубины 4.0 м, хотя с глубины
3.5 м в воде уже был сероводород, а значения
ОВП сигнализировали о сильно восстано-
вительной среде.

В оз. Б. Хрусломены в августе 2023 г. в зоне
3.8‒4.1 м концентрировались Rhodomonas, макси-
мум их численности пришелся на горизонт 4.0 м.
Начиная с горизонта 4.1 м, в пробах во множестве
появились бактерии, в том числе пурпурные, и
взвесь из одиночных ЗСБ. Переход в сероводо-
родную зону находился на глубине 4.3 м, где вода
имела бурый цвет из-за массы ЗСБ. Из-за после-
довательной смены окрашенных доминантов ХК

Рис. 1. Профили подводной освещенности в исследованных водоемах. Слева направо усиливается изоляция от моря.
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состоял из прослоек разного цвета: розовой,
красной и бурой.

В оз. Еловое начиная с глубины 2.5 м до 3.0 м
находился слой с цветением мелких зеленых жгу-
тиконосцев, которые обычно развиваются в ХК
этого водоема в летне-осенний период и опреде-
ляют зеленую окраску соответствующего слоя
воды. На горизонте 3.0 м обнаружено скопление
Euglena sp. С глубины 3.1 м начинается сероводо-
родная зона; вода здесь мутно-бурая от ЗСБ с до-
бавлением очень мелких коккоидных цианобак-
терий.

В оз. Трехцветное в период исследований в
верхней части ХК отмечена высокая численность
мелких кокков и жгутиконосцев, а также диато-
меи Cyclotella sp. С глубины 1.7 м к ним добави-
лись зеленые водоросли Monoraphidium sp. и круп-
ные зеленые криптофитовые жгутиконосцы. В
слое 1.9‒2.0 м наблюдалось цветение жгутико-
носцев зеленого цвета с клеткой в форме чашеч-

ки. С глубины 2.1 м началась сероводородная зо-
на и произошла резкая смена на мутно-зеленое
высокоплотное сообщество ЗСБ, многократно
описанное в предыдущих публикациях об этом
водоеме [24–26, 35, 36].

В оз. Ругозеро фитопланктон был довольно
обильным и представлен мелкими диатомеями,
криптофитовыми жгутиконосцами, зелеными
водорослями Monoraphidium sp. и золотистыми
водорослями Maalomonas sp.

Спектральный состав света в хемоклине.
Спектр света в водоемах обладает особенностя-
ми, связанными с прохождением света сквозь
толщу воды. Свет поглощают молекулы воды,
причем при увеличении длины волны оптическая
плотность возрастает [37], из-за чего красная
часть спектра под воду проходит неглубоко. В
ультрафиолетовой и синей части спектра ослаб-
ление светового потока связано с поглощением
света РОВ [4]. Кроме того, интенсивность света и

Таблица 1. Характеристики водоемов и световые условия в них 
Водоем Глубина 

водоема, м
Соленость в 

эпилимнионе, 
‰

Слой с 
максимальным 
уменьшением 
освещенности 
(хемоклин), м

Глубина, до 
которой доходит 

1% света, м

Коэффициент 
вертикального 

ослабления света
Kd (м–1) в зоне 
постепенного 
уменьшения 

освещенности
Море 14.0 25.0 нет 14.0 0.34

Губа Лобаниха 14.0 25.0 нет 10.5 0.47

Бухта 
Биофильтров 14.0 22.0 7.5‒8.4 7.6 0.55

Лагуна на 
Зеленом мысе 6.5 21‒23 5.0‒5.4 5.0 0.57

Оз. Кисло-
Сладкое 4.5 16‒21 3.0‒4.0 3.4 1.08

Оз. Большие 
Хрусломены 18.0 4.0 3.0‒4.4 4.2 1.30

Оз. Еловый 
Наволок 
(Еловое)

5.5 0.3 2.0‒3.0 2.7 1.96

Оз. 
Трехцветное 7.5 0 1.5‒2.0 1.5 2.88

Оз. Ругозеро 10.0 0 нет 3.5 1.91

Примечание. Коэффициент вертикального ослабления света Kd = 1/z·ln (E0/Ez), где E0 и Ez – освещенность
соответственно на поверхности и глубине z [33].
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спектральный состав могут меняться при про-
хождении через горизонты с высокой плотностью
фототрофных организмов.

Изменения спектрального состава света при
прохождении сквозь толщу воды во всех исследо-
ванных нами водоемах имели общие черты. По
мере увеличения глубины спектральный диапа-

зон становится меньше, коротковолновая часть
спектра обрезается в большей степени, чем длин-
новолновая, а максимум спектра проходящего
света сдвигается в сторону больших длин волн
(рис. 2 и 3). Ослабление света в красной и дальней
красной частях спектра связано, в основном, с
поглощением дальнего красного света молекула-
ми воды. Сдвиг коротковолновой границы, свя-
занный с поглощением синего света РОВ, корре-
лирует со степенью изоляции водоема от моря и
концентрацией РОВ в воде [38]. 

Фиолетовая часть спектра доходит до границы
фотической зоны только в море и в губе Лобани-
ха. В ХК бухты Биофильтров, лагуны на Зеленом
Мысе и оз. Кисло-Сладкое коротковолновый
край спектрального диапазона лежит в синей об-
ласти (рис. 3). В оз. Б. Хрусломены спектральный
диапазон света в ХК начинается на границе синей
и зеленой области (488 нм). 

Смещение длинноволновой границы проходя-
щего света на границе фотической зоны опреде-
ляется ее толщиной. В оз. Трехцветное глубина
фотической зоны составляет 1.5 м (табл. 1), и
спектр света, доходящего до ее границы, справа
ограничен длиной волны 739 нм. В оз. Еловое на
глубине 2.5 м правая граница спектра приходится
на 728 нм, в оз. Ругозеро фотическая зона доходит
до глубины 3.5 м, и длинноволновая граница про-
ходящего света располагается еще левее (722 нм).
В морских водоемах фотическая зона еще боль-
ше, и правая граница проходящего света находит-
ся в области 710‒715 нм.

Полуширина спектра (рис. 3) характеризует
область видимого спектра света, на которую при-
ходится большая часть световой энергии на дан-

Рис. 2. Спектры солнечного излучения на границе фотической зоны водоемов на разных стадиях изоляции от моря
(изоляция усиливается слева направо).

Рис. 3. Параметры спектров проходящего света на
границе фотической зоны в ряду водоемов на разных
стадиях изоляции от моря (изоляция усиливается
слева направо).
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ной глубине. Если в море и в губе Лобаниха на
границе фотической зоны свет укладывается в зе-
леную и желтую область (с правым краем на 592 и
593 нм соответственно), то в бухте Биофильтров
правая граница полуширины ‒ 598 нм, а в оз.
Кисло-Сладкое ‒ 603 нм, то есть в начале оран-
жевой части спектра. Середина максимума во
всех этих водоемах попадает примерно на грани-
цу зеленой и желтой частей спектра.

В водоемах с солоноватой и пресной водой
границы фотической зоны достигает преимуще-
ственно зеленый, желтый, оранжевый и красный
свет (границы полуширины спектров находятся в
диапазоне 548–713 нм). В ХК озер Б. Хрусломены
и Еловое середина максимума спектра находится
в оранжевой области (611 и 617 нм), а в оз. Трех-
цветное ‒ в красной (665 нм). Полуширина у
спектров этой группы водоемов больше, чем мор-
ских, и может составлять более 100 нм. В пресном
оз. Ругозеро граница фотической зоны получает
преимущественно красный свет ‒ обе границы
полуширины максимума полностью лежат в
красном диапазоне спектра.

Таким образом, водоемы типологического
изоляционного ряда содержат серию световых
ниш, различающихся по границам спектральных
диапазонов.

Интересно, что в глубоких слоях пресных во-
доемов на спектрах проходящего света в диапазо-
не 600–625 нм наблюдался провал. По форме и
расположению он очень похож на депрессию в
спектрограмме Холтропа [5], обусловленную пле-
чом в спектре поглощения света чистой водой на
длине волны 605 нм. Следовательно, поглощение
света на этой и соседних к ней длинах волн связа-
но с оптическими свойствами самой воды. В
оз. Трехцветное это проявилось в асимметрии
формы спектра со сдвигом середины максимума
спектра в длинноволновую сторону (рис. 2). В ме-
нее изолированных водоемах максимумы прихо-
дились на более коротковолновую часть спектра.

Пигментный состав фототрофов в зоне хемокли-
на. Спектры поглощения ацетоновых экстрактов
из розового слоя воды в ХК бухты Биофильтров
(рис. 4а) обладают пиком в синей области при
468 нм и плечом на 519 нм, а также двумя более
слабыми пиками в красной (653 нм) и дальней
красной части спектра (770 нм). Отсутствие ха-
рактерного для фототрофных эукариот и ци-
анобактерий максимума в красной области
спектра Хл а при 663 нм и наличие вместо него
максимума 653 нм указывают на смесь бактерио-
хлорофилла (Бхл) и бактериофеофитина (Бфео) d
либо е [39, 40]. Однако для Бхл или Бфео d харак-
терно наличие максимума в фиолетовой области:

424 нм для Бхл и 406 нм для Бфео, что не обнару-
живается на полученных нами спектрах. По всей
видимости, максимум в красной области спектра
экстракта из ХК бухты Биофильтров соответству-
ет антенному Бхл е коричнево-окрашенных ЗСБ
Ch. phaeovibrioides и продукту его деградации
Бфео е. К этим бактериям относится и пик на
468 нм, совпадающий с максимумом поглощения
света антенного каротиноида коричнево-окра-
шенных ЗСБ изорениератина [41]. Плечо 519 нм
соответствует антенному каротиноиду окенону,
принадлежащему ПСБ [42], а пик на 770 нм ‒
(Бхл) а, входящему в состав реакционного центра
и антенны ПСБ [43]. Эти результаты согласуются
с определением состава микроорганизмов мето-
дом световой микроскопии.

В оз. Кисло-Сладкое в экстрактах из проб зо-
ны ХК, взятых в июле 2022 г. (рис. 4б), выражен
сигнал Хл а, а при экстракции пигментов фосфат-
ным буфером ‒ пик 549 нм, наиболее близкий к
максимуму коротковолнового фикоэритрина-545
(рис. 4б,д). Этими пигментами обладают крипто-
фитовые водоросли из рода Rhodomonas [44], об-
наруженные нами при микроскопировании. Го-
дом ранее в тот же сезон в этом водоеме домини-
ровали ПСБ с океноном (плечо 521 нм) и Бхл а, а
также коричнево-окрашенные ЗСБ с Бхл е,
Бфео е и антенным каротиноидом изорениерати-
ном (рис. 4б). 

Все это говорит о сходстве таксономического и
пигментного состава в сообществах фототрофов в
ХК ковшовой губы (бухта Биофильтров) и мор-
ской лагуны (оз. Кисло-Сладкое) ‒ слабо изоли-
рованных водоемов со схожими спектральными
параметрами проходящего в зону ХК света.

В спектрах поглощения ацетоновых экстрак-
тов из ХК оз. Еловое (рис. 4в) заметен пик при
654 нм, характерный для Бхл d, либо смеси Бхл и
Бфео е [39, 40]. Есть еще один пик в синей обла-
сти на 427 нм, соответствующий полосе Соре
Бхл d, а также широкое плечо 458‒466 нм, кото-
рое может свидетельствовать о наличии Бхл е,
изорениератина и хлоробактина. Анализ пигмен-
тов говорит о совместном присутствии двух
штаммов ЗСБ Ch. phaeovibrioides: зелено-окра-
шенного и коричнево-окрашенного, что описано
в ряде работ [21, 45]. В отличие от оз. Кисло-Слад-
кое, в ХК оз. Еловое состав фототрофов стабиль-
ный в разные годы и сезоны [7, 10], и пигментный
состав также, в основном, сохраняет постоян-
ство: меняется лишь соотношение полос погло-
щения пигментов зелено- и коричнево-окрашен-
ных ЗСБ, что может говорить об изменении долей
этих штаммов ЗСБ от года к году (рис. 4в).

Спектры поглощения ацетоновых экстрактов
из ХК оз. Трехцветное выявляют наличие Бхл d и
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Бфео d ‒ об этом свидетельствуют пики на 653,
427 и 406 нм (рис. 4г), что говорит о присутствии
зелено-окрашенного штамма Ch. phaeovibrioides и
было неоднократно описано [25, 26, 35]. Присут-

ствие каротиноида хлоробактина, характерного
для зелено-окрашенных бактерий, заметно на
спектрах по небольшому плечу в области 495 нм.
Состав сообщества фототрофов ХК оз. Трехцвет-

Рис. 4. Спектры поглощения ацетоновых экстрактов проб из зоны хемоклина бухты Биофильтров (а), оз. Кисло-
Сладкое (б), оз. Еловое (в), оз. Трехцветное (г). (д) ‒ Спектр поглощения пробы из зоны хемоклина озера Кисло-
Сладкое при экстракции калий-фосфатным буфером (рН 6.7).
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ное отличается высокой стабильностью между се-
зонами и годами, что было ранее описано [25, 26,
35], а также отражено на рис. 4г.

ОБСУЖДЕНИЕ

Прибрежные стратифицированные водоемы,
отделившиеся от Белого моря, имеют общее про-
исхождение, но различаются по гидрологической
структуре и условиям обитания. Их биологиче-
ские сообщества представляют собой разные ста-
дии сукцессии, которые стартовали из одной эко-
системы и отражают приспособление биоты к од-
нонаправленно меняющимся абиотическим
факторам, в том числе ‒ к закономерной смене
цветовых ниш из-за растущего влияния стока с
водосбора и увеличения концентрации РОВ тер-
ригенного происхождения при переходе экоси-
стемы из морского состояния к пресноводному
через стадию меромиктического водоема с анок-
сийной зоной. Это дало нам возможность изучить
приспособительную реакцию сообщества фото-
трофов из исходно единой по составу биоты, к
смене цветовых ниш, в отличие от работы [5], где
авторы рассматривают различающиеся по спек-
тральному составу света местообитания в удален-
ных друг от друга частях Мирового океана. 

Измерения освещенности под водой указыва-
ют на сокращение фотической зоны по мере уси-
ления изоляции водоема от моря зона. В море и
морской губе Лобаниха (без выраженной верти-
кальной стратификации) свет в диапазоне, изме-
ряемом люксметром, наиболее чувствительным к
зеленой части спектра, распространяется до дна;
в водоемах с анаэробной зоной он доходит только
до ХК, а ниже условия темновые. Это связано с
двумя факторами. Во-первых, изоляция водоема
сопровождается усилением роли пресного стока,
который поступает с водосбора и приносит тер-
ригенные гуминовые вещества [46]. Во-вторых,
ХК поднимается ближе к поверхности. Взвесь
микроорганизмов в ХК поглощает остатки до-
шедшего до него света и играет роль затеняющего
фильтра.

Фототрофные микроорганизмы, обитающие в
ХК, существуют в условиях крайне низкой осве-
щенности. На верхней границе ХК освещенность
составляет 150‒360 лк, что соответствует
3‒7 мкмоль фотонов/м2·с. Подобный уровень
освещенности встречается в самых затененных
наземных растительных сообществах, таких как
нижний ярус австралийского тропического дож-
девого леса, где освещенность составляет около
0.2% от полного дневного света (около
2‒3 мкмоль фотонов/м2·с), а выживаемость про-
ростков растений существенно снижена [47]. На-
земные растения акклимируются к условиям низ-
кой освещенности, увеличивая долю (светособи-

рающего комплекса фотосистемы II и
соответственно снижая отношение Хл а : Хл b
[48, 49]. Поскольку в наземных местообитаниях
снижение освещенности практически всегда свя-
зано с уменьшением отношения красного света к
дальнему красному, фоторецепторы фитохромы,
ответственные за восприятие света в этой области
спектра, включают механизмы акклимации [50,
51]. К ним относится не только усиление синтеза
Хл b [52], но и комплекс морфофизиологических
признаков, известный как синдром избегания те-
ни [53]. 

Наземные растения, получая полный спектр
видимого света, при необходимости включают
механизмы избегания тени либо имеют генетиче-
ски обусловленные механизмы теневыносливо-
сти и не нуждаются в дополнительных антенных
пигментах помимо Хл а, b и каротиноидов. Но
фототрофы водных экосистем получают лишь
часть спектра видимого света и вынуждены рас-
ширять возможности для улавливания света за
счет дополнительных пигментов. Красные водо-
росли обладают фикобилисомами с разными фи-
кобилинами, что позволяет им занимать разные
ниши [54], цианобактерии способны акклимиро-
ваться, подстраиваясь под спектр доступного све-
та [55]. Показана связь между распределением
световых ниш в Мировом океане и набором пиг-
ментов в фикобилисомах цианобактерий [56].
Однако далеко не все группы фитопланктона и
фототрофных микроорганизмов способны ак-
климироваться к недостатку света, необходимого
для функционирования пигментов реакционных
центров фотосистем, и пластично изменять со-
став фотосинтетических антенн. Поэтому свет,
проникающий в зону ХК стратифицированных
водоемов, может являться селективным факто-
ром, задающим ограничения на таксономиче-
ский состав доминирующих в этой зоне фототро-
фов.

Несмотря на низкую интенсивность света, в
ХК этих водоемов водоросли находятся в опти-
мальном физиологическом состоянии, о чем сви-
детельствуют высокие показатели эффективно-
сти фотосинтеза, определяемые методом быст-
рых индукционных (OJIP) кривых и по
измерениям световых кривых флуоресценции
[10, 17, 57, 58]. О высокой фотосинтетической ак-
тивности обитателей ХК в условиях низкой осве-
щенности известно также из исследования, вы-
полненного на карстовом стратифицированном
озере в Испании [59]. Благоприятным фактором
может служить доступность биогенных веществ,
диффундирующих из анаэробной зоны, где их
концентрация очень высока [10], однако высокая
функциональная активность фотосинтетическо-
го аппарата все равно была бы невозможна без
эффективно работающих антенных пигментов.
Она достигается благодаря специфическому пиг-
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ментному составу, включающему хлорофиллы,
каротиноиды и фикобилины.

Для определения спектров пигментов их обыч-
но экстрагируют в полярных растворителях – аце-
тоне, метаноле, этаноле и др. При этом спек-
тральные характеристики значительно меняются,
полосы поглощения смещаются в сторону корот-
ких волн в связи с переходом пигмента из ком-
плексов с белками в мономерную форму. Опреде-
ление спектральных характеристик отдельных
пигментов in vivo – непростая задача, таких дан-
ных гораздо меньше, они разбросаны по множе-
ству источников. Мы постарались собрать имею-
щиеся в литературе сведения о максимумах по-
глощения света in vivo пигментов, которые могут
входить в состав фитопланктона краевых бело-
морских водоемов, и массовых видов аноксиген-
ных фототрофных бактерий, полагая, что такая
подборка может быть полезна и другим исследо-
вателям (табл. 2). Для того чтобы более точно оха-
рактеризовать доступность света для ключевых
антенных пигментов, мы нашли нормированные
на максимум относительные величины интен-
сивности прошедшего света, соответствующего
максимумам поглощения антенных пигментов
(табл. 3). 

В спектральных нишах ХК ковшовой губы
(бухта Биофильтров) и лагуны (оз. Кисло-Слад-
кое) актуальным для фототрофов оказывается
освоение диапазона от 500 до 700 нм с максиму-
мом около 570‒580 нм. В бухте Биофильтров
криптофитовые водоросли рода Rhodomonas, пик
которых в разные годы может быть локализован в
микроаэробной части ХК, а также ПСБ, обитаю-
щие в ХК ниже редокс-перехода, обладают под-
ходящими для усвоения этого света антеннами:
первые – фикобилипротеинами с коротковолно-
вым фикоэритрином (поглощение при 545 нм) и
антенным Хл с2 (638‒639 нм) [74], вторые – оке-
ноном (около 521 нм) [75]. Основные максимумы
Бхл а, пигмента антенн ПСБ [43], не попадают в
диапазон доступного в ХК света. В анаэробной
зоне под ХК коричнево-окрашенная форма
Ch. phaeovibrioides усваивает оставшийся свет при
помощи каротиноида изорениератина (505 нм)
[70] и плеча Бхл е (520 нм). Известно, что бакте-
рии Chlorobium адаптированы к усвоению очень
низких интенсивностей света [76] и осуществля-
ют фотохимические реакции практически в афо-
тической зоне. В ХК оз. Кисло-Сладкое так же,
как и в бухте Биофильтров, доминируют крипто-
фитовые водоросли Rhodomonas либо ПСБ (что
заметно по присутствию пика Бхл а и плеча оке-
нона) (рис. 4б). Оба водоема демонстрируют схо-
жие доли квантов света, необходимых для окено-
на (520 нм) и фикоэритрина 545 (545 нм) относи-
тельно максимума спектра (табл. 3). Однако, в
отличие от бухты Биофильтров, в оз. Кисло-
Сладкое значительную долю составляет более

длинноволновый свет, доступный для Хл с2, ко-
торый также входит в состав антенн криптофито-
вых. На свет, соответствующий поглощению
Хл а, тоже усваиваемый Rhodomonas, приходится
15% светового потока против 4% в бухте Био-
фильтров. Возможно, этим можно объяснить вы-
сокую плотность популяции Rhodomonas при его
цветении в ХК оз. Кисло-Сладкое. Таким обра-
зом, фототрофные организмы слабо изолирован-
ных водоемов, формирующие красную прослой-
ку воды в ХК, усваивают наиболее доступный им
свет в зеленой и желтой части спектра, в меньшей
степени ‒ в оранжевой, и крайне слабо – в крас-
ной. 

Криптофитовые служат основным фототроф-
ным компонентом ХК не только в беломорских
отделяемых водоемах, но и в стратифицирован-
ных карстовых озерах Испании [77]. Однако там
доминирует не Rhodomonas с коротковолновым
фикоэритрином 545, а Cryptomonas, синтезирую-
щий более длинноволновые фикобилины [78].
Помимо криптофитовых, там встречаются ци-
анобактерии рода Planktothrix, также обладающие
более длинноволновыми антеннами [77]. При
этом свет, поступающий в зону ХК таких озер,
имеет более широкий спектральный диапазон и
по своей длинноволновой границе ближе к бело-
морским водоемам с пресным эпилимнионом,
озерам Еловое и Трехцветное. Это согласуется с
гипотезой цветовых ниш, задающих в качестве
одного из определяющих селективных факторов
спектральный состав света. К подобному выводу
приходят и исследователи испанских озер, в ко-
торых, несмотря на географическую удаленность
и иное происхождение водоемов, происходят
схожие процессы в ХК [59].

Солоноватое оз. Б. Хрусломены по спектраль-
ным характеристикам проходящего света в зоне
ХК занимает промежуточное положение между
лагунами и водоемами с пресным эпилимнио-
ном. Коротковолновая граница спектрального
диапазона света, доходящего до ХК, совпадает с
таковой в оз. Еловое. Однако правая граница по-
луширины находится посередине между значени-
ями для оз. Кисло-Сладкое и оз. Еловое. Это поз-
воляет ПСБ, обладающим океноном с максиму-
мом поглощения около 521 нм, обитать в ХК
оз. Б. Хрусломены. 

Иная ситуация складывается в более изолиро-
ванных водоемах – оз. Еловое и Трехцветное. Из-
за высокого содержания гуминовых веществ свет
в них проникает неглубоко, ХК расположен близ-
ко к поверхности воды, куда преимущественно
доходят желтые, оранжевые и красные области
спектра света. Если границы спектрального
диапазона ХК этих озер относительно близки и
различаются на 11‒17 нм (с небольшим сдвигом в
длинноволновую область для оз. Трехцветное), то
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Таблица 2. Максимумы поглощения света in vivo пигментами фототрофных микроорганизмов, ожидаемых в
беломорских прибрежных стратифицированных водоемах

Название пигмента Максимумы поглощения
in vivo

Организмы, для пигментов 
которых получены указанные 

максимумы

Ссылки

Хлорофилл а 406, 416, 434‒440, 617‒625, 
671‒677, 683

Entomoneis paludosa (Bacillario-
phyta), Dunaliella tertiolecta 

(Chlorophyta), Spirulina platen-
sis (Cyanophyta), Porphyridium 

cruentum (Rhodophyta), Gymno-
dinium breve (Dinophyceae), 

Synechococcus PCC7942 (Cya-
nobacteria), смесь морского 

фитопланктона

60, 61, 62, 63, 64

Хлорофилл b 470, 650‒652, 660 D. tertiolecta (Chlorophyta), 
смесь морского 
фитопланктона

60, 62, 64

Хлорофилл с (с1+с2+с3) 453, 584‒589, 638‒639 Смесь морского 
фитопланктона, G. breve 

(Dinophyceae)

64, 63

Хлорофилл d 707‒709, до 720 Acaryochloris MBIC11017, 
CCMEE5410 (Cyanobacteria)

61, 65

Бактериохлорофилл а 375, 590, 800‒805, 830‒911 Rhodopseudomonas acidophila 
(пурпурные бактерии)

66, 67

Бактериохлорофилл b 400, 605, 835‒850, 986‒1035 Пурпурные бактерии 68

Бактериохлорофилл d 450, 718‒730 Ch. phaeovibrioides, 
Chlorobaculum limnaeum

45, 69

Хлоробактин ≤450 Ch. phaeovibrioides 45

Бактериохлорофилл е 460‒462, 520 (возможно, 
принадлежит 

изорениератину), 717‒725

Ch. phaeovibrioides, 
Ch. limnaeum

45, 69, 68

Изорениератин Около 505 Chlorobium phaeobacteroides 70

Бактериохлорофилл с 460, 745‒760 Ch. phaeovibrioides, 
Ch. limnaeum

45, 69

Фукоксантин 450 – 550 E. paludosa (Bacillariophyta), 
смесь морского 
фитопланктона

60, 62, 71

Фотосинтетические 
каротиноиды, PSC 
(PSC = α-каротин + 
19’гексаноилоксифукок-
сантин + 19’-бутаноилокси-
фукоксантин + фуко-
ксантин + перидинин + 
+ празиноксантин)
 

523 Смесь морского 
фитопланктона

64
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Таблица 2. Окончание

Название пигмента Максимумы поглощения
in vivo

Организмы, для пигментов 
которых получены указанные 

максимумы

Ссылки

Миксоксантофилл 524 S. platensis (Cyanobacteria) 62

Диадиноксантин 438,466, 495 G. breve (Dinophyceae) 63

Диатоксантин 496 (диадино- + 
+ диатоксантин)

E. paludosa (Bacillariophyta) 62

Лютеин 500 D. tertiolecta (Chlorophyta) 62

Зеаксантин 489 D. tertiolecta (Chlorophyta), 
S. platensis (Cyanophyta), 
P. cruentum (Rhodophyta)

62

β-каротин 462‒466, 499 E. paludosa (Bacillariophyta), 
D. tertiolecta (Chlorophyta), 
S. platensis (Cyanophyta), 
P. cruentum (Rhodophyta), 

смесь морского 
фитопланктона

60, 62

Фотопротекторные 
каротиноиды, PPC 
(PPC = β-каротин + 
+ зеаксантин + диадино-
ксантин + диатоксантин + 
+ аллоксантин)

492 Смесь морского 
фитопланктона

64

Аллоксантин 505 Rhodomonas salina 72

Фикоэритробилин-
содержащий фикоэритрин

547 Смесь морского 
фитопланктона

60

Фикоуробилин-
содержащий фикоэритрин

492 Смесь морского 
фитопланктона

60

Окенон 521 Thiocapsa marina штамм 5811 73

Спириллоксантин 512 Thiocapsa roseopersicina 73

середины максимумов различаются существен-
но ‒ на 48 нм. В оз. Еловое середина максимума
проникающего в ХК света лежит в оранжевой, а в
оз. Трехцветное ‒ в красной области. Лучше всего
этот свет подходит для Хл а, b и с, и доли соответ-
ствующего света близки в этих двух озерах
(табл. 3). Подходит этот свет и для антенн с фико-
цианином [66] или аллофикоцианином [79]. В
подтверждение этого в ХК оз. Еловое было отме-
чено цветение мелких жгутиконосцев зеленого
цвета с флуоресценцией, похожей на флуорес-
ценцию синих фикобилинов, и скопление Eugle-

na, а в оз. Трехцветное непосредственно над ХК ‒
цветение криптофитовых водорослей зеленого
цвета, вероятно, содержащих фикоцианин в со-
четании с другими пигментами. 

Отдельного внимания заслуживает совместное
присутствие в ХК оз. Еловое и под ним двух
штаммов ЗСБ Ch. phaeovibrioides ‒ зелено- и ко-
ричнево-окрашенного ‒ пигменты которых опи-
саны в разделе «Результаты» выше. Антенны
ЗСБ ‒ хлоросомы, они покрыты липидным мо-
нослоем, состоят из упорядоченных в виде нано-
трубок антенных Бхл е либо d, включают в себя



640

БИОФИЗИКА  том 69  № 3  2024

ЛАБУНСКАЯ и др.

также каротиноиды и, в меньшем количестве, Бхл
а [43]. Благодаря им ЗСБ способны фотосинтези-
ровать при свете очень низкой интенсивности
[76]. Максимумы поглощения in vivo Бхл d и е, со-
ответствующие зелено- и коричнево-окрашен-
ным бактериям, варьируют, согласно разным ис-
точникам (табл. 2), и существенно перекрывают-
ся. Свет, поглощаемый этими Бхл, составляет
всего 9% от максимума спектра (при 717 нм), но в
случае коричнево-окрашенных Ch. phaeovibrioides
его недостаток компенсируется антенным изоре-
ниератином [70], свет для которого также досту-
пен (табл. 3). Возможно, этим и объясняется при-
сутствие коричнево-окрашенного штамма в ХК
оз. Еловое [45, 21], и его отсутствие в оз. Трех-
цветное. В верхней части анаэробной зоны оз.
Трехцветное существует высокоплотная популя-
ция зелено-окрашенной формы Ch. phaeovibrioi-
des, обладающей каротиноидом хлоробактином и
антенным Бхл d [45]. Поскольку сведений о
функционировании хлоробактина как антенного
пигмента в литературе нет, можно предположить,
что свет в указанном диапазоне усваивает Бхл d,
способный улавливать свет с длинами волн 718–
730 нм. Изорениератин, принадлежащий корич-
нево-окрашенной форме Ch. phaeovibrioides,

здесь, возможно, неэффективен: интенсивность
сигнала в максимуме его поглощения составляет
всего 4% от максимума спектра (табл. 3). Дискус-
сионным остается вопрос о том, почему в этих
условиях у коричнево-окрашенной формы не мо-
жет работать Бхл е в качестве главного антенного
пигмента. Возможно, в условиях экстремально
низкой освещенности для успешного поглоще-
ния света антенной необходим изорениератин,
но для него здесь нет требуемых длин волн. Также
в качестве одной из гипотез можно предполо-
жить, что причина ‒ в разной ширине максимума
поглощения Бхл d и е in vivo. Спектр поглощения
света Бхл d шире, и подъем максимума начинает-
ся при длинах волн менее 700 нм [22, 26, 45, 80].
Таким образом, вероятно, что коричнево-окра-
шенная форма ЗСБ, которая формирует домини-
рующую бурую окраску ХК в оз. Еловое, при по-
мощи изорениератина поглощает зеленый свет, а
посредством Бхл е ‒ еще и красный свет. Зелено-
окрашенная форма в оз. Трехцветное, по-види-
мому, поглощает только красный свет и образует
в ХК бактериальную пластину интенсивного зе-
леного цвета.

Аналогичная смена состава аноксигенных фо-
тотрофов, связанная со смещением спектров

Таблица 3. Нормированные на максимум спектра относительные величины интенсивности света,
проникающего в зону хемоклина, соответствующие максимумам поглощения in vivo ключевых антенных
пигментов 

Длина волны и соответствующие пигменты Бухта 
Биофильтров

Озеро Кисло-
Сладкое

Озеро Еловое Озеро 
Трехцветное

505 нм (аллоксантин, изорениератин) 0.16 0.10 0.06

520 нм (Бхл е, изорениератин, окенон) 0.28 0.25 0.16 0.04

545 нм (коротковолновый фикоэритрин 
Rhodomonas) 

0.60 0.69 0.46 0.17

638 нм (Хл с) 0.21 0.44 0.96 0.97

660 нм (Хл b) 0.08 0.28 0.83 0.83

677 нм (Хл а) 0.04 0.15 0.70 0.70

717 нм (Бхл е, d) ‒ 0.03 0.09 0.29

730 нм (Бхл d) ‒ ‒ ‒ 0.06

Примечание. Прочерки означают положение данных длин волн за границами спектрального диапазона в
хемоклине.



БИОФИЗИКА  том 69  № 3  2024

ПОДВОДНЫЕ ИЗМЕРЕНИЯ СПЕКТРОВ ПРОХОДЯЩЕГО СВЕТА 641

пропускания света по мере увеличения концен-
трации РОВ, обнаружена в пресноводных страти-
фицированных озерах североамериканских шта-
тов Мичиган и Висконсин [81]. В озерах с макси-
мальной концентрацией гуминовых веществ в ХК
доминировали зелено-окрашенные ЗСБ с Бхл d,
тогда как в озерах с меньшим содержанием РОВ в
бактериальном консорциуме присутствовали
также ПСБ и коричневые формы ЗСБ. Связь цве-
товых вариаций бактерий из рода Chlorobium с
глубиной расположения ХК и спектральным со-
ставом в этом горизонте была замечена также в
меромиктических озерах Испании: зеленые
Ch. limicola доминировали, если ХК находился
на глубине 2–4 м, а коричневые Ch. phaeobacteroi-
des – глубже 9 м [82].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Экологические ниши морского и пресновод-
ного фитопланктона обычно характеризуют при
помощи таких общепринятых параметров, как
соленость, температура, рН, содержание раство-
ренного в воде кислорода, а также освещенность
в тех или иных единицах интенсивности света,
при этом оставляя за кадром спектральный состав
света. Представления о проникновении в толщу
воды в наибольшей степени синего света верны
для открытых участков Мирового океана, но в
прибрежных зонах требуют существенной кор-
ректировки. В нашей предыдущей работе [38] мы
показали, как в водоемах береговой линии Белого
моря в зависимости от степени изоляции и содер-
жания РОВ формируются различные спектраль-
ные ниши. В настоящей работе мы исследовали
связь между спектральным составом света в хемо-
клине и наличием антенных пигментов, способ-
ных улавливать этот свет, у фототрофов, обитаю-
щих в ХК. По спектральным условиям в ХК ков-
шовые губы и морские лагуны оказались очень
близкими друг к другу, но, тем не менее, проде-
монстрировали закономерный сдвиг коротковол-
новой границы спектрального диапазона света в
изоляционном ряду. На уровне таксономическо-
го и пигментного состава они обнаружили боль-
шое сходство: фототрофные организмы в ХК ока-
зались адаптированы к усвоению света преиму-
щественно в зеленой части спектра. 

Более изолированные меромиктические озера
с пресным миксолимнионом, Еловое и Трехцвет-
ное, также демонстрируют корреляцию между
спектральным составом света и максимумами по-
глощения антенн характерных для них фототро-
фов. Смесь коричнево- и зелено-окрашенных
ЗСБ в хемоклине Елового с преобладающим
оранжево-красным светом сменяется доминиру-
ющим зелено-окрашенным штаммом ЗСБ в
Трехцветном, где в хемоклин проникает преиму-

щественно красный свет. Криптофитовые водо-
росли Rhodomonas с коротковолновым фикоэ-
ритрином не встречаются в хемоклине этих водо-
емов. То, что причиной такой избирательности
является состав света, а не другие абиотические
факторы, такие как соленость, можно аргументи-
ровать, опираясь на описание ХК оз. Большие
Хрусломены, переходного по своим спектраль-
ным характеристикам между морскими лагунами
и озерами. Соленость в зоне ХК этого водоема
ниже, чем в Еловом и Трехцветном [22], но, тем
не менее, в нем регулярно возникает цветение
Rhodomonas, характерного для морских водоемов.
В отличие от цианобактерий, способных к фото-
акклимации за счет изменений в фикобилисомах,
Rhodomonas обладает меньшими возможностями
в силу отсутствия фикобилисом и наличия только
одного типа фикобилинов. Хотя для криптофито-
вых недавно была показана способность к фото-
акклимации за счет модификаций хромофора,
изменения спектра поглощения антенного пиг-
мента не настолько существенны, чтобы дать им
возможность освоить ниши оранжевого и крас-
ного света [83].

Перспективы данного исследования видятся в
расширении круга исследуемых водоемов и по-
полнении точек в изоляционном ряду, анализе
света и фототрофных сообществ в верхних слоях
водоемов, оценке изменчивости спектрального
состава света в разные времена года и, в конечном
итоге, в определении роли спектрального состава
света в сукцессии стратифицированных водое-
мов, отделяющихся от Белого моря.
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 Underwater Measurements of Transmitted Light Spectra in Stratified Water Bodies 
on the White Sea Coast as a Key to the Understanding of Pigment Composition 

of Phototrophs in the Chemocline Zone
 E.A. Labunskaya*, D.A. Voronov**, V.I. Lobyshev***, and E.D. Krasnova*

*Department of Biology, M.V. Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

**A.A. Kharkevich Institute for Information Transmission Problems, Russian Academy of Sciences,
Bolshoy Karetny per. 19/1, Moscow, 127051 Russia

***Department of Physics, M.V. Lomonosov Moscow State University, Leninskiye Gory 1/12, Moscow, 119992 Russia

Measurements of the spectral composition of light at the boundary of the photic zone in seven coastal bodies
of water, to varying degrees separated from the sea, exposed to the sea and freshwater lake showed that in ma-
rine and brackish water bodies green light is predominantly transmitted, and in lakes the top layer of which is
freshwater, orange, red and far red light is absorbed. In meromictic reservoirs, the photic zone was limited by
a colored layer of water with the massive development of phototrophic microorganisms. Their pigment com-
position and the spectral composition of transmitted light are well matched.  The sea bays and lagoons were
dominated by taxa with red pigments: phycoerythrin-545 from cryptophyte algae, or purple sulfur bacteria
with the carotenoid okenone, or brown-colored green sulfur bacteria with isorenieratin and bacteriochloro-
phyll e. In the lakes the top layer of which is freshwater, unicellular algae or green sulfur bacteria with chloro-
bactene and bacteriochlorophyll d developed. The spectral range can serve as a selective factor that deter-
mines the composition of the community of phototrophs with structurally different antennas, but similar light
absorption spectra.

Keywords: meromictic water bodies, light conditions, algal bloom, anoxygenic phototrophic bacteria, light absor-
bance spectra, deep chlorophyll maximum
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Исследована in vitro кинетика замедленной флуоресценции и фосфоресценции фотосенсибилиза-
тора эритрозина во фрагментах нормальных тканей и злокачественных опухолей молочной железы
пациенток онкологического диспансера. Показано, что кинетика замедленной флуоресценции
красителя формируется как суперпозиция сигналов термоактивированной люминесценции и све-
чения, возникающего в результате синглет-триплетной аннигиляции молекул фотосенсибилизато-
ра и синглетного кислорода. Обнаружено тушение аннигиляционной составляющей замедленной
флуоресценции при возбуждении молекул серией из n импульсов с частотой 5–10 Гц. Форма кривой
замедленной флуоресценции, интенсивность и длительность послесвечения молекул красителя
определяются соотношением скоростей потребления/восстановления содержания кислорода в тка-
нях. Установлена корреляция показателей замедленной флуоресценции с клинико-морфологиче-
скими характеристиками опухолей, обсуждается применение результатов в оптической экспресс-
диагностике тканей. 

Ключевые слова: фотосенсибилизаторы, импульсно-периодическое возбуждение, синглетный кислород,
аннигиляция, замедленная флуоресценция, оптическая диагностика. 

DOI: 10.31857/S0006302924030191,  EDN: OECQUH

Оптические экспресс-методы исследования
различных опухолей широко используются для
ранней диагностики с целью повышения эффек-
тивности лечения онкологических заболеваний и
поэтому востребованы в биологии и медицине.
Перспективное направление развития оптиче-
ской диагностики – использование длительной
люминесценции (замедленной флуоресценции
(ЗФ) и фосфоресценции) молекул-зондов. Дли-
тельная люминесценция возникает при излуча-
тельной релаксации долгоживущих метастабиль-
ных триплетных состояний молекул, которые за
время жизни, как правило, успевают взаимодей-
ствовать с окружением, что повышает информа-
тивность метода и открывает дополнительные
возможности для диагностики опухолей [1–10]. 

В настоящей работе представлены результаты
исследования in vitro ЗФ и фосфоресценции ксан-
тенового красителя эритрозина во фрагментах
тканей молочной железы пациенток онкологиче-
ского диспансера. Экспериментально регистри-

руемая ЗФ эритрозина в тканях представляет со-
бой суперпозицию термоактивированного свече-
ния типа Е [12] и излучения, возникающего после
синглет-триплетной аннигиляции триплет-воз-
бужденной молекулы красителя и синглетного
кислорода (механизм замедленной флуоресцен-
ции Каутского–Мюллера [11], или «singlet oxygen
feedback delayed f luorescence» [13–17]). Далее ан-
нигиляционную составляющую общего сигнала
ЗФ будем обозначать как СТАЗФ. 

В отличие от других разновидностей длитель-
ного послесвечения интенсивность СТАЗФ не-
монотонно зависит от концентрации кислорода в
среде. В работах [18–20] показано, что при воз-
буждении эритрозина в нативных тканях лабора-
торных мышей в режиме флэш-фотолиза с часто-
той следования возбуждающих импульсов 5–10
Гц, в опухолях интенсивность СТАЗФ снижа-
лась, а после окончания возбуждения в течение
нескольких секунд обратимо восстанавливалась
до первоначального уровня. Авторы связали это
явление с образованием синглетного кислорода и
его более активным расходованием в опухолях по
сравнению с нормальными тканями. Цель насто-

Сокращения: ЗФ – замедленная флуоресценция, СТАЗФ –
аннигиляционная составляющая общего сигнала ЗФ.

УДК 535.37
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ящей работы состоит в распространении методи-
ки, апробированной в работах [18–20] на живот-
ных, на исследования тканей человека, что при-
ближает разработку к практическому внедрению.
Обнаруженные особенности послесвечения мо-
лекул могут быть использованы для диагностики
патологий и оценки краев резекции при хирурги-
ческом удалении опухоли. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследованы образцы ткани молочной желе-

зы, полученные хирургическим путем от 81 паци-
ентки. Средний возраст пациенток – 57.9 лет. 

Производился хирургический забор опухоле-
вой ткани и лимфоузлов, фрагменты макропре-
паратов направлялись на гистологию и одновре-
менно на исследования кинетики затухания дли-
тельной люминесценции молекул-зондов.
Гистологическое исследование проводилось в
ГАУЗ «Оренбургский областной клинический
онкологический диспансер» (Оренбург, Россия).
Гистологические и флуоресцентные исследова-
ния проводились параллельно и независимо
(двойное слепое исследование). Распределение
образцов по результатам гистологии показано в
табл. 1. 

После удаления операционного препарата ис-
следуемые макропрепараты рассекались на 2 рав-
ные части. Выполнялись срезы с поверхности
рассеченного лимфоузла и краев резекции тол-
щиной 1 мм. Образцы помещали в среду 199 с со-
лями Хэнкса для транспортирования из операци-
онной в лабораторию. Время от забора образца до
измерения люминесценции составляло в среднем
1 ч. 

Окрашивание проводили путем погружения в
физиологический раствор с эритрозином (кон-
центрация красителя 10–3 моль/л) на 1 мин, затем
образцы промывали в чистом физиологическом

растворе, чтобы удалить невпитавшийся краси-
тель. Подготовленные фрагменты тканей разме-
щали в герметичной термостатируемой камере.
Одновременно в камере можно разместить до ше-
сти фрагментов, этим обеспечивались одинако-
вые условия эксперимента для всех образцов.
Каждый фрагмент накрывали тонкой металличе-
ской пластиной с круглым отверстием диаметром
5 мм. К камере при необходимости подключали
баллон со сжатым азотом для снижения концен-
трации кислорода в атмосфере над образцами.
Эксперимент проводили при комнатной темпе-
ратуре (20–25°С).

Кинетика затухания длительной люминесцен-
ции исследовалась методом флэш-фотолиза на
автоматизированной установке динамической
спектрофлуориметрии. Для возбуждения дли-
тельной люминесценции эритрозина использо-
вали излучение второй гармоники (532 нм) им-
пульсно-периодического твердотельного лазера
на YAG:Nd3+ (лазер LQ-214, Solar, Беларусь).
Энергия возбуждающего импульса варьировалась
в диапазоне 0.2–30 мДж при длительности 10 нс.
Возбуждение производилось не одним импуль-
сом, а серией из 7–10 импульсов с частотой 5–
10 Гц. Свечение регистрировалось через моно-
хроматор МДР-41 с помощью фотоумножителя
ФЭУ-84-3, имеющего специальный электрод для
управления чувствительностью. Для аппрокси-
мации кривых использовалась программа Wol-
fram Mathematica. 

Эритрозин (Acros Organics, Индия) – синтети-
ческий краситель, широко использующийся в ка-
честве фотосенсибилизатора в фотодинамиче-
ской терапии и флуоресцентном анализе [21–23].
Благодаря наличию в своей структуре тяжелых
атомов йода эритрозин обладает высоким кванто-
вым выходом φТ в триплетное состояние (в фи-
зиологическом растворе φТ ≈ 0.98), что позволяет

Таблица 1. Распределение полученных образцов по гистологической картине

Гистологическая картина Количество образцов Наличие 
злокачественности

Протоковый рак молочной железы 53 Да

Другие формы рака молочной железы (листовидная, 
папиллярная, муцинозная формы) 9 Да

Доброкачественная опухоль (фиброаденома или мастит) 14 Нет

Лимфоузел без метастазов 89 Нет

Лимфоузел с метастазом 3 Да

Лимфоузел (реактивные изменения) 12 Нет

Всего образцов 180
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использовать его одновременно и в качестве сен-
сибилизатора синглетного кислорода, и в каче-
стве реагента в реакции кросс-аннигиляции, со-
провождающейся СТАЗФ. Эритрозин имеет от-
носительно большой коэффициент экстинкции
на длине волны 532 нм (сечение поглощения в
физиологическом растворе σ ≈ 2.8·10–16 см2) и
яркую флуоресценцию, что облегчает визуализа-
цию свечения при диагностике. Эритрозин фото-
стабилен, растворим в воде и хорошо проникает в
ткани. Вместе с тем длины волн возбуждения и
излучения эритрозина (500–540 нм и 550–700 нм
соответственно) находятся на краю «терапевтиче-
ского окна», что ограничивает глубину проник-
новения света в ткани и его применение при об-
наружении и терапии глубоко расположенных
опухолей. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Двухстадийную реакцию возникновения

СТАЗФ можно описать следующим образом
(рис. 1): при взаимодействии Т1-состояния лю-
минофора с молекулярным кислородом 3О2 про-
исходит передача энергии Т1 → 3О2, при этом об-
разуется синглетный кислород 1О2: Т1 + 3O2 →
→ S0 + 1О2 (обозначено цифрой 1 на рис. 1). Эф-
фективность этого процесса пропорциональна
концентрации молекул в Т1-состояниях и содер-
жанию свободного кислорода в ткани. На втором
этапе происходит синглет-триплетная аннигиля-
ция Т1 + 1О2 и образуются флуоресцентные S1-со-
стояния: Т1 + 1О2 → S1 + 3O2 (обозначено
цифрой 2 на рис. 1). Количество образуемого
синглетного кислорода в ткани непосредственно
влияет на интенсивность СТАЗФ. 

Полагая, что в тканях связанные молекулы
красителя имеют ограниченную подвижность,

при описании кинетики ЗФ можно не учитывать
вклад свечения, возникающего после аннигиля-
ции Т1 + Т1 двух триплет-возбужденных молекул
эритрозина (ЗФ P-типа [12]). Если воспользо-
ваться формально-кинетическим описанием ки-
нетики ЗФ, то интенсивность свечения определя-
ется выражением [18]

(1)

где φфл – квантовый выход флуоресценции, pS –
вероятность генерации S1-состояний молекул в
реакции синглет-триплетной аннигиляции (Т1 +
+ 1О2),  – скорость синглет-триплетной анни-
гиляции,  – скорость перехода из нижнего
триплетного (Т1) в синглетное (S1) состояние,
nT(t) – концентрация молекул в триплетном со-
стоянии,  – концентрация синглетного кис-
лорода. Первое слагаемое в выражении (1) опре-
деляет СТАЗФ, а второе – термоактивированную
ЗФ типа Е [12]. 

Экспериментальная зависимость IЗФ(t) пред-
ставлена на рис. 2. При нормальных условиях на
коротких временах вклад второго слагаемого в
выражение (1) невелик. В диапазоне времени 1–
10 мкс основной вклад в ЗФ дает свечение, обу-
словленное СТАЗФ. Длительность этого свече-
ния лимитируется временем жизни синглетного
кислорода в среде. На больших временах наблю-
дается только термоактивированная ЗФ, интен-
сивность которой много меньше СТАЗФ. 

При импульсно-периодическом возбуждении
с частотой 5–10 Гц в некоторых тканях имеет ме-
сто обратимое снижение интенсивности СТАЗФ
(обратимое тушение ЗФ), в большей степени ха-
рактерное для злокачественных опухолей
(рис. 2а). В зависимости от типа патологии в тка-
нях тушение интенсивности ЗФ сразу после
окончания серии возбуждающих импульсов со-

( ) ( ) ( ) ( )= +1 1 1 12 2
S TS To o φ  φ ,ЗФ фл T флI t k p n t n t k n t

1
2ok

1 1T Sk

( )1
2on t

Рис. 1. Схема возникновения замедленной флуоресценции после синглет-триплетной аннигиляции.
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ставляло от нескольких процентов до свыше 60%.
Кинетика обратимого восстановления интенсив-
ности и формы кривой ЗФ эритрозина исследова-
ны по методике, описанной в работе [19]. Время
полного восстановления кривой составляло 5–7 с
(рис. 3).

Тушение СТАЗФ зависит от частоты возбуж-
дения: эффективность тушения повышается с
увеличением частоты (рис. 3а). Из выражения (1)
следует, что при неизменной интенсивности воз-
буждения (начальная концентрация nT молекул в
триплетном состоянии одинаковая после каждо-
го возбуждающего импульса) яркость СТАЗФ
снижается в том случае, если уменьшается мно-
житель , т.е. если уменьшается содержание
кислорода в ткани. После окончания первого воз-

( )1
2on t

буждающего импульса в ткани образуется син-
глетный кислород, активно вступающий в хими-
ческие реакции с окружением, и в целом концен-
трация кислорода в ткани уменьшается.
Одновременно кислород поступает в ткань из ат-
мосферы. Если скорость потребления кислорода
превышает скорость его восстановления в ткани,
то множитель  будет уменьшаться и про-
изойдет тушение СТАЗФ. С увеличением частоты
следования возбуждающих импульсов сокраща-
ется время на восстановление концентрации кис-
лорода в ткани, поэтому эффективность тушения
свечения будет возрастать. 

Поскольку по мере импульсно-периодическо-
го облучения окрашенной ткани в ней снижается
концентрация кислорода, то следует ожидать по-

( )1
2on t

Рис. 2. Кинетика затухания замедленной флуоресценции эритрозина: (а) – в тканях злокачественной опухоли
молочной железы (патология подтверждена гистологическими исследованиями) и (б) – в прилегающем лимфоузле
(без патологии) после первого, пятого и десятого возбуждающих импульсов, следовавших с частотой 10 Гц.

Рис. 3. Интегральная интенсивность замедленной флуоресценции (площадь под кинетической кривой на участке 1–
10 мкс) эритрозина в опухоли молочной железы: (а) – в ходе импульсно-периодического возбуждения с разной
частотой; (б) – спустя указанное время после 10-импульсного возбуждения с частотой 10 Гц.
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вышения интенсивности и увеличения продол-
жительности свечения фосфоресценции и термо-
активированной ЗФ. На рис. 4 приведены кине-
тические кривые затухания фосфоресценции
эритрозина в тех же образцах и при тех же услови-
ях, что представлены на рис. 1. Хорошо видно, что
интегральная интенсивность фосфоресценции
после 10-го импульса выросла на 20% (отношение
площадей под кинетическими кривыми), а дли-
тельность свечения увеличилась от 40 до 80 мкс.
При этом начальная интенсивность фосфорес-
ценции остается неизменной. 

Интенсивность термоактивированной ЗФ так-
же увеличивается. На рис. 5 представлены кине-
тические кривые ЗФ эритрозина в диапазоне вре-

мени 0–200 мкс. Начиная примерно с 30–50 мкс
после возбуждения характер затухания кинетиче-
ской кривой становится практически экспонен-
циальным, что указывает на мономолекулярный
характер релаксации триплетных Т1-состояний
эритрозина. Из рис. 5 видно, что после 10-го им-
пульса возбуждения с частотой 10 Гц интенсив-
ность СТАЗФ уменьшается, а интенсивность и
длительность термоактивированной ЗФ, наобо-
рот, закономерно увеличиваются. 

В пользу предложенной «кислородной» моде-
ли тушения СТАЗФ свидетельствуют следующие
экспериментальные факты. Параметры кинети-
ческих кривых ЗФ не меняются при частотах
строб-возбуждения меньше 1 Гц (рис. 3а). При
другом механизме тушения, например, фотообес-
цвечивании красителя, эффект регистрировался
бы при любой частоте. В окрашенных тканях в
диапазоне длин волн 300–800 нм не обнаружены
новые полосы в спектрах возбуждения флуорес-
ценции эритрозина или новые линии свечения
возможных короткоживущих продуктов фоторе-
акций. Начальная интенсивность фосфоресцен-
ции после каждого возбуждающего импульса не
изменяется (рис. 4б), что однозначно указывает
на постоянство концентрации красителя в ткани.
На основании этих экспериментальных данных
можно утверждать, что причина обратимого ту-
шения СТАЗФ заключается именно в кратковре-
менном снижении уровня кислорода в облучае-
мых биотканях. 

Изменение кинетики длительной люминес-
ценции эритрозина в зависимости от содержания
кислорода в тканях проиллюстрировано экспери-
ментально при продувке камеры с образцами га-
зообразным азотом. Удаление кислорода из тка-
ней и его восстановление после обратной закачки

Рис. 4. Кинетика затухания фосфоресценции эритрозина в тканях злокачественной опухоли молочной железы (а) и в
прилегающем лимфоузле (б) после первого и десятого возбуждающих импульсов, следовавших с частотой 10 Гц.

Рис. 5. Кинетика затухания ЗФ эритрозина (в полуло-
гарифмических координатах) в опухоли молочной
железы после первого (черная кривая) и десятого (се-
рая кривая) возбуждающих импульсов, следовавших
с частотой 10 Гц.
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воздуха в камеру сопровождаются обратимыми
изменениями интенсивности и формы ЗФ и фос-
форесценции, аналогичными представленным на
рис. 2 и 4.

Тушение СТАЗФ с одновременным увеличе-
нием интенсивности термоактивированной ЗФ и
фосфоресценции молекул-зондов в тканях при
импульсно-периодическом возбуждении пре-
имущественно имеет место в злокачественных
опухолях и может служить признаком, указываю-
щим на развитие патологии. Для сравнения лю-
минесцентных характеристик (интенсивность и
длительность свечения) в выборке «есть опухоль»
и в выборке «нет опухоли», применен t-критерий
Стьюдента [24], широко использующийся в био-
медицинских приложениях. Уровень значимости
критерия выбран α = 0.01, критическое значение
для выборки 2.609.

Все образцы отбирали, окрашивали и облуча-
ли при одних и тех же условиях. Регистрацию све-
чения молекул проводили путем записи серий из
10 кинетических кривых затухания ЗФ (570 нм) и
фосфоресценции (680 нм) эритрозина при им-
пульсном возбуждении с частотой 10 Гц. Матема-
тическую обработку полученной серии кинетиче-
ских кривых проводили следующим образом (см.
также рис. 6):

– каждую кинетическую кривую в серии ап-
проксимировали двумя экспонентами (см. также
рис. 5): 

(2)

– автоматически определялась точка пересе-
чения двух экспонент на временной оси;

− −
τ τ= +1 2

1 2( ) ;
t t

I t A e A e

– площадь под кинетической кривой до точки
пересечения определяли как Sдо(i), где i = 1, 2,
3, …, 10 – порядковый номер возбуждающего им-
пульса;

– площадь под кинетической кривой после
точки пересечения определяли как Sпосле(i); 

– для каждой серии кинетических кривых со-
ставляли 4 таблицы следующих величин:
Sдо(i)/Sдо(1); Sпосле(i)/Sпосле(1); τ1(i)/τ1(1);
τ2(i)/τ2(1); т.е. все полученные значения норми-
ровали на аналогичную величину после первого
импульса. 

Для построения кривых на рис. 3а использова-
ны значения Sдо(i)/Sдо(1) ЗФ эритрозина. Видно,
что при частоте возбуждения 10 Гц уже примерно
после пятого импульса тушение СТАЗФ законо-
мерно выходит на насыщение. Для оценки изме-
нения Sдо за 10 импульсов использовали следую-
щее отношение: 

(3)

На рис. 3а значение этой величины при часто-
те возбуждения 10 Гц показано пунктиром. Оче-
видно, если ΔSдо мало отличается от единицы, то
можно считать, что данный параметр не изменя-
ется в ходе многоимпульсного возбуждения. 

В ходе анализа выявлены четыре величины, по
изменению которых могут различаться злокаче-
ственные опухоли и нормальные ткани: 

– изменение интегральной интенсивности ЗФ
на отрезке времени до точки пересечения двух ап-

+ + + +
Δ =

до до до до до

до до до до до
до

(6) (7) (8) (9) (10)
(1) (1) (1) (1) (1)

.
5

S S S S S
S S S S S

S

Рис. 6. Иллюстрация математической обработки кинетической кривой: (а) – аппроксимация кинетической кривой
затухания замедленной флуоресценции двумя экспонентами, нахождение точки пересечения; (б) – определение
величины ΔSдо

570.
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проксимирующих экспонент  – соответ-
ствует тушению СТАЗФ;

– изменение интегральной интенсивности
фосфоресценции на участке после точки пересе-
чения двух аппроксимирующих экспонент 
– соответствует увеличению интенсивности фос-
форесценции;

– изменение показателя первой аппроксими-
рующей экспоненты для кривой затухания ЗФ

  – показывает изменение длительности све-
чения короткоживущей компоненты ЗФ (СТА-
ЗФ);

– изменение показателя второй аппроксими-
рующей экспоненты для кривой затухания фос-
форесценции   – показывает изменение вре-
мени жизни долгоживущей компоненты фосфо-
ресценции. 

Результаты исследования 180 образцов тканей
разделены на две выборки: «нет злокачественной
опухоли» и «есть злокачественная опухоль». При
этом в выборку «нет злокачественной опухоли»
включены доброкачественные новообразования
и ткани с реактивными изменениями. Каждая из
этих выборок удовлетворяла критерию нормаль-
ности. Для выбранных величин t-критерий ока-
зался больше критического: для  – 9.405, для

 – 8.173, для  – 6.973, для  – 6.438.
На рис. 7 результаты представлены в виде гисто-
грамм. 

Полученные результаты дают основание
утверждать, что в злокачественных опухолях ве-
роятность обнаружить изменение параметров
длительной люминесценции фотосенсибилиза-

Δ 570
доS

Δ 680
послеS

Δ 570
1t

Δ 680
2t

Δ 570
доS

Δ 680
послеS Δ 570

1t Δ 680
2t

тора выше по сравнению с нормальными тка-
нями. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Обнаружено изменение интенсивности и фор-
мы кинетических кривых затухания длительной
люминесценции эритрозина в тканях молочной
железы при периодическом возбуждении лазер-
ными импульсами длительностью 10 нс, следую-
щих с частотой 10 Гц. Наибольшие изменения от-
мечены для: 

– участка кинетической кривой затухания ЗФ
(диапазон 1–10 мкс) – интенсивность свечения
уменьшается, продолжительность свечения уве-
личивается;

– кинетической кривой затухания фосфорес-
ценции (диапазон от 20 до 600 мкс) – интенсив-
ность и продолжительность свечения увеличива-
ются. 

Обнаружено статистически значимое разли-
чие интенсивности и длительности свечения мо-
лекул-зондов в злокачественных опухолях (32 об-
разца) и нормальных (59 образцов) тканях с по-
мощью t-критерия Стьюдента с уровнем
значимости 0.01: 

– изменение интенсивности (площади под ки-
нетической кривой) ЗФ в диапазоне 1–10 мкс;

– изменение длительности затухания ЗФ в
диапазоне 1–10 мкс;

– изменение длительности затухания фосфо-
ресценции (от 20 до 600 мкс).

Полученные результаты могут найти примене-
ние в биомедицинской диагностике онкологиче-
ских заболеваний, в том числе для экспресс-диа-
гностики краев резекции тканей в ходе операции.
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 Long-Term Luminescence Kinetics of Erythrosine in Breast Tissue in vitro
 S.N. Letuta*, A.T. Ishemgulov*, and M.A. Senchukova**

*Orenburg State University, prosp. Pobedy 13, Orenburg, 460018 Russia

**Orenburg State Medical University, Sovetskaya ul. 6, Orenburg, 460000 Russia

The kinetics of delayed fluorescence and phosphorescence of the photosensitizer erythrosine in fragments of
normal tissues and malignant breast tumors of patients at an oncology clinic was studied in vitro. It has been
shown that the kinetics of delayed fluorescence of the dye is formed as a superposition of signals of thermally
activated luminescence and luminescence resulting from singlet-triplet annihilation of photosensitizer mol-
ecules and singlet oxygen. The quenching of the annihilation component of delayed fluorescence was discov-
ered when molecules were excited by a series of n pulses with a frequency of 5–10 Hz. The shape of the de-
layed fluorescence curve, the intensity and duration of the afterglow of dye molecules are determined by the
ratio of the rates of consumption/regeneration of oxygen content in tissues. A correlation between delayed
fluorescence indicators and the clinical and morphological characteristics of tumors has been established,
and the application of the results in rapid optical diagnostics of tissues is discussed.

Keywords: photosensitizers, pulse-periodic excitation, singlet oxygen, annihilation, delayed fluorescence, optical
diagnostics
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Целью исследования была разработка комбинированной технологии плазмонной фототермиче-
ской терапии и фотодинамической терапии у крыс с перевитой холангиокарциномой РС-1. Для фо-
тодинамической терапии крысам внутритуморально вводили в дозе 2 мг/кг индоцианиновый зеле-
ный, разведенный в полиэтиленгликоле в соотношении 1:100. Для плазмонной фототермической
терапии внутритуморально вводили покрытые полиэтиленгликолем золотые наностержни
(400 мкг/мл) в объеме 30% от объема опухоли. Через час после инъекций опухоль облучали чре-
скожно диодным инфракрасным лазером с длиной волны 808 нм при плотности мощности
2.3 Вт/см2 в течение 15 мин. Животных выводили из эксперимента через 72 ч и 21 сутки после тера-
пии. Морфологические исследования опухоли проводили на срезах, окрашенных стандартными и
иммуногистохимическими методами. При комбинированной плазмонной фототермической и фо-
тодинамической терапии отмечали значительный подъем температуры опухоли, вплоть до
60.0 ± 4.1°С. Через 72 ч наблюдали выраженные некротические изменения в опухолевой ткани, со-
хранные опухолевые клетки наблюдали только на периферии опухоли. Через 21 сутки после тера-
пии отмечали значительное торможение роста опухолей, индекс торможения по массе опухоли со-
ставил 77.4%. 

Ключевые слова: плазмонная фототермическая терапия, фотодинамическая терапия, золотые нано-
стержни, опухоли, комбинированная терапия.

DOI: 10.31857/S0006302924030205,  EDN: ODUSTN

Актуальность разработки новых технологий
противоопухолевой терапии обусловлена резким
ростом заболеваемости раком в мире. По данным
Международного агентства по изучению рака
(IARC), в 2020 г. в мире было диагностировано
19.3 млн новых случаев, около 10 млн человек
умерло от онкологических заболеваний [1]. Необ-
ходимость поиска новых методов лечения обу-
словлена и недостаточной эффективностью стан-

дартной химио- и лучевой терапии при лечении
ряда опухолей, в том числе труднодоступных ло-
кализаций. 

Наряду с традиционными методами лечения
изучается возможность медицинского примене-
ния лазерной гипертермии для противоопухоле-
вой терапии, однако основным недостатком дан-
ного метода является отсутствие селективности
воздействия, за счет чего происходит нагрев здо-
ровых тканей вокруг опухоли. 

Для увеличения селективности лазерной ги-
пертермии в последние годы активно использу-
ются металлические наночастицы. Плазмонная

Сокращения: ПФТ – плазмонная фототермическая тера-
пия, ФДТ – фотодинамическая терапия, ПЭГ – полиэти-
ленгликоль. 
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фототермическая терапия (ПФТ) – основана на
гипертермии опухолей за счет лазерного нагрева
металлических наночастиц, обладающих свой-
ством плазмонного резонанса. Наиболее часто
для ПФТ используются золотые наночастицы за
счет их низкой токсичности. Поглощение света
самими биологическими тканями минимально в
ближней инфракрасной области (700–1000 нм),
поэтому плазмонный резонанс наночастиц дол-
жен быть настроен на данный диапазон [2, 3]. 

При воздействии на накопившиеся в опухоли
наночастицы излучением лазера с определенной
длиной волны, близкой к их плазмонному резо-
нансу, происходит термолиз опухолевых клеток
из-за денатурации белков и разрушения плазма-
тической мембраны, при этом нагрева и повре-
ждения окружающих здоровых тканей не проис-
ходит [4]. 

Однако нерешенными проблемами ПФТ оста-
ются выбор оптимальных доз и методов введения
наночастиц для их эффективного накопления в
опухолевой ткани; выбор оптимальной мощно-
сти и режимов лазерного излучения для улучше-
ния его проникновения в опухолевую ткань. Из-
вестно, что золотые наночастицы способны пас-
сивно накапливаться в опухоли благодаря
эффекту повышенной проницаемости и удержа-
ния (EPR effect) в сосудистой сети [5]. Кроме то-
го, наночастицы избирательно задерживаются в
опухолевых тканях вследствие нарушенной си-
стемы лимфатического дренажа. Для достижения
эффекта пассивного таргетирования наночасти-
цы, как правило, должны иметь размеры 10–
200 нм [6, 7]. 

В связи с сильным поглощением и рассеянием
лазерного излучения клетками и тканями in vivo
важными задачами ПФТ являются доставка света
необходимой мощности к тканям-мишеням и в
то же время обеспечение безопасности лазерного
облучения для здоровых органов [8]. Возможны-
ми решениями являются использование соответ-
ствующих световодов и методов оптического
просветления биотканей [9].

В последние годы активно развиваются техно-
логии комбинированной ПФТ-терапии, в том
числе в сочетании с методами фотодинамической
терапии (ФДТ), основанной на взаимодействии
лазерного излучения с фотосенсибилизатором.
Данный метод применяется в клинике уже более
40 лет для лечения различных видов рака, вклю-
чая поверхностные поражения кожи, опухоли пи-
щевода и легких [10, 11]. Важными преимуще-
ствами данной комбинации методов являются
сопряженность обоих методов с использованием
оптического излучения, ускорение фотохимиче-
ских реакций при повышении температуры, ис-
пользование более низких плотностей мощности
для лазерного облучения, синергичное воздей-

ствие на опухолевые кровеносные сосуды, разоб-
щенность максимальных терапевтических эф-
фектов обеих процедур во времени, повышение
термочувствительности клеток в условиях гипо-
ксии, вызываемой фотохимической реакцией, и
т.д. [12, 13].

Авторы работы [14] отметили значительное
торможение роста опухолей у мышей при прове-
дении комбинированной ПФТ/ФДТ-терапии с
использованием золотых наностержней, конъ-
югированных с тетрасульфонатом фталоцианина
алюминия (AuNR-AlPcS4) [14]. В работе [15] была
показана значительная эффективность комбини-
рованной ПФТ/ФДТ-терапии при внутритумо-
ральном введении золотых нанозвезд, конъюги-
рованных с хлорином e6 (GNS-PEG-Ce6) мышам
с опухолью MDA-MB-435 и использовании лазе-
ра с длиной волны 671 нм.

В исследовании [16] был продемонстрирован
противоопухолевый эффект комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии с использованием золотых
наностержней, конъюгированных с гематопор-
фирином. При внутритуморальном введении на-
нокомпозитов крысам с перевитой холангиокар-
циномой и последовательном облучении опухо-
лей лазерами с длинами волн 808 нм и 633 нм в
ткани опухоли развивались выраженные некро-
тические изменения и отмечалось значительное
торможение роста опухоли.

В исследовании [17] авторы наблюдали значи-
тельное торможение роста опухолей A549 у мы-
шей при проведении комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии с использованием 4-карбок-
сифенилпорфирина, конъюгированного с золо-
тыми наностержнями, покрытыми кремнезем-
ной оболочкой (AuNR@SiO2-TCPP), и облуче-
нии опухолей лазерами с длинами волн 660 и 808
нм.

Однако из-за частого несовпадения спектров
поглощения фототермических и фотодинамиче-
ских агентов комбинированная ПФТ/ФДТ-тера-
пия требует последовательного облучения опухо-
ли двумя разными лазерами, что удлиняет время
лечения и усложняет его. Возможным решением
данной проблемы является использование лазера
с длиной волны, соответствующей спектрам по-
глощения фототермического и фотодинамиче-
ского агентов, что позволит оптимизировать те-
рапевтический протокол комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии и уменьшить ее возможные
побочные эффекты. 

Целью исследования является разработка
эффективной комбинированной технологии
ПФТ/ФДТ у крыс с перевитой холангиокарцино-
мой РС-1.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования на лабораторных животных
проводили на базе ЦКП экспериментальной он-
кологии Саратовского государственного меди-
цинского университета им. В.И. Разумовского.
Штамм холангиокарциномы РС-1 был получен
из коллекции НМИЦ им. Н.Н. Блохина МЗ РФ,
24 крысам-самцам линии Wistar массой 300 ± 30 г
вводили подкожно в межлопаточную область по
0.5 мл 25%-ной взвеси опухолевой ткани в рас-
творе Хенкса.

В качестве термосенсибилизатора для ПФТ
использовали золотые наностержни, синтезиро-
ванные в лаборатории нанобиотехнологии
ИБФРМ РАН зародышевым методом по методи-
ке, описанной в работе [18]. Cредняя длина ча-
стиц Laν = 44.0 ± 8.3 нм, диаметр daν = 10.9 ±
± 2.1 нм и аспектное отношение ARaν = 4.03 ± 0.72
были определены из ПЭМ-изображений (просве-
чивающий электронный микроскоп Libra-120,
Carl Zeiss, Германия) (рис. 1а). Для предотвраще-
ния агрегации в крови и тканях и повышения
биосовместимости наностержни были функцио-
нализированы тиолированным полиэтиленгли-
колем (молекулярная масса 5000 Да, Nektar,
США) [19]. Концентрация наностержней в сус-
пензии составляла 400 мкг/мл. 

По данным ПЭМ, средняя толщина нано-
стержней варьирует от образца к образцу зна-
чительно меньше, чем средняя длина или отно-
шение осей. В частности, относительное
среднеквадратичное отклонение диаметра не
превышало 3–5%, а относительное среднеквадра-
тическое отклонение длины наночастиц не пре-
вышaло 10–12%. 

Перед измерением коэффициента экстинкции
суспензию разбавляли в соотношении 1:10.
Спектр коэффициента экстинкции (рис. 1б) ре-
гистрировали с помощью UV-Vis-спектрофото-
метра Specord BS-250 (Analytik Jena, Германия).

В качестве фотосенсибилизатора для ФДТ ис-
пользовали индоцианиновый зеленый (Pulsion
Medical Inc., Германия), который разводили в со-
отношении 1:100 в полиэтиленгликоле 300
(«Норкем», Россия). В качестве диагностическо-
го средства индоцианин зеленый имеет регистра-
ционное удостоверение РФ для медицинского
применения (рег. №: ЛП-008003 от 31.03.22).

При достижении опухолью объема 3.0 ± 0.3 см3

животные случайным образом были разделены на
4 группы по 6 крыс: группа сравнения – без воз-
действия, группа ПФТ, группа ФДТ, группа
ПФТ/ФДТ.

В группах животных с ПФТ и и ПФТ/ФДТ
суспензию золотых наностержней вводили внут-
ритуморально в объеме 30% от объема опухоли.
Индоцианиновый зеленый в качестве фотосен-
сибилизатора вводили внутритуморально в груп-
пах животных с ФДТ и комбинированной тера-
пией внутритуморально в дозе 1 мг/кг.

Через час после внутритуморальных инъекций
во всех опытных группах крыс опухоль в течение
15 мин облучали чрескожно излучением диодного
инфракрасного лазера 808 нм LS-2-N-808-10000
(«Лазерные системы», Россия) с плотностью
мощности 2.3 Вт/см2. Температуру при локаль-
ном нагреве кожи над опухолью измеряли тепло-
визором IRY4010 (IRYSYS, Великобритания). Вы-
вод животных и отбор образцов тканей опухоли
для морфологического исследования проводили

Рис. 1. (а) – ПЭМ-изображения золотых наностержней, (б) – спектр поглощения суспензии золотых наностержней.
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через 72 ч и на 21 сутки после проведения тера-
пии. Морфологические исследования проводили
на срезах, окрашенных стандартными (гематок-
силин-эозин) и иммуногистохимическими мето-
дами с использованием системы визуализации
UltraVision Quanto Detection System HRP DAB
(Thermo Fisher Scientific, США) с маркером про-
лиферации Ki-67 (ab15580, Abcam, Великобрита-
ния, разведение 1:100) и маркером апоптоза Bax
(ab32503, Abcam, Великобритания, разведение
1:250). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В группе ПФТ золотые наностержни вводили
внутритуморально в объеме 30% от объема опухо-
ли, при воздействии инфракрасного лазерного
излучения отмечали выраженный подъем темпе-
ратуры локального нагрева опухоли (вплоть до
60°С), сразу после проведения терапии наблюда-
ли ожоговую поверхность на коже в области воз-
действия лазера. В группе ФДТ внутритумораль-
но вводили индоцианиновый зеленый в дозе
1 мг/кг, при проведении ФДТ температура повы-
шалась незначительно (до 40 ± 2°С), на поверхно-
сти кожи выявлялась лишь зона покраснения.

В группе ПФТ/ФДТ вводили внутритумораль-
но золотые наностержни и индоцианиновый зе-
леный в том же объеме и дозе, при проведении
комбинированной терапии отмечали выражен-
ный подъем температуры локального нагрева
опухоли, вплоть до 65± 2°С. Ожоговая поверх-
ность на коже была сопоставима с наблюдаемыми
изменениями после ПФТ (рис. 2).

Через 72 ч у крыс после ФДТ отмечали наиме-
нее выраженные повреждения ткани опухолей по
сравнению с другими опытными группами. При
морфологическом исследовании поля некроза
занимали от 30 до 50% площади среза. В группах
животных с ПФТ и комбинированной
ФДТ/ПФТ-терапией некрозы занимали до 80%
площади среза опухоли, сохранные опухолевые
клетки наблюдали только на периферии опухоли
(рис. 3).

Через 21 сутки после ФДТ в холангиокарцино-
ме часть опухолевых клеток сохраняла свои мем-
браны, хотя были выражены признаки кариорек-
сиса и кариолизиса, т.е. признаков некробиоза.
Поля некрозов составляли около 50% от площади
среза. 

После ПФТ и комбинированной ПФТ/ФДТ-
терапии отмечали выраженное повреждение тка-
ни опухолей, при морфологическом исследова-
нии поля некроза занимали до 90% площади сре-
за опухоли, участки некрозов наблюдали даже
под капсулой опухоли. Сохранные опухолевые
клетки наблюдали только на периферии опухоли
(рис. 4).

При иммуногистохимическом исследовании
через 72 ч и 21 сутки после проведения ПФТ и
комбинированной ПФТ/ФДТ-терапии отмечали
в сохранных клетках опухоли значительное сни-
жение экспрессии маркера пролиферации Ki-67
(рис. 4) и повышение экспрессии BAX-маркера
апоптоза.

Торможение роста опухолей через 72 ч после
терапии во всех опытных группах достоверно не
отличалось. Через 21 сутки у крыс наибольшее

Рис. 2. Динамика температуры локального нагрева опухолей при проведении ПФТ или ФДТ, а также комбинирован-
ного ПФТ/ФДТ-воздействия.
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торможение роста опухолей было отмечено после
комбинированной ПФТ/ФДТ-терапии, индекс
торможения роста опухоли по массе составил
77.4% (рис. 5).

Результаты исследования согласуются с дан-
ными ряда авторов, которые наблюдали более
выраженный эффект на торможение роста опу-
холей при воздействии комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии при внутритуморальном вве-
дении золотых наночастиц в сочетании с различ-
ными фотосенсибилизаторами: золотых нано-
звезд, конъюгированных с хлорином e6 (GNS-
PEG-Ce6) [15], золотых наностержней, конъюги-
рованных с гематопорфирином [16], золотых на-
ностержней, конъюгированных с 4-карбоксифе-
нил порфирином [17]. Недостатком этих методик
является последовательное применение двух ти-
пов лазеров для ФДТ и ПФТ из-за несоответствия
спектров поглощения используемых фото- и тер-
мосенсибилизаторов.

Сочетание фотосенсибилизатор-термосенси-
билизатор было выбрано на основе данных о
спектрах поглощения индоцианинового зеленого
и золотых наностержней. Индоцианиновый зеле-

ный является трикарбоцианиновым красителем,
у которого в зависимости от растворителя и кон-
центрации красителя в растворе максимум погло-
щения может находиться вблизи 650 нм (димер-
ная форма) или 800 нм (мономерная форма). При
использовании в качестве растворителя ПЭГ в
растворе красителя преобладают мономеры, и
максимум поглощения раствора находится на
длине волны 794 нм. В результате связывания мо-
лекул индоцианинового зеленого с органически-
ми молекулами биологических тканей его пик по-
глощения смещается в длинноволновую область
до 810 нм [20].

Создание мультифункциональных наноком-
позитов для комбинированной противоопухоле-
вой терапии, содержащих в своем составе золо-
тые наночастицы и фотосенсибилизаторы с
близким спектром поглощения, является пер-
спективным направлением наномедицины. Так,
в недавнем исследовании [21] была разработана
новая наноплатформа на основе инкапсулиро-
ванных золотых наностержней, конъюгирован-
ных с индоцианиновым зеленым, применение
которой для комбинированной ПФТ/ФДТ-тера-

Рис. 3. Морфологическая картина холангиокарциномы через 72 ч после воздействия: (а) – группа сравнения, (б) –
после ФДТ-терапии, (в) – после ПФТ-терапии, (г) – после комбинированной ПФТ/ФДТ-терапии. Окрашивание
гематоксилин-эозином. Ув. 246.4.
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пии у мышей с перевитой опухолью A549 вызыва-
ло значительное торможение роста опухолей, по
сравнению с группами животных только c ФДТ
или ПФТ-терапией. Возможными ограничения-
ми для синтеза такого вида нанокомпозитов яв-

ляются сложности загрузки в них достаточного
количества фотосенсибилизатора для достиже-
ния его эффективной концентрации в области
интереса при внутривенном введении. В нашем
ранее проведенном исследовании мы подобрали
необходимые дозы и способ многократного внут-
ривенного введения золотых наностержней для
достаточного накопления их в опухоли с сформи-
рованной сосудистой сетью и протоколы лазер-
ного облучения для эффективного проведения
ПФТ [22]. В настоящем исследовании нами были
подобраны необходимые для достижения проти-
воопухолевого эффекта при ФДТ дозы фотосен-
сибилизатора. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Близость спектров поглощения фотосенсиби-
лизатора и термосенсибилизатора, имеющих
максимумы в области 800–820 нм, позволяет ис-
пользовать для комбинированной ПФТ/ФДТ-те-
рапии один инфракрасный лазер (808 нм), что
может считаться преимуществом предложенного
подхода.

Рис. 4. Морфологическая картина холангиокарциномы через 21 сутки после воздействия: (а) – группа сравнения, ув.
246.4; (б) – после ФДТ-терапии, ув. 246.4; (в) – после ПФТ-терапии, ув. 246.4; (г) – после комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии, ув. 64.6. Окрашивание гематоксилин-эозином.

Рис. 5. Масса опухолей через 72 ч и 21 сутки после
проведенной терапии.
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Разработанная комбинированная технология
ПФТ/ФДТ-терапии вызывает выраженное по-
вреждение ткани перевитой холангиокарциномы
у крыс за счет резкого локального нагрева при
ПФТ и цитотоксического действия ФДТ на опу-
холевые клетки. Противоопухолевое действие
предложенной комбинированной технологии
превосходит результаты действия при использо-
вании только ПФТ или ФДТ. Этот синергетиче-
ский эффект можно связать с усиленной диф-
фузией красителя в клетки при повышенной тем-
пературе и более эффективной генерации
синглетного кислорода и последующей цепочки
радикалов молекулами фотосенсибилизатора в
сильном локальном поле наночастиц. Однако не-
обходимы дальнейшие исследования как биофи-
зических механизмов комплексного взаимодей-
ствия фото- и термосенсибилизаторов, так и
безопасности и отдаленных эффектов предло-
женной терапии. 

Дальнейшим направлением исследований мо-
жет стать разработка многофункциональных на-
нокомпозитов, обладающих свойствами направ-
ленной доставки действующих агентов в опухоль,
на основе золотых наностержней и индоциа-
нинового зеленого для комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии.
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The aim of this study is to develop a combined technology which integrates plasmonic photothermal therapy
and photodynamic therapy of transplanted cholangiocarcinoma РС-1 in rats. For photodynamic therapy,
rats received intratumoral injection of 2 mg/kg indocyanine green diluted in a 1:100 volume ratio with poly-
ethylene glycol. For plasmonic photothermal therapy, the intratumoral injectate volume of gold nanorods
(400 μg/ml) coated with polyethylene glycol for tumor was drawn up to be 30% to the tumor volume. One
hour after injections, the tumor was irradiated percutaneously with an 808 nm infrared diode laser at a power
density of 2.3 W/cm2 for 15 min. Animals were excluded from the experiment 72 and 21 days after therapy.
Morphological studies of the tumor were performed on sections stained by standard protocols and immuno-
histochemical methods. A significant rise in tumor temperature, up to 60 ± 4.1°C, was noted during plas-
monic photothermal therapy combined with photodynamic therapy. In 72 hours, the pronounced necrotic
changes in the tumor tissue were observed, the residual tumor cell foci were found only in the periphery of
the tumor. A significant inhibition of tumor growth was observed 21 days after therapy; the tumor growth in-
hibition index by tumor mass was 77.4%.

Keywords: plasmonic photothermal therapy, photodynamic therapy, gold nanorods, tumors, combination therapy
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Исследована слюна спортсменов с анаэробной (легкоатлеты) и аэробной (пловцы) физической
нагрузкой. Слюна отобрана до (состояние физического покоя) и после тренировки. Определено,
что физические нагрузки достоверно повышали концентрацию общего белка в слюне и водородный
показатель (рН) слюны спортсменов. Активность каталазы в слюне достоверно повышена лишь
после аэробной физической нагрузки в отличие от анаэробной. Биолюминесцентный показатель
слюны достоверно повышен для спортсменов, занятых аэробной физической нагрузкой по
сравнению с анаэробной. Значимое влияние на усиление светоизлучения в биолюминесцентной
биферментной реакции способны оказывать такие биомаркеры слюны, как концентрация лактата
и общего белка, активность каталазы, концентрация ионов кальция, калия, магния и содержание
амидов группы IV. Содержание амидов группы IV и комплекса олигосахаридов, полисахаридов,
фосфатазы, фосфолипидов в слюне спортсменов, занятых анаэробной физической нагрузкой,
способны сильнее ингибировать биолюминесцентное свечение, чем концентрация триеновых
конъюгатов и содержание амидов группы II в слюне спортсменов, занимающихся аэробной
физической нагрузкой. Таким образом, в слюне спортсменов, занятых аэробной или анаэробной
физической нагрузкой, выявлены значимые биомаркеры физиологического состояния организма,
которые способны оказывать влияние на интегральный ответ биолюминесцентного
ферментативного биотеста. Изменение интегрального биолюминесцентного показателя слюны в
зависимости от вида физической нагрузки для спортсмена может быть использовано в спортивной
медицине для профилактики физических перегрузок.

Ключевые слова: ферментативный биолюминесцентный биотест, биохимический анализ, ИК-Фурье-
спектроскопия, слюна, аэробная и анаэробная физическая нагрузка, спортивная медицина.

DOI: 10.31857/S0006302924030215,  EDN: ODHJJJ

Основными факторами, влияющими на изме-
нение функционального состояния спортсменов,
являются вид и уровень двигательной активности
и в частности ведущий механизм ее энергообес-
печения: анаэробный (без участия кислорода)
или аэробный (с потреблением кислорода). Во-
прос об особенностях регуляции функциональ-

ного состояния организма в процессе адаптации
к физическим нагрузкам анаэробной и аэробной
направленности в настоящее время изучен недо-
статочно [1]. 

В настоящее время современная наука актив-
но занимается разработкой новых интегральных
неинвазивных технологий для оценки функцио-
нального состояния организма. Слюна хорошо
подходит в качестве неинвазивного биологиче-Сокращение: ИК – инфракрасный.
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ского материала для обследования состояния ор-
ганизма спортсмена во время физической нагруз-
ки разной интенсивности. Показано, что при фи-
зической нагрузке изменяется не только
биохимический состав слюны (содержание орга-
нических и неорганических и минеральных ком-
понентов), а также уровень гормонов и фермен-
тов [2–6].

Анализ слюны имеет ряд преимуществ: неин-
вазивный сбор биоматериала, длительное хране-
ние, доступность методов лабораторного анализа
[7–10] и малый объем проб для таких методов,
как спектроскопические методы, капиллярный
электрофорез, кристаллографический метод, хе-
милюминесцентный и иммунный анализ [11–15].
Связь между биохимическим составом слюны и
физиологическим состоянием организма обу-
славливает ее диагностический потенциал. 

В работе представлены результаты тестирова-
ния слюны спортсменов с помощью бактериаль-
ного биолюминесцентного ферментативного
биотеста [16–19], который позволяет определить
влияние компонентов слюны на интенсивность
свечения биферментной системы (НАДН:ФМН-
оксидоредуктаза + люцифераза), где результат
оценивается интегрально по величине  остаточ-
ного свечения [20, 21]. 

Для эффективного применения биолюминес-
центного метода с целью контроля функциональ-
ного состояния организма спортсмена необходи-
мо оценить влияние каждого компонента слюны
на биолюминесцентную реакцию, что ранее ни-
кем не изучалось. Биолюминесцентный анализ
слюны позволит понять механизмы адаптации
организма спортсмена к нагрузкам и разработать
чувствительный персонифицированный метод
профилактики физических перегрузок.

Таким образом, целью работы являлось опре-
деление значимых компонентов слюны – био-
маркеров физиологического состояния организ-
ма у спортсменов с анаэробной или аэробной на-
правленностью физических нагрузок, способных
оказывать влияние на интегральный ответ био-
люминесцентного ферментативного биотеста.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Материалы исследования. В исследовании
принимали участие студенты Сибирского госу-
дарственного университета физической культуры
и спорта, которые профессионально занимались
спортом (n = 50). Тестируемые спортсмены нахо-
дились в возрасте 21–25 лет. 

Спортсмены были разделены на две группы в
зависимости от вида физической нагрузки:
аэробный вид нагрузки (пловцы) (n = 25) и анаэ-
робный вид нагрузки (легкоатлеты) (n = 25).

В качестве биологического материала для ис-
следования использовали слюну спортсменов.
Нестимулированная слюна отбиралась до (кон-
трольный образец) и после (экспериментальный
образец) тренировки путем самостоятельного
сплевывания в стерильную пробирку в количе-
стве 2 мл. Нативную слюну центрифугировали в
течение 10 мин при 7000 об/мин (центрифуга
Model 5810r, Eppendorf, Германия). Супернатант
замораживали и хранили в морозильной камере
при температуре –18°С. Для анализа использова-
ли размороженную слюну.

Реактивы и приборы. Количественные показа-
тели биохимического состава слюны определяли
по общепринятым стандартным методикам,
адаптированным к слюне, с использованием на-
боров реагентов для лабораторной диагностики
(«Вектор-Бест», Новосибирск).

Содержание общего белка (г/л) определяли
спектрофотометрическим методом по реакции с
пирогаллоловым красным, содержание лактата
(ммоль/л) – ферментативным методом, актив-
ность каталазы (мкат/л) – по методу М.А. Коро-
люка, активность супероксиддисмутазы (усл. ед.)
– по уменьшению скорости реакция автоокисле-
ния адреналина [22]. Содержание субстратов для
процессов липопероксидации (диеновых конъ-
югатов (нмоль/мл), триеновых конъюгатов
(нмоль/мл) и оснований Шиффа (нмоль/мл))
определяли спектрофотометрическим анализом
по методу И.А. Волчегорского [23]. 

Концентрацию ионов аммония (NH4
+), калия

(K+), натрия (Na+), магния (Mg2+) и кальция
(Ca2+) определяли при помощи спектрофотомет-
рического детектирования на системе капилляр-
ного электрофореза «Капель-105М» («Люмэкс»,
Санкт-Петербург).

ИК-Фурье-спектрометрию проводили на вы-
сушенных образцах слюны. Образцы слюны объ-
емом 50 мкл высушивали в течение 30 мин на
подложке из селенида цинка в термостате при
37°С. Инфракрасные (ИК) спектры поглощения
регистрировали на ИК-Фурье-спектрометре
«ФТ-801» («Симекс», Новосибирск) в диапазоне
500–4000 см–1. Запись спектров проводили с чис-
лом сканов 32 с разрешением 4 см–1. Измерение
фона (воздуха) проводили для каждого обрабо-
танного образца. Пики, соответствующие коле-
баниям СО2, удаляли с помощью опции «генера-
ция прямых» в программе ZaIR 3.5 («Симекс»,
Новосибирск). Для каждого образца сравнивали
три спектра. Результаты были представлены в ви-
де усредненного спектра. На ИК-спектрах погло-
щения всех образцов определяли интенсивность
полос поглощения аминов группы А, I, II, III, IV;
фосфолипидов; тиоцианатов; нуклеиновых кис-
лот; метиленовые группы боковых цепей олигос-
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ахаридов, полисахаридов, фосфатаз, фосфолипи-
дов; метиленовых группы боковых цепей амино-
кислот, липидов, белков.

Водородный показатель (рН) слюны опреде-
ляли на лабораторном рН-метре «Эксперт-pH
(микро)» («Эконикс-Эксперт», Москва).

Биолюминесцентное тестирование слюны
проводили с использованием многокомпонент-
ного иммобилизованного реагента «Энзимолюм»
(НПП «Прикладные биосистемы», Красноярск),
который содержал фермент люциферазу из ре-
комбинантного бактериального штамма Esche-
richia coli и НАДН:ФМН-оксидоредуктазу из бак-
териальной культуры Vibrio fischeri, а также суб-
страты – 0.05 М калий-фосфатный буфер
(рН 6.8–7.0), 0.4 мМ буферный раствор никоти-
намидадениндинуклеотида (NADH) (рН 6.8–7.0)
(Sigma, США), 0.0025% спиртовой раствор тетра-
деканаля (С14) (Sigma, США), совместно иммо-
билизованные в высушенный крахмальный гель.
Катализатором биолюминесцентной реакции
служил 0.5 мМ водный раствор флавиномононук-
леотида (Serva, Германия).

Биолюминесцентное свечение регистрирова-
ли в сине-зеленой области (длина волны 470 нм)
на портативном люминометре «Люмишот» (НПП
«Прикладные биосистемы», Красноярск).

Методика биолюминесцентного тестирования
слюны включала в себя проведение контрольного
и экспериментального измерений.

Для проведения контрольного измерения в
кювету последовательно вносили один реагент,
300 мкл буфера, 10 мкл водного раствора флави-
номононуклеотида. Экспериментальное измере-
ние проводили со слюной, когда 40 мкл буфера
заменяли на 40 мкл слюны, т.е. в кювету последо-
вательно вносили один реагент, 260 мкл буфера,
40 мкл слюны и 10 мкл водного раствора флави-
номононуклеотида. Регистрировали максималь-
ную интенсивность свечения.

Измерения каждого образца слюны выполня-
ли в трех повторностях. Реакцию биотеста опре-
деляли по величине остаточного свечения (Т, %)
(интегральный биолюминесцентный показатель)
как отношение средних максимальных интен-
сивностей свечения экспериментального измере-
ния (I) к контролю (Io), умноженного на 100%:

Статистическую обработку данных проводили
в программе Statistica 10 (StatSoft, США). Описа-
ние выборки производили с помощью подсчета
моды (Мо) и интерквартильного размаха в виде
25-го и 75-го процентилей [С25–С75]. Различия
между зависимыми группами оценивали по кри-
терию Вилкоксона, между независимыми груп-

= ×
0

100%.lT
l

пами – по критерию Манна–Уитни, корреляци-
онный анализ – по критерию Спирмена. Много-
факторный анализ проведен с использованием
дисперсионного анализа (ANalysis Of VAriance
(ANOVA)). Уровень статистической значимости
считали достоверными при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ компонентного состава слюны пока-
зал, что физическая нагрузка достоверно повы-
шала рН (р < 0.001) и концентрацию общего белка
(р < 0.001), понижала активность каталазы
(р = 0.02) по сравнению с показателями до на-
грузки (табл. 1). Интенсивность полос поглоще-
ния ИК-спектров для различных функциональ-
ных групп амидов, сахаров, аминокислот и фос-
фолипидов до и после физической нагрузки
достоверно не различалась (табл. 2).

В настоящее время не выявлено оптимального
набора биохимических показателей для опреде-
ления степени влияния физической нагрузки на
организм человека, поскольку различные систе-
мы и органы по-разному могут реагировать на
физическую нагрузку. Однако известно, что вре-
менное изменение показателя pH может быть вы-
звано интенсивными тренировками в условиях
гипоксии. Концентрация общего белка может
быть повышена в силу больших физических на-
грузок, вследствие большей интенсивности об-
менных процессов. Ввиду того, что при любой
физической нагрузке потребление кислорода в
органах возрастает, уровень свободнорадикаль-
ных процессов повышен. Вследствие этого может
происходить усиленное образование продуктов
перекисного окисления липидов, снижающeе ак-
тивность антиоксидантной системы, в частности,
активность каталазы [24, 25], что наблюдалось в
наших экспериментах.

Результаты биолюминесцентного тестирова-
ния слюны всех обследуемых спортсменов
(n = 50) не показали достоверных различий меж-
ду биолюминесцентным показателем до и после
физической нагрузки, тогда как в состоянии фи-
зического покоя наблюдали повышение величи-
ны остаточного свечения (Т = 148.7 [75.1–
183.5]%) и понижение – после нагрузки (Т = 79.8
[68.8–135.1]%). Современные исследования от-
мечают изменения компонентного состава слю-
ны после воздействия физической нагрузки [24,
25, 27], однако влияние компонентов слюны на
биолюминесцентную биферментную систему не
представлено и не ясны причины изменения био-
люминесцентного показателя. 

Анализ корреляционных взаимосвязей между
компонентным составом слюны и величиной оста-
точного свечения выявил, что повышение усред-
ненного биолюминесцентного показателя в состо-
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янии физического покоя обратно взаимосвязано с
концентрацией триеновых конъюгатов (r = –0.4,
p = 0.05) и показателем рН слюны (r = –0.4,
p = 0.05), его понижение после нагрузки – с кон-
центрацией триеновых конъюгатов (r = –0,5,
p = 0,05) и ионов магния (r = 0.4, p= 0. 05). 

Известно, что организм в состоянии физиче-
ского покоя содержит приблизительно поровну
свободных радикалов и антиоксидантов. Физиче-
ские нагрузки нарушают равновесие, активных
форм кислорода становится больше, возникает
окислительный (или оксидативный) стресс. Ве-

Таблица 1. Компонентный состав образцов слюны спортсменов, отобранной до и после физической нагрузки 

Биохимический и кислотно-щелочной показатель До физической нагрузки 
(n = 50)

После физической 
нагрузки (n = 50)

Концентрация лактата, ммоль/л 2.4 [1.7–3.6] 3.0 [1.9–5.0]

Концентрация общего белка, г/л 0.4 [0.2–0.6] 0.6 [0.5–0.9]
(р < 0.001)

Активность каталазы, мкат/л 430236 [326340–488844] 427572 [352980–568764]
(р = 0.02)

Активность супероксиддисмутазы, усл. ед. 134.2 [60.5–173.7] 121.1 [63.2–205.3]

Концентрация диеновых конъюгатов, нмоль/мл 3.9 [3.7–4.0] 3.9 [3.8–4.0]
Концентрация триеновых конъюгатов, нмоль/мл 1.3 [1.2–1.5] 1.3 [1.2–1.5]

Концентрация оснований Шиффа, нмоль/мл 0.5 [0.4–0.5] 0.4 [0.4–0.5]
Концентрация ионов аммония (NH4

+), ммоль/л 0.1 [0–0.1] 0.1 [0.1–0.1]

Концентрация ионов калия (K+), ммоль/л 9.7 [6.7–10.7] 9.2 [7.6–11.0]

Концентрация ионов натрия (Na+), ммоль/л 10.3 [6.7–18.5] 8.5 [6.3–11.1]

Концентрация ионов магния (Mg2+), ммоль/л 0.2 [0.2–0.2] 0.3 [0.2–0.3]

Концентрация ионов кальция (Ca2+), ммоль/л 1.0 [0.7–1.2] 1.1 [0.9–1.2]

рН 6.9 [6.6–7.2] 7.1 [7.0–7.3]
(р < 0.001)

Примечание. Данные представлены в виде моды и интерквартильного размаха в виде 25-го и 75-го про-
центилей.

Таблица 2. Интенсивность полос поглощения ИК-спектров слюны спортсменов, отобранной до и после
физической нагрузки  

Интенсивность
поглощения ИК-спектров, %

До физической нагрузки 
(n = 50)

После физической 
нагрузки (n = 50)

Амид группы А 20.0 [7.34–24.0] 18.6 [11.5–34.4]
Амид группы I 15.8 [1.40–31.6] 8.4 [1.40–31.6]
Амид группы II 30.2 [20.0–47.0] 29.8 [20.0–40.0]
Амид группы IV 65.9 [64.2–69.8] 68.4 [64.2–72.6]

Метиленовые группы липидов слизистой оболочки 
полости рта 40.0 [32.6–54.4] 44.2 [33.0–53.0]

Тиоцианаты 87.4 [84.6–93.0] 87.4 [84.6–91.6]
Метиленовые группы боковых цепей аминокислот, 

липидов, белков 48.4 [38.6–55.0] 47.0 [40.0–60.0]

Фосфолипиды 76.0 [76.0–80.0] 78.5 [78.5–78.6]
Нуклеиновые кислоты (ДНК и РНК) 45.9 [38.6–50.2] 48.4 [37.2–54.9]

Олигосахариды, полисахариды, фосфатазы, 
фосфолипиды 89.7 [89.7–93.0] 91.3 [88.8–94.4]

Примечание. Данные представлены в виде моды и интерквартильного размаха в виде 25-го и 75-го про-
центилей.
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роятно, триеновые конъюгаты, которые являют-
ся вторичным продуктом перекисного окисления
липидов [24, 25], способны оказывать влияние на
активность ферментов биолюминесцентной ре-
акции независимо от функционального состоя-
ния организма спортсмена. Определено, что ио-
ны магния необходимы для активности одного из
фермента биотеста – люциферазы [26]. Следова-
тельно, корреляционный анализ не позволил вы-
явить значимых компонентов слюны, способных
влиять на изменение биолюминесцентного пока-
зателя после физической нагрузки.

Многофакторный анализ выявил основные
компоненты слюны, способные значимо оказы-
вать влияние на результат биолюминесцентного
тестирования (табл. 3). Содержание тиоцианатов
(продукты обмена серосодержащих соединений,
входящие в состав антимикробной защиты) и
концентрация триеновых конъюгатов (вторич-
ный продукт первичных продуктов перекисного
окисления липидов) могли оказывать наиболь-
шее воздействие на биолюминесцентную фер-
ментативную реакцию. Наименьшее воздей-
ствие, предположительно, оказывали содержание
комплекса олигосахаридов, полисахаридов, фос-
фатаз, фосфолипидов и амида группы II (произ-
водные кислородсодержащих кислот, в которых
гидроксильная группа кислотного остатка заме-
нена аминогруппой и участвует в полипептидных
цепях), а также концентрация лактата. После фи-
зической нагрузки содержание амида группы IV в
слюне незначительно повышалось, однако его
значимое воздействие не выявлено. При этом в
состоянии физического покоя (до физической
нагрузки) содержание амида группы IV могло
оказывать значимое воздействие на биолюминес-
центную реакцию.

Известно, что кислотность NH-групп в амиде
группы IV выше, чем в амидах других функцио-
нальных групп [11, 12, 23]. Возможно, что кислот-
ность явилась возможной причиной не значимо-
го влияния амида группы IV на результат биолю-
минесцентного тестирования слюны, собранной
после физической нагрузки.

Известно, что физическая нагрузка по меха-
низму энергообеспечения организма может быть
аэробной и анаэробной направленности и потому
способна вызывать изменения разных компо-
нентов слюны [24, 25]. Сравнение отдельных
компонентов слюны показало, что в состоянии
физического покоя количественные значения
биохимических показателей слюны спортсменов,
занимающихся аэробной и анаэробной физиче-
ской нагрузкой, достоверно не различались
(табл. 4). 

Активность каталазы достоверно повышалась
после аэробной нагрузки (р1,2 < 0.001), и ее значе-
ние было достоверно высоким при анаэробной

физической нагрузке (р3,4 < 0.001) в отличие от
аэробной (табл. 4). Достоверно повышены кон-
центрация общего белка (р1,2 = 0.006 (после
аэробной нагрузки), р3,4 < 0.001(после анаэроб-
ной нагрузки)) и показатель рH (р1,2 < 0.001 (по-
сле аэробной нагрузки), р3,4 = 0.006 (после анаэ-
робной нагрузки)) в слюне после обоих видов фи-
зической нагрузки по сравнению с состоянием
физического покоя.

Результаты спектроскопического тестирова-
ния слюны показали, что занятия аэробной фи-
зической нагрузкой достоверно понижали содер-
жание амидов групп А и IV в слюне (р1,2 = 0.03 и
0.007 соответственно) и повышали содержание
нуклеиновых кислот (р1,2 = 0.02), комплекса оли-
госахаридов, полисахаридов, фосфатаз, фосфо-
липидов (р1,2 = 0.02) по сравнению с состоянием
физического покоя (табл. 5).

Занятия анаэробной физической нагрузкой
достоверно повышали содержание амидов
групп I и II в слюне (р3,4 = 0.004 и 0.01 соответ-
ственно) и понижали содержание метиленовых
групп белков, аминокислот, липидов (р3,4 = 0.04)
по сравнению с состоянием физического покоя.

Следовательно, анаэробная физическая на-
грузка, в отличие от аэробного вида, снижала ак-
тивность антиоксидантной системы и содержа-
ние групп белков, аминокислот, липидов в слю-
не, что характеризовало высокую физическую
активность организма спортсмена [24, 25].

Результаты биолюминесцентного тестирова-
ния слюны спортсменов, занимающихся аэроб-
ной и анаэробной физической нагрузкой, суще-
ственно не различались в состоянии физического
покоя (Т = 98.8 [93.1–160.1]% до аэробной нагруз-
ки и Т = 78.4 [67.5–130.5]% – до анаэробной) и до-
стоверно отличались после нагрузки (р = 0.004)
(рис. 1). Слюна спортсменов после аэробной фи-
зической нагрузки усиливала биолюминесцент-
ное свечение (Т = 148.7 [100.1–208.5]%) и тушила
свечение (Т = 47.1 [63.7–137.4]%) после анаэроб-
ной физической нагрузки. Следовательно, на
изменение биолюминесцетного свечения фер-
ментативной реакции могли влиять количествен-
ные показатели отдельных компонентов слюны
спортсменов.

Однако многофакторный анализ не выявил
значимых компонентов слюны, способных вли-
ять на биолюминесцентную реакцию. 

Анализ корреляционных взаимосвязей между
количественными показателями компонентнов
слюны и биолюминесцентным показателем вы-
явил значимые маркеры, способные воздейство-
вать на биолюминесцентную ферментативную
реакцию.
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Таблица 3. Компонентный состав образцов слюны спортсменов, отобранной до и после физической нагрузки,
значимо влияющий на биолюминесцентную реакцию (по критерию Фишера)

Биохимический показатель

Значения критерия Фишера при уровне значимости
р < 0.05

до физической нагрузки после физической 
нагрузки

Содержание тиоцианатов, % 12.9 (р < 0.001) 11.7 (р = 0.002)

Концентрация триеновых конъюгатов, нмоль/мл 6.5 (р = 0.02) 6.1 (р = 0.02)

Содержание олигосахаридов, полисахаридов, фосфатаз, 
фосфолипидов, % 4.6 (р = 0.04) 4.6 (р = 0.04)

Содержание амида группы II, % 4.3 (р = 0.05) 4.1 (р = 0.07)

Концентрация лактата, ммоль/л 3.7 (р = 0.07) 3.7 (р = 0.07)

Содержание амида группы IV, % 3.1 (р = 0.09) –

Таблица 4. Компонентный состав образцов слюны спортсменов, отобранной до и после физической нагрузки 
Биохимический и 

кислотно-щелочной 
показатель

Аэробная нагрузка (n = 25) Анаэробная нагрузка (n = 25)

до тренировки после тренировки до тренировки после тренировки 

Концентрация лактата, 
ммоль/л 2.6 [1.6–3.6] 2.4 [1.6–4.6] 2.3 [1.7–3.7] 3.6 [2.1–5.7]

Концентрация общего 
белка, г/л 0.3 [0.2–0.6]

0.6 [0.4–0.9]
(р1,2 = 0.006) 0.4 [0.2–0.6]

0.7 [0.5–0.9]
(р3,4 < 0.001)

Активность каталазы, 
мкат/л

298368 [255744–
378288]

354312 [293040–
400266]

(р1,2 < 0.001)

485514 [447552–
579420]

572760 [532800–
679320]

(р2,4 < 0.001)

Активность 
супероксиддисмутазы, 

усл. ед.
139.5 [76.3–163.2] 188.2 [105.3–227.6] 127.6 [42.1–205.3] 73.7 [50.0–121.1]

Концентрация диеновых 
конъюгатов, нмоль/мл 3.9 [3.8–4.1] 4.0 [3.9–4.1] 3.8 [3.7–4.0] 3.8 [3.7–3.9]

Концентрация триеновых 
конъюгатов, нмоль/мл 1.3 [1.2–1.3] 1.2 [1.2–1.4] 1.4 [1.3–1.5] 1.4 [1.3–1.5]

Концентрация оснований 
Шиффа нмоль/мл 0.5 [0.4–0.5] 0.5 [0.4–0.5] 0.4 [0.4–0.5] 0.4 [0.4–0.4]

Концентрация ионов 
аммония (NH4

+) , ммоль/л
0.1 [0–0.1] 0.1 [0.1–0.1] 0.1 [0–0.1] 0.1 [0.1–0.1]

Концентрация ионов 
калия (K+), ммоль/л

7.3 [5.4–10.3] 7.7 [6.1–10.6] 9.9 [8.6–10.8] 9.7 [8.3–11.7]

Концентрация ионов 
натрия (Na+), ммоль/л

8.8 [4.4–18.5] 7.9 [4.8–12.6] 12.5 [9.1–18.9] 8.7 [7.3–11.1]

Концентрация ионов 
магния (Mg2+), ммоль/л

0.2 [0.2–0.5] 0.3 [0.2–0.3] 0.2 [0.2–0.3] 0.2 [0.1–0.3]

Концентрация ионов 
кальция (Ca2+), ммоль/л

0.8 [0.6–1.2] 1.1 [0.9–1.2] 1.1 [0.8–1.2] 1.1 [0.8–1.3]

рН 7.0 [6.6–7.2]
7.2 [7.0–7.4]
(р1,2 < 0.001) 6.9 [6.6–7.3]

7.0 [6.9–7.2]
(р3,4 = 0.006)

Примечание. Данные представлены в виде моды и интерквартильного размаха в виде 25-го и 75-го про-
центилей.
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В состоянии физического покоя биолюминес-
центный показатель слюны спортсменов с аэроб-
ной физической нагрузкой обратно коррелиро-
вал с содержанием тиоцианатов (r = –0.6,
р = 0.04), амидов группы IV (r = –0.4, р = 0.03),
концентрацией диеновых конъюгатов (r = –0.4,
р = 0.04) и показателем рН (r = –0.5, р = 0.02); для
спортсменов, занимающихся анаэробным видом
нагрузки – с содержанием олигосахаридов, поли-
сахаридов, фосфатаз, фосфолипидов (r = –0.4,
р = 0.04) и амидов группы А (r = –0.4, р = 0.04).
Следовательно, выявлены лишь компоненты
слюны, способные значимо оказывать влияние
на ингибирование биолюминесцентной фермен-
тативной реакции, к ним отнесены тиоцианаты,
диеновые конъюгаты, комплекс олигосахаридов,
полисахаридов, фосфатаз, фосфолипидов и ами-
ды групп А и IV.

После аэробной физической нагрузки биолю-
минесцентный показатель слюны спортсменов
положительно коррелировал с концентрацией
лактата (r = 0.4, р = 0.04), общего белка (r = 0.4,
р = 0.04), ионов кальция (r = 0.4, р = 0.04), ионов
калия (r = 0.4, р = 0.04), ионов магния (r = 0.4,
р = 0.04); активностью каталазы (r = 0.5, р = 0.03)
и обратно коррелировал с содержанием тиоциа-
натов (r = –0.6, р = 0.03), метиленовыми группа-
мами аминокислот, липидов и белков (r = –0.5,
р = 0.04). Следовательно, после аэробной физи-
ческой нагрузки на повышение интенсивности
свечения биолюминесцентной биферментной
реакции могли оказывать возможное влияние ак-
тивность каталазы, концентрация лактата, обще-
го белка, ионов кальция, калия, магния, на инги-
бирование – содержание тиоцианатов и метиле-
новых групп аминокислот, липидов.

Таблица 5. Интенсивность полос поглощения ИК-спектров слюны спортсменов, отобранной до и после
физической нагрузки 

Интенсивность 
поглощения ИК-

спектров, %

Аэробная нагрузка (n = 25) Анаэробная нагрузка (n = 25)

до тренировки после тренировки до тренировки после тренировки 

Амид группы А 29.8 [11.6–64.2]
15.2 [11.9–22.9]

(р1,2= 0.03) 16.5 [4.2–31.2] 33.0 [11.5–44.2]

Амид группы I 15.8 [1.4–34.4] 4.9 [1.4–13.0] 14.4 [1.4–31.6]
25.6 [1.4–33.0]
(р3,4 = 0.004)

Амид группы II 35.8 [24.2–48.8] 30.2 [21.4–37.2] 25.6 [15.8–35.8]
27.0 [20.0–47.2]

(р3,4 = 0.01)

Амид группы IV 65.9 [57.2–71.2]
65.6 [57.2–69.8]

(р1,2 = 0.007) 65.9 [65.6–68.4] 69.8 [68.4–74.0]

Метиленовые группы 
липидов слизистой 

оболочки полости рта
48.4 [33.0–58.6] 40.9 [33.7–51.6] 37.9 [27.4–47.0] 45.6 [31.2–53.0]

Тиоцианаты 90.2 [84.6–93.0] 88.8 [86.0–94.4] 87.1 [82.8–90.2] 86.0 [83.2–90.2]

Метиленовые группы 
боковых цепей 

аминокислот, липидов, 
белков

48.8 [44.2–57.2] 47.7 [38.6–60.0] 45.8 [37.2–53.0]
45.6 [40.0–57.2]

(р3,4 = 0.04)

Фосфолипиды 76.0 [71.6–77.2] 78.5 [74.7–78.5] 76.0 [76.0–80.0] 78.6 [78.5–82.8]

Нуклеиновые кислоты 
(ДНК и РНК) 45.9 [40.0–60.0] 46.4 [35.1–54.6]

(р1,2 = 0.02) 45.9 [33.0–48.4] 48.4 [43.4–55.3]

Олигосахариды, 
полисахариды, 

фосфатазы, фосфолипиды
89.7 [89.7–93.0]

91.3 [88.1–94.4]
(р1,2 = 0.02) 89.7 [88.8–93.0] 91.3 [89.8–94.4]

Примечание. Данные представлены в виде моды и интерквартильного размаха в виде 25-го и 75-го про-
центилей.
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После анаэробной физической нагрузки био-
люминесцентный показатель слюны спортсме-
нов положительно коррелировал с концентраци-
ей общего белка (r = 0.6, р = 0.04) и содержанием
амидов группы IV (r = 0.4, р = 0.04) и обратно кор-
релировал с содержанием тиоцианатов (r = –0.4,
р = 0.04) и комплексом олигосахаридов, полиса-
харидов, фосфатаз, фосфолипидов (r = –0.4,
р = 0.04).

Следовательно, после анаэробной физической
нагрузки на усиление светоизлучения в биолю-
минесцентной биферментной реакции могли
оказывать возможное влияние такие показатели,
как концентрация общего белка и содержание
амидов группы IV, на тушение свечения – содер-
жание тиоцианатов и комплекс олигосахаридов,
полисахаридов, фосфатаз, фосфолипидов.

Таким образом, предполагаем, что во время
интенсивной физической нагрузки происходило
изменение кислотно-щелочного баланса слюны,
что способствовало накоплению продуктов пе-
рекисного окисления липидов, которые в свою
очередь способны оказывать ингибирующее
воздействие на биолюминесцентную реакцию.
Возможными биомаркерами функционального
состояния организма спортсмена во время заня-
тий анаэробной или аэробной физической на-
грузкой, которые способны оказывать влияние на
биолюминесцентную ферментативную реакцию,
могут быть лактат, каталаза общий белок, ионы
кальция, калия и магния, амиды группы IV, тио-
цианаты, комплекс олигосахаридов и полисаха-
ридов, фосфатаз, фосфолипидов. Для выявления
значимого вклада отдельных компонент слюны
на усиление или ослабление биолюминесцент-
ной ферментативной биолюминесцентной реак-

ции необходимо продолжить исследование на
большой выборке обследуемых. 

Учитывая неинвазивность, простоту и воз-
можность многократного тестирования, биолю-
минесцентный анализ слюны спортсменов, за-
нимающихся разными видами физической
нагрузки, можно использовать в качестве пер-
спективного метода для оценки адаптации орга-
низма спортсмена к нагрузкам. На основе усиле-
ния или ослабления биолюминесцентного свече-
ния биферментной системы при воздействии
отдельных компонент слюны, которые будут ко-
личественно изменяться при разных видах физи-
ческой нагрузки, можно разработать чувстви-
тельный персонифицированный метод профи-
лактики физических перегрузок.

ВЫВОДЫ

1. Концентрация общего белка и показатель
рН были повышены в слюне независимо от вида
физической нагрузки (аэробный и анаэробный).
Повышенный уровень активности каталазы в
слюне отличал аэробную физическую нагрузку от
анаэробной. 

2. Биолюминесцентный показатель слюны по-
вышен для спортсменов, занятых аэробной физи-
ческой нагрузкой, и понижен – для спортсменов
с анаэробной нагрузкой.

3. Значимое влияние на усиление интенсивно-
сти свечения биолюминесцентной бифермент-
ной реакции способны оказывать такие маркеры
слюны, как концентрация лактата, активность
каталазы, концентрация общего белка, ионов
кальция, ионов калия, ионов магния и содержа-
ние амидов группы IV.

4. Содержание тиоцианатов совместно с ком-
плексом олигосахаридов, полисахаридов, фосфа-
таз, фосфолипидов в слюне спортсмена может
способствовать ингибированию биолюминес-
центного свечения биферментной реакции, неза-
висимо от вида выполняемой им физической на-
грузки.
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 The Influence of Salivary Constituents on the Activity of Bioluminescent Double 
Enzyme-Based System Depending on the Type of Physical Exertion

 V.V. Malysheva*, L.V. Stepanova*, A.M. Vyshedko*, L.V. Bel’skaya**, E.A. Sarf**, Z. Khaljanova*, 
O.A. Kolenchukova*, ***, ****, and V.A. Kratasyuk*, *****

*Siberian Federal University, Svobodny prosp. 79, Krasnoyarsk, 660041 Russia

**Omsk State Pedagogical University, nab. imeni Tukhachevskogo 14, Omsk, 644099 Russia

***Scientific Research Institute of Medical Problems of the North, ul. Partizana Zheleznyaka 3g, Krasnoyarsk, 660022 Russia

****Krasnoyarsk State Agrarian University, prosp. Mira 90, Krasnoyarsk, 660049 Russia

*****Institute of Biophysics, Federal Research Center “Krasnoyarsk Science Center” of the Siberian Branch
of the Russian Academy of Sciences, Akademgorodok, 50/50, Krasnoyarsk, 660036 Russia

The saliva of athletes participating in anaerobic (track and field athletes) or aerobic (swimmers) physical ac-
tivity was studied. Saliva sample was collected before (control) and after the workout. It was found that phys-
ical activity significantly increased the salivary total protein concentration and pH values in the athletes. The
activity of catalase in saliva was significantly increased only after aerobic, but not anaerobic exercise perfor-
mance. The bioluminescent indicator of athletes’ saliva is significantly higher during aerobic workout than
anaerobic exercise. Salivary biomarkers such as lactate concentration, catalase activity, total protein concen-
tration, calcium, potassium, magnesium ions, and the amide IV group may have a significant effect on the
enhancement of light emission in a bioluminescent assay based on a system of coupled enzymatic reaction.
The amide IV group and the presence of the salivary oligosaccharides, polysaccharides, phosphatase, and
phospholipids in athletes during anaerobic physical activity can eliminate bioluminescence more efficiently
than the concentration of triene conjugates and the amide II group in the saliva of athletes involved in aerobic
exercises. Thus, significant biomarkers for the measurement of the physiological status of athletes who en-
gaged in aerobic or anaerobic physical activity have been identified in saliva, these biomarkers can influence
the integrated response of the bioluminescent enzymatic biotest. The change in the integrated bioluminescent
indicator of athletes' saliva depending on the type of physical exertion can be used in sports medicine to pre-
vent physical overload.

Keywords: bioluminescent enzymatic bioassay, biochemical analysis, infrared Fourier spectroscopy, saliva, aerobic
and anaerobic exercise, sports medicine
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В качестве неинвазивного метода для мониторинга функционального состояния организма предло-
жен биолюминесцентный ферментативный анализ слюны. Уровень интенсивности свечения би-
ферментной реакции, катализируемой NADH:FMN-оксидоредуктазой и люциферазой, при воз-
действии слюны, служил показателем состояния организма работников при трудовой нагрузке. От-
сутствие достоверного различия между биолюминесцентным показателем до и после рабочей
смены при неизменных биохимических и физико-химических параметрах слюны указывало на
адаптацию организма к трудовой нагрузке. Повышенный биолюминесцентный показатель характе-
рен для работников в состоянии хронического утомления, пониженный показатель – при наличии
хронических заболеваний и вредных привычек. Выявлена зависимость биолюминесцентного пока-
зателя от концентрации лактата, продуктов перекисного окисления липидов, ионного и минераль-
ного состава, показателей свободнорадикального окисления и антирадикальной защиты. Таким об-
разом, зависимость компонентного состава слюны от условий жизни и состояния здоровья работ-
ников определяет биолюминесцентный ферментативный биотест, пригодный для экспрессного
мониторинга организма во время трудовой нагрузки.

Ключевые слова: биолюминесцентный ферментативный биотест, спектрофотометрический анализ,
биохимический анализ, хемилюминесценция, слюна, работники железнодорожного транспорта, трудо-
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В современном мире, где технологический
прогресс развивается стремительными темпами,
трудовая деятельность человека все чаще связана
с работой на транспорте. В частности, железнодо-
рожный транспорт занимает особое место в обес-
печении мобильности населения и грузоперево-
зок. Однако работа на железнодорожном транс-
порте сопряжена с высокими физическими и
психологическими нагрузками, что может нега-

тивно сказаться на состоянии здоровья работни-
ков. В связи с этим актуальным является поиск
эффективных методов мониторинга состояния
здоровья работников железнодорожного транс-
порта [1].

Одним из перспективных направлений явля-
ется анализ слюны человека, который обладает
рядом преимуществ перед другими методами ди-
агностики. Во-первых, слюна является доступ-
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ным и неинвазивным биоматериалом, который
можно получить в любое время без особых усилий
[2–4]. Во-вторых, состав слюны изменяется в от-
вет на изменение состояния организма в большей
степени, чем состав других биологических жид-
костей [5–7]. Так, при стрессе содержание корти-
зола в слюне резко повышается [8], а содержание
лактата – основного биомаркера функциональ-
ного утомления организма – в слюне зависит от
профессионального уровня работника [9].

В качестве перспективных решений для про-
ведения долговременного мониторинга предлага-
ются портативные сенсоры, такие как каппы [10,
11], оптические и электрохимические биосенсо-
ры [12], микрофлюидные чипы [9]. Несмотря на
очевидные преимущества этих устройств, такиe
как простота использования, гибкость и возмож-
ность одноразового применения, существуют и
ограничения, связанные с их недостаточной точ-
ностью и чувствительностью, сложностью дизай-
на и высокой стоимостью. Кроме того, для широ-
кого применения таких устройств необходимо
проведение дополнительных исследований, на-
правленных на подтверждение безопасности их
использования в полости рта, не учитываются
также индивидуальные различия слюны разных
людей [13]. В связи с этим необходимо проведе-
ние исследований для определения исходного
«контрольного уровня» и «уровня стресса» для
каждого испытуемого, что позволит выявить кон-
трольные и стрессовые точки для биомаркеров
слюны.

Биолюминесцентная тест-система, состоящая
из двух последовательных реакций, катализируе-
мых НАД(Ф)Н:ФМН-оксидоредуктазой и бакте-
риальной люциферазой, была предложена для
проведения экспрессного и точного анализа из-
менения состава биологических жидкостей, та-
ких как слюна и кровь, под влиянием разного ти-
па перегрузок, включая стрессовые. Этот биолю-
минесцентный анализ имеет ряд преимуществ по
сравнению с другими методами, такими как им-
муноферментный анализ (ELISA) и другие. Во-
первых, биолюминесцентный метод позволяет
отслеживать изменения состава анализируемых
жидкостей в режиме реального времени. Во-вто-
рых, высокая чувствительность и специфичность
такого анализа позволяет не только обнаруживать
низкие концентрации анализируемых молекул,
но и снизить затраты на оборудование и реагенты
[14].

Ранее нами было показано, что биолюминес-
центный анализ слюны позволяет установить
стрессовое состояние организма при разном
уровне психоэмоционального напряжения [15]. В
настоящей работе предложено использовать био-
люминесцентный ферментативный биотест для

оценки состояния утомления организма и адап-
тации его во время посменной обычной для орга-
низма трудовой нагрузки.

Таким образом, целью работы было выявление
связи между показателями биолюминесцентного
биотеста слюны, образа жизни испытуемых и
факторами, влияющими на их организм при тру-
довой нагрузке.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследованы специалисты оперативно-дис-

петчерского состава Красноярской железной до-
роги (филиала ОАО «РЖД») (n = 19) обоих полов
в течение 5 недель (август–сентябрь 2022 г.) до и
после дневной рабочей смены. Одна дневная ра-
бочая смена состояла из 2 суток. Один рабочий
день имел продолжительность 12 ч. 

Было проведено анкетирование испытуемых о
состоянии здоровья. Субъективная оценка здоро-
вья содержала социально-демографические (воз-
раст и пол) и профессиональные сведения, ин-
формацию об образе жизни и здоровье. Показате-
ли здоровья и образа жизни включали вопросы о
курении, употреблении кофейных напитков,
оценку физической активности, принятия лекар-
ственных средств, продолжительности сна, нали-
чия и состава завтрака. Профессиональные во-
просы включали данные о трудовом стаже, работе
в должности, волнении на рабочем месте, субъек-
тивной оценке степени утомления организма по-
сле рабочей смены.

Заключения медицинских осмотров сотрудни-
ков были предоставлены ЧУЗ «Клиническая
больница «РЖД-Медицина» (Красноярск, Рос-
сия).

Материалом исследования служила биологи-
ческая жидкость – слюна. Нестимулированную
слюну испытуемые отбирали самостоятельно пу-
тем сплевывания в стерильную пробирку объе-
мом 2 мл до и после дневной рабочей смены. 

Перед тестированием слюну центрифугирова-
ли в течение 15 мин при 5000 об/мин. Для тести-
рования использовали супернатант.

Нативную свежую слюну хранили в холодиль-
нике при температуре 4°С в течение 4 ч и исполь-
зовали для биолюминесцентного и хемилюми-
несцентного анализа. Замороженную слюну хра-
нили в морозильной камере при температуре –
18°С и использовали для спектрофотометриче-
ского и биохимического анализа.

Биолюминесцентное тестирование слюны
проводили с использованием многокомпонент-
ного иммобилизованного реагента «Энзимолюм»
(ООО «НПП «Прикладные биосистемы», Крас-
ноярск, Россия). Каждый диск реагента содержал



676

БИОФИЗИКА  том 69  № 3  2024

СТЕПАНОВА и др.

ферменты: люциферазу из рекомбинантного
штамма Escherichia coli и НАД(Ф)Н:ФМН-окси-
доредуктазу из бактериальной культуры Vibrio
fischeri, а также субстраты (тетрадеканаль (С14) и
никотинамидадениндинуклеотид (НАДН), оба –
Sigma, США), совместно иммобилизованные в
высушенный крахмальный гель в виде дисков,
содержащих реагенты для одного измерения [14].
Для инициирования реакции биолюминесцен-
ции вносили 0.5 мМ водный раствор флавиномо-
нонуклеотида (Serva, Германия). 

Для хемилюминесцентного тестирования ис-
пользовали люминол (AppliChem, Германия) и
перекись водорода («Химпром», Россия).

Для спектрофотометрического тестирования
использовали хлорид железа III (Solins, Россия)

Центрифугирование проводили на центрифу-
ге Centrifuge 5810r (Eppendorf, Германия).

Спектрофотометрический анализ проводили
на спектрофотометре UV–1800 (Shimadzu, Япо-
ния)

Биолюминесцентное тестирование проводили
на кюветном люминометре Glomax 20/20 (Prome-
ga, США), хемилюминесцентное тестирование –
на планшетном люминометре TriStar LB 941 (Ber-
thold Technologies, Германия).

Методика биолюминесцентного тестирования
слюны включала в себя проведение контрольного
и экспериментального измерения.

Реакционная смесь для измерения биолюми-
несценции содержала один диск реагента «Энзи-
молюм», 300 мкл буфера, 10 мкл водного раствора
флавиномононуклеотида.

Для проведения контрольного измерения в
кювету последовательно вносили компоненты
реакционной смеси и регистрировали макси-
мальную интенсивность свечения. При экспери-
ментальном тестировании 40 мкл буфера заменя-
ли на 40 мкл слюны.

Измерения каждого образца слюны выполня-
ли в трех повторностях. Реакцию биотеста опре-
деляли по величине остаточного свечения (инте-
гральный биолюминесцентный показатель для
слюны) как отношение средних максимальных
интенсивностей свечения экспериментального
измерения (I) к контролю (Io), умноженное на
100%: 

Концентрацию лактата в образцах слюны
определяли спектрофотометрическим методом с
использованием хлорида железа III. Регистриро-
вали оптическую плотность на длине волны
400 нм [16].

×
0

100%.IT =
I

Биохимический, ионный и минеральный ана-
лиз слюны был выполнен сотрудниками Омского
государственного педагогического университета
под руководством Л.В. Бельской по стандартным
методикам, адаптированным для слюны [17].
Определяли концентрацию общего белка, моче-
вины, глюкозы, содержание продуктов перекис-
ного окисления липидов (диеновые конъюгаты,
триеновые конъюгаты, основание Шиффа), кон-
центрацию ионов аммония, калия, магния, на-
трия, кальция, хлоридов, фосфатов, фторидов,
нитратов, нитритов. 

Антиоксидантный статус организма определя-
ли Н2О2-люминол-зависимым хемилюминес-
центным тестированием слюны по величине мак-
симальной интенсивности свечения и площади
под кривой хемилюминесценции [18].

Статистический анализ данных проводили в
программе Statistica 10 (StatSoft, США) с исполь-
зованием непараметрического критерия с под-
счетом медианы (Ме) и интерквартильных интер-
валов (C25 и C75). Кластерный анализ проведен
методом К-средних, количество итераций – 10.
Достоверность различий несвязанных парамет-
ров оценивали по критерию Манна–Уитни, свя-
занных выборок – по критерию Вилкоксона.
Корреляционный анализ данных проводили по
критерию Спирмена для оценки существования
возможных взаимозависимых связей между от-
дельными биомаркерами. Уровень значимости
р < 0.05. На графиках указана высота столба – ме-
диана (Me) (серединное значение выборки), края
усов – межквартильный диапазон между 25-м
процентилем (С25) и 75-м процентилем (С75),
т.е. усы, отходящие вниз и вверх, обозначают ми-
нимальное и максимальное значения выборки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ персонифицированных анкет показал,

что средний возраст мужчин и женщин составил
37 ± 13 лет (табл. 1). Состояние своего здоровья
исследуемые работники оценивали на «хорошо».
Большая часть работников не имела проблем со
сном. Инсомнию имели молодые люди независи-
мо от пола с трудовым стажем до 10 лет. Здоровый
образ жизни без вредных привычек вели более
30% работников женского пола и 25% работников
мужского пола. Большинство работников посто-
янно пили кофе или курили в течение рабочей
смены. Большинство женщин, в отличие от муж-
чин, оценивали свое состояние на рабочем месте
как «спокойное». 

Трудовая нагрузка вызывала незначительную
усталость для 26% работников (низкая степень),
30% указывали на утомление к концу дня (сред-
няя степень) (работники 40–50 лет), 44% – силь-
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ное утомление в течение всего дня (высокая сте-
пень) (работники 30–40 лет). 

Таким образом, исследуемые работники раз-
личались образом жизни и личностными характе-
ристиками.

По результатам медицинских заключений ис-
следуемые работники были распределены на
группы по состоянию здоровья. 

К первой группе были отнесены 32% исследу-
емых работников (n = 6), у которых отсутствовали
хронические неинфекционные заболевания и
факторы риска развития заболеваний. В первую
группу вошли мужчины и женщины в возрасте
более 45 лет, не имеющие вредных привычек и
сопутствующих заболеваний. Степень утомления
организма оценивали как «низкую».

Во вторую группу входили 21% исследуемых
работников (n = 4), у которых не выявлены хро-
нические неинфекционные заболевания, но име-
лись факторы риска развития заболеваний. Во
вторую группу вошли женщины и мужчины в воз-
расте от 40 до 43 лет. Работники имели проблемы
со зрением. Количество моноцитов и концентра-

ция холестерина в крови было выше нормы, что
могло свидетельствовать о наличии факторов
риска сердечно-сосудистых заболеваний [19].
Степень утомления организма оценивали как
«среднюю».

В третьей группе было 47% исследуемых ра-
ботников (n = 9), которые имели хронические не-
инфекционные заболевания, им требовалось
диспансерное наблюдение и высококвалифици-
рованная медицинская помощь. В третью группу
вошли женщины и мужчины в возрасте от 40 до
45 лет, имеющие вредные привычки, проблемы
со зрением и сердечно-сосудистые заболевания.
Содержание гемоглобина в крови было пониже-
но. Биохимические показатели крови отличались
от нормы по содержанию холестерина. Повыше-
но количество лейкоцитов, лимфоцитов, эозино-
филов в крови. Повышен показатель гематокри-
та. Представленный анализ крови свидетельство-
вал о наличии факторов риска сердечно-
сосудистых заболеваний и инфекционных пато-
логий в хронической форме [19, 20]. Степень

Таблица 1. Социально-демографические характеристики и образ жизни исследуемых работников 

№ Социально-демографический статус и образ жизни 
исследуемых работников

Показатели, %
общие
(n = 19)

женщины 
(n = 11)

мужчины 
(n = 8)

1 Возраст

до 30 лет
до 40 лет
до 50 лет

старше 50 лет

21
42
32
5

36
27
27
9

12
63
25
0

2 Трудовой стаж до 10 лет
от 10 лет

50
50

38
62

55
45

3 Работа в должности
1 год
2 года
4 года

5 
37 
58

9
27
64

0
36
64

4 Продолжительность сна и его 
состояние

6–8 часов спокойного сна
3–4 часа беспокойного сна

68
32

64
36

75
25

5 Завтрак и его состав
отсутствует
глютеновый

белковый

42
46
12

27
54
19

63
12
25

6 Употребление кофе и курение да
нет

74
26

64
36

75
25

7 Физическая активность отсутствует 100 100 100

8 Употребление лекарственных 
средств присутствует 5 9 0

9 Волнение на рабочем месте
очень волнуются

иногда волнуются
спокойны

5
58
37

9
45
46

0
63
37

10 Степень утомления на 
рабочей смене

низкое
среднее

выше среднего

26
30
44

27
22
51

13
37
50
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утомления организма оценивали как «выше сред-
него».

Биолюминесцентный анализ при воздействии
слюны работников разных групп по состоянию
здоровья показал, что уровень свечения для ра-
ботников разных групп по состоянию здоровья
достоверно не различался (рис. 1). Следователь-
но, биолюминесцентный биотест не позволил
выявить различия между группами по состоянию
здоровья. 

Использование метода кластеризации по ре-
зультатам биолюминесцентного тестирования
слюны совместно с данными хемилюминесцент-
ного и биохимического анализа слюны позволил
выявить три кластера (рис. 2).

1-й кластер – самые высокие значения биолю-
минесцентного показателя при воздействии слю-
ны работников, которые относились к первой и
второй группе по состоянию здоровья (преиму-
щественно первая группа) (n = 5). Усредненный
показатель до и после рабочей смены был досто-
верно выше результатов других кластеров
(р < 0.001). Показатели до и после рабочей смены
не различались.

2-й кластер – средние значения биолюминес-
центного показателя при воздействии слюны ра-
ботников, которые относились к первой и второй
группе по состоянию здоровья (преимуществен-
но вторая группа) (n = 5). Усредненный показа-
тель до и после рабочей смены был достоверно

ниже результата 1-ого кластера (р < 0.001). До и
после рабочей смены показатели не различались. 

3-й кластер – самые низкие значения биолю-
минесцентного показателя при воздействии слю-
ны работников, которые относились к третьей
группе по состоянию здоровья (n = 9). Усреднен-
ный показатель до и после рабочей смены был до-
стоверно понижен по сравнению с результатами 1
и 2 кластеров (р < 0.001). До и после рабочей сме-
ны показатели не различались.

Полагаем, что наблюдаемая тенденция к по-
нижению биолюминесцентного показателя от 1-
го к 3-му кластеру связана с состоянием здоровья
исследуемых работников. На степень тушения
биолюминесцентного свечения могло влиять из-
менение биохимического состава слюны работ-
ников, вызванное заболеванием и наличием
вредных привычек. 

Отсутствие каких-либо видимых различий
связано с тем, что усреднение показателей прово-
дили в группах с большим разбросом индивиду-
альных характеристик. 

Для выявления факторов, значимых для био-
люминесцентного биотеста, был проведен анализ
компонентного состава слюны до и после рабо-
чей смены. 

Выявлено, что компонентный состав слюны
работников 2-ого кластера до рабочей смены был
в пределах нормы по антиоксидантной активно-
сти, биохимическому, минеральному и ионному
составу (табл. 2, кластер 2). 

Рис. 1. Влияние слюны работников разных групп, от-
личающихся состоянием здоровья, на биолюминес-
центный ферментативный биотест (первая группа –
работники без хронических неинфекционных забо-
леваний и факторов риска развития заболеваний;
вторая группа – работники без хронических неин-
фекционных заболеваний, но с факторами риска раз-
вития заболеваний; третья группа – работники, стра-
дающие хроническими неинфекционными заболева-
ниями и требующие диспансерного наблюдения и
высококвалифицированной медицинской помощи).

Рис. 2. Результаты кластеризации усредненных дан-
ных биолюминесцентного анализа слюны исследуе-
мых работников (кластер 1 – работники первой и вто-
рой группы по состоянию здоровья (преимуществен-
но первая группа), кластер 2 – работники первой и
вторй группы по состоянию здоровья (преимуще-
ственно вторая группа), кластер 3 – работники тре-
тьей группы по состоянию здоровья).
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Таблица 2. Компонентный состав слюны работников, распределенных по разным кластерам до и после рабочей
смены 

Показатели слюны 
исследуемых работников

Кластер 1 Кластер 2 Кластер 3 
до рабочей 

смены
после рабочей 

смены
до рабочей 

смены
после рабочей 

смены
до рабочей 

смены
после рабочей 

смены

А
нт

ио
кс

ид
ан

тн
ая

ак
ти

вн
ос

ть
 

сл
ю

ны

Максимальная 
интенсивность 

хемилюминесценции, 
усл. ед.

3400.0 
[1964.0–
13010.0]

13645.0 [2035.8–
18366.5]

(р12 = 0.003)

5364.0 [1373.0–
7899.0] 

10296.0 
[1193.0–
14366.8]

887.1 [422.0–
2130.5]

1179.3 [174.0–
34235.5]

Площадь под кривой 
хемилюминесценции, 

усл. ед.

390367.5 
[283150.9–
2051422.4]

731928.9 
[229326.1–
2582928.6]

(р12 = 0.003)

839103.7 
[175125.5–
1207156.2]

736441.2 
[206749.5–
1813420.4]

83064.2 
[79406.17–
290028.7]

189755.6 
[10949.5–
2818288.4]

О
рг

ан
ич

ес
ки

й 
со

ст
ав

 с
лю

ны

Концентрация общего 
белка, г/л

0.6 [0.6–0.8] 0.6 [0.5–0.8] 0.6 [0.6–0.7] 0.7 [0.5–0.8] 0.7 [0.6–0.9] 0.9 [0.7–1.1]
(р56 = 0.03)

Концентрация 
мочевины, ммоль/л

0.3 [0.2–0.5] 0.3 [0.3–0.4] 0.4 [0.2–0.7] 0.4 [0.4–0.5] 0.3 [0.2–0.4] 0.5 [0.4–0.6] 
(р56 = 0.007)

Активность каталазы, 
нкат/л

0.3 [0.2–0.3] 0.3 [0.3–0.4] 0.2 [0.2–0.3] 0.3 [0.2–0.3] 0.2 [0.2–0.3] 0.3 [0.2–0.3]

Концентрация 
глюкозы, мкмоль/л

291.08 
[82.0–291.1] 

159.7 [159.7–
161.0]

(р12 = 0.03)

199.11 [189.2–
203.4]

154.39 [102.5–
294.5]

353.8 [82.3–
416.5]

159.7 [159.7–
240.7]

(р56 = 0.02)
Концентрация 

лактата, ммоль/л
3.9 [1.4–4.6] 1.9 [1.2–3.7] 3.1 [1.5–4.5] 2.5 [1.8–3.7] 2.9 [2.3–4.3] 3.2 [1.8–4.4]

(р46 = 0.01)
(р26 = 0.005)

П
ро

ду
кт

ы
 

пе
ре

ки
сн

ог
о 

ок
ис

ле
ни

я 
ли

пи
до

в Концентрация 
диеновых конъюгатов, 

нмоль/мл

0.2 [0.1–0.3] 0.6 [0.4–0.7]
(р12 < 0.001)

0.1 [0.09–0.10] 0.3 [0.2–0.3] 0.1 [0.1–0.4] 0.3 [0.2–0.5]

Концентрация 
триеновых 

конъюгатов, нмоль/мл

0.2 [0.2–0.3] 0.6 [0.4–0.7]
(р12 < 0.001) 

0.2 [0.1–0.2] 0.3 [0.2–0.3] 0.2 [0.1–0.4] 0.3 [0.2–0.5]

Концентрация 
оснований Шиффа, 

нмоль/мл

0.2 [0.1–0.5] 0.6 [0.5–0.7]
(р12 < 0.001)

0.1 [0.09–0.10] 0.3 [0.3–0.4] 0.3 [0.2–0.4] 0.4 [0.3–0.5]
(р56 = 0.003)

И
он

ны
й 

со
ст

ав
 

сл
ю

ны

Концентрация ионов 
аммония, ммоль/л

112.1 [112.1–
144.0] 

99.3 [84.4–
124.2]

(р12 = 0.03)

105.1 [99.8–
107.2]

162.4 [155.7–
174.1]

113.20 [109.9–
139.0]

143.5 [126.3–
181.7]

Концентрация ионов 
калия, ммоль/л

555.7 
[509.2–
590.1] 

371.2 [366.8–
411.4]

(р12 = 0.03)

490.8 [485.7–
501.2]

549.5 [551.6–
632.7]

609.9 [414.9–
633.9]

719.6 [450.0–
735.9]

Концентрация ионов 
натрия, ммоль/л

83.6 [80.3–
93.9]

112.08 [83.5–
132.2]

80.8 [75.7–
89.3]

114.97 [104.4–
124.4]

92.47 [73.2–
135.6]

91.77 [80.8–
112.2]

Концентрация ионов 
магния, ммоль/л

1.8 [1.6–2.4] 2.8 [2.6–2.9] 2.6 [1.9–3.2] 2.3 [1.1–2.5] 2.5 [1.6–3.5] 3.2 [2.6–3.5]

Концентрация ионов 
кальция, ммоль/л

22.2 [19.4–
22.2]

64.9 [48.9–71.7] 37.8 [31.8–42.4] 31.3 [20.5–41.2] 22.2 [19.1–
39.8]

30.5 [27.1–34.8]

М
ин

ер
ал

ьн
ы

й 
со

ст
ав

сл
ю

ны

Концентрация 
хлоридов, ммоль/л

448.8 
[448.8–
494.1]

466.5 [463.2–
501.0]

397.4 [387.1–
414.2]

456.1 [441.8–
508.4]

516.5 [417.0–
547.8]

518.5 [469.8–
530.4]

Концентрация 
нитритов, ммоль/л

3.2 [2.2–4.7] 5.0 [5.0–5.6] 2.4 [2.1–3.4] 4.7 [4.4–5.8] 3.2 [1.2–3.5] 5.0 [4.9–5.0]

Концентрация 
сульфатов, ммоль/л

13.7 [10.3–
43.2]

59.8 [59.8–85.7]
(р12 = 0.03)

16.9 [14.9–17.5] 41.1 [35.7–42.1] 22.6 [21.5–
34.8]

22.1 [18.6–58.4]

Концентрация 
нитратов, ммоль/л

6.2 [5.1–7.8] 5.8 [4.0–6.8] 5.4 [4.8–6.1] 4.1 [3.5–4.2] 5.5 [5.0–5.8] 3.5 [2.3–4.8]

Концентрация 
фторидов, ммоль/л

2.81 [2.6–
4.7]

9.5 [9.5–15.4] 90.2 [89.4–
101.0]

8.9 [8.3–9.8] 4.76 [4.1–6.5] 6.8 [5.0–9.5]

Концентрация 
фосфатов, ммоль/л

256.3 
[256.3–
282.3]

335.6 [327.3–
360.0]

273.4 [271.2–
284.7]

291.5 [285.7–
301.4]

339.7 [285.8–
387.4]

408.4 [374.6–
565.8] 

(р56 = 0.02)

Примечание. Данные представлены в виде Ме [C25–C75].
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Выявлена корреляционная связь биолюми-
несцентного показателя до рабочей смены с воз-
растом исследуемых работников (r = 0.2, р = 0.04)
и концентрацией глюкозы в слюне (r = –0.4,
р = 0.03), что может быть связано c влиянием уг-
леводсодержащих продуктов «легкого питания»
[20]. 

После рабочей смены показатели слюны су-
щественно не изменялись. Определена корреля-
ционная взаимосвязь биолюминесцентного по-
казателя с уровнем утомления (r = –0.2, р = 0.03)
и с концентрацией ионов кальция (r = 0.4,
р = 0.04) для работников с сердечно-сосудистым
заболеванием [19, 21] и с минеральным составом
слюны (концентрацией фторидов и фосфатов)
(r = 0.5, р = 0.04) для работников с заболеванием
почек [22, 23]. 

Полагаем, что работники 2-го кластера испы-
тывали адаптационный стресс, связанный с уста-
лостью после трудовой нагрузки.

Слюна работников 1-го кластера усиливала
биолюминесцентное свечение, при этом выявле-
ны существенные отличия компонентного соста-
ва слюны до и после рабочей смены. Достоверно
повышена антиоксидантная активность фермен-
тов (р = 0.003), накапливались  продукты пере-
кисного окисления липидов – маркеры окисли-
тельного стресса (диеновые и триеновые конью-
гаты, основания Шиффа) (р < 0.001), повышена
концентрация глюкозы в слюне (р = 0.03), кон-
центрации ионов аммония, калия (р = 0.03) и
сульфатов (р = 0.03) (табл. 2, кластер 2). Получен-
ные данные указывают на присутствие окисли-
тельного стресса, а также ожирения [24].

Выявлена корреляционная взаимосвязь био-
люминесцентного показателя до рабочей смены с
уровнем утомления (r = –0.3, р =0.04) и концен-
трацией лактата в слюне (r = –0.2, р = 0.04), что
может быть связано c наличием хронического
утомления в организме [25, 26]. Корреляционная
взаимосвязь биолюминесцентного показателя с
показателями компонентного состава слюны по-
сле рабочей смены отсутствовала. 

Основная часть исследуемых работников 3-го
кластера имели вредные привычки и хрониче-
ские заболевания. Слюна исследуемых работни-
ков, взятая до рабочей смены, сильнее ингибиро-
вала биолюминесцентное свечение по сравнению
с результатами, полученными после рабочей сме-
ны, вследствие различия компонентного состава
слюны.

Трудовая нагрузка достоверно повышала кон-
центрацию общего белка (р = 0.03), мочевины
(р = 0.007) и глюкозы (р = 0.02), продуктов пере-

кисного окисления липидов (основания Шиффа)
(р = 0.003), а также концентрацию фосфатов
(р = 0.02) (табл. 2, кластер 3), что подтверждало
наличие хронических заболеваний и воспали-
тельных процессов, сопровождающихся актива-
цией иммунной системы [27]. Концентрация лак-
тата в слюне после рабочей смены достоверно
повышена по сравнению с показателями работ-
ников 1-го и 2-го кластера, что указывало на хро-
ническое утомление [25, 26].

Выявлена корреляционная взаимосвязь био-
люминесцентного показателя до рабочей смены с
концентрацией общего белка (r = 0.5, р = 0.03),
продуктами перекисного окисления липидов
(триеновые конъюгаты, основания Шиффа)
(r =0.5, р = 0.05), концентрацией ионов калия, на-
трия, кальция (r = 0.5, р = 0.04) и содержанием
хлоридов (r = 0.6, р = 0.04), что свидетельствовало
о стрессовом состоянии организма, вызванного
хроническими заболеваниями и наличием вред-
ных привычек [24, 27]. Корреляционная взаимо-
связь биолюминесцентного показателя с показа-
телями компонентного состава слюны после ра-
бочей смены отсутствовала. 

Следовательно, низкий показатель биолюми-
несценции работников 3-го кластера во взаимо-
связи с биомаркерами хронических заболеваний
и воспалительных процессов указывал на состоя-
ние хронического утомлении до рабочей смены и
перегрузки организма после трудового дня, по-
этому работников 3-го кластера можно отнести к
группе риска. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, исходя из полученных резуль-
татов следует, что неинвазивный интегральный
биолюминесцентный анализ слюны на основе
иммобилизованной биферментной системы
«НАДН:ФМН-оксидоредуктаза + люцефераза»
может быть использован для выявления утомле-
ния работников во время трудовой нагрузки в по-
сменной работе для контроля перегрузок, кото-
рые впоследствии могут существенно ухудшить
трудоспособность работника.

Отсутствие изменений биолюминесцентного
показателя при воздействии слюны, отобранной
до и после рабочей смены, может указывать на
адаптационное состояние организма работника
при трудовой нагрузке в посменной работе. При
этом компонентный состав слюны исследуемых
работников может изменяться в пределах инди-
видуальной нормы.

Изменение активности биферментной систе-
мы под воздействием слюны может указывать на
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степень утомления организма во время трудовой
нагрузки. Изменение компонентного состава
слюны обусловлено накоплением продуктов пе-
рекисного окисления липидов при повышенной
антиоксидантной активности, повышенным со-
держанием органических веществ, при воспали-
тельных процессах в организме, изменении ион-
ного и минерального состава при хронических за-
болеваниях и наличии вредных привычек. 

Определение контрольного диапазона для
биолюминесцентного показателя при воздей-
ствии слюны дает возможность выявить факто-
ры, вызывающие стресс и хроническое утомление
для каждого сотрудника, и создать условия, сни-
жающие стрессовую нагрузку (временные интер-
валы для отдыха во время смены, диспансерное
наблюдение и т.п.).

Неинвазивный интегральный биолюминес-
центный анализ слюны может быть использован
для выявления группы риска работников, у кото-
рых обнаружено понижение биолюминесцентно-
го показателя во время трудовой смены. Это явля-
ется сигналом неблагополучного состояния орга-
низма (воспалительные заболевания, нарушение
режима дня и питания, стрессовые эмоциональ-
ные или физические перегрузки во внерабочее
время и т.п.).

Применение биолюминесцентного тестирова-
ния для контроля над функциональным состоя-
нием организма работников ОАО «РЖД» будет
способствовать повышению качества и эффек-
тивности работы на железнодорожном транспор-
те, обеспечивать безопасность движения поездов,
снижение производственного травматизма и про-
фессиональной заболеваемости, позволит рацио-
нально использовать трудовые ресурсы. 
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 The Use of the Bioluminescent Enzyme Bioassay for the Analysis of Saliva of Railway 
Transport Workers to Monitor the Functional State of the Body in the Conditions

of Labor Activity
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This paper proposes bioluminescent enzymatic assay of saliva as a non-invasive method for monitoring the
functional state of the body. The value of luminescence intensity from coupled enzyme-based reaction cata-
lyzed by NADH:FMN oxidoreductase and luciferase, when exposed to saliva, served as an indicator of the
state of the body of workers at work. The absence of a significant difference between profiles of biolumines-
cence before and after the shift and no changes in biochemical, physical and chemical parameters of saliva
indicated that the bodies had adapted to a workload. An increased bioluminescent intensity value is typical
for workers in a state of chronic fatigue, a decreased one points to the presence of chronic diseases and bad
habits. The dependence of the bioluminescent intensity value on the concentration of lactate, lipid peroxida-
tion products, ionic and mineral composition, the values of free radical oxidation and antiradical protection
was identified. Thus, the dependence of the saliva constituents on conditions of life and health status of work-
ers can be identified using bioluminescent enzyme bioassay that is suitable for rapid monitoring of the body
at work.

Keywords: bioluminescent enzyme bioassay, spectrophotometric analysis, biochemical analysis, chemilumines-
cence, saliva, railway transport workers, workload, fatigue, personalized medicine
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Фотобиология – это динамично развивающаяся область знаний и практической деятельности. Рос-
сийское фотобиологическое общество содействует развитию творческой деятельности и коммуни-
кации ученых и практиков в области фотобиологии и смежных дисциплин. В сентябре 2023 г. состо-
ялся X Съезд Российского фотобиологического общества с конференцией «Современные
проблемы фотобиологии». В статье приводятся определения фотобиологии, биофотоники, фото-
биотехнологии, биолюминесценции. Описана краткая история Российского фотобиологического
общества, а также обзор программы и результатов X съезда и конференции, включая резюме статей,
подготовленных по материалам докладов на съезде, наиболее близкиx по своей тематике к биофи-
зике.
Ключевые слова: фотобиология, биофотоника, фотобиотехнология, Российское фотобиологическое об-
щество, съезд Российского фотобиологического общества.

DOI: 10.31857/S0006302924030234,  EDN: ODEROF

Для понимания читателем, чем же занимаются
фотобиологи, необходимо дать определение пред-
мета их исследований. Фотобиология – это область
знаний и практической деятельности, изучающая из-
лучение и поглощение биологическими системами не-
ионизирующей радиации и разрабатывающая спо-
собы их применения. Другими словами, фотобиоло-
гия – это и дисциплина (для студентов и
преподавателей), и междисциплинарное научное
направление (для ученых), и межведомственная от-
расль промышленности. Российское фотобиологи-
ческое общество (РФО), являясь некоммерческой
организацией без образования юридического лица,
объединяет всех, кому интересно взаимодействие
света и биологических систем самого разного уров-
ня организации с самых разных точек зрения. Ос-
новной целью РФО является содействие развитию
творческой деятельности ученых, инженерно-тех-
нических работников, преподавателей, учащихся и
других заинтересованных лиц в области фотобио-

логии и сопредельных научных дисциплин, а также
распространение среди научной общественности
информации о работах, посвященных фотобиоло-
гии и проводимых в России. 

Российское фотобиологическое общество было
организовано в г. Пущино (Московская область) в
феврале 1992 года. Первым президентом РФО был
избран профессор Валентин Ильич Кефели – ди-
ректор Института почвоведения и фотосинтеза Пу-
щинского научного центра АН СССР. К тому вре-
мени, начиная с 1967 года, на базе Института почво-
ведения и фотосинтеза уже регулярно проходили
Пущинские чтения по фотосинтезу, инициирован-
ные научным советом по фотосинтезу АН СССР.
Пущинские чтения были направлены на ознаком-
ление с современным состоянием исследований
фотосинтеза и применяемыми в них методами. Од-
нако стремительное развитие биологической науки
по таким межотраслевым областям, как фоторецеп-
ция, экологическая фотобиология, биофотоника,
фотомедицина и др. привело к необходимости орга-
низации мероприятий с более широким охватомСокращения: ФСII – фотосистема II, ФСI – фотосистема I.

УДК 577.34
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процессов взаимодействия света с биологическими
системами и, более того, к созданию нового науч-
ного общества – РФО. 

К настоящему времени было организовано и
успешно проведено 10 съездов РФО [1, 2]). Первый
съезд РФО был проведен в Пущино в 1996 г., на нем
новым президентом РФО был избран академик
Владимир Анатольевич Шувалов – новый директор
Института почвоведения и фотосинтеза. На съезде
впервые обсуждались не только вопросы биохимии
и биофизики фотосинтеза, фоторецепции и регуля-
ции фотосинтеза, но и вопросы фотодинамической
терапии. На втором съезде РФО, проведенном так-
же в Пущино в 1998 г., президентом РФО был из-
бран профессор Александр Александрович Крас-
новский (мл.) (Биологический факультет МГУ
имени М.В. Ломоносова, Институт биохимии им.
А.Н. Баха, Москва). Третий съезд РФО был органи-
зован в Воронеже на базе Воронежского государ-
ственного университета в 2001 г., впервые в рамках
этого мероприятия была проведена первая школа
для молодых ученых. 

Четвертый съезд РФО, организованный Инсти-
тутом оптики и биофотоники Саратовского нацио-
нального исследовательского государственного
университета им. Н.Г. Чернышевского в 2005 г.,
стал событием международного значения. Помимо
200 участников самого съезда, участниками между-
народной школы, проведенной в его рамках для мо-
лодых ученых, стали более 500 молодых ученых из
разных стран мира, таких как Армения, Беларусь,
Израиль, Канада, Финляндия, Франция, Украина и
США. Новым президентом был избран профессор
Алексей Юрьевич Семенов (НИИ физико-химиче-
ской биологии имени А.Н. Белозерского при МГУ
им. М.В. Ломоносова, Москва). 

Пятый съезд РФО прошел с нововведениями,
одним из которых стала международная конферен-
ция «Преобразование световой энергии в процессе
фотосинтеза». Это привело к расширению охвата
научных направлений и разнообразия секций.
Съезд с конференцией состоялся в 2008 г. на базе
Института фундаментальных проблем биологии
РАН в Пущино. В мероприятии участвовали не
только российские ученые, но и ученые из Белару-
си, Германии, Швеции, Украины и США. 

Начиная с шестого съезда РФО в 2011 г. местом
проведения съезда с сопутствующей конференцией
стал пансионат «Маяк» в поселке Шепси Красно-
дарского края, расположенный на побережье Чер-
ного моря. 

На седьмом съезде РФО был избран новый пре-
зидент общества – Анатолий Анатольевич Цыган-
ков (Институт фундаментальных проблем биоло-
гии РАН – в настоящее время обособленное под-
разделение ФИЦ ПНЦБИ РАН, Пущино). Под его
руководством были организованы и успешно про-
ведены восьмой, девятый и десятый съезды РФО с
конференцией «Современные проблемы фотобио-
логии». В этот период программа конференции по-

полнилась новыми секциями, посвященными во-
дородной энергетике, биотопливу и экологической
фотобиологии. 

В настоящее время в РФО функционируют
7 региональных отделений: 

– Московское отделение, председатель д.б.н.
Алексей Юрьевич Семенов; 

– Московское областное отделение (на базе Пу-
щино), председатель д.б.н. Анатолий Анатольевич
Цыганков;

– Санкт-Петербургское отделение, председатель
– к.б.н. Ольга Владимировна Войцеховская; 

– Воронежское отделение, председатель – д.б.н.,
профессор Валерий Григорьевич Артюхов;

– Красноярское отделение, председатель –
к.б.н. Евгений Степанович Высоцкий;

– Нижегородское отделение, председатель –
к.б.н. Владимир Сергеевич Сухов; 

– Саратовское отделение, председатель чл.-
корр. РАН Валерий Викторович Тучин.

Помимо организации съездов, РФО принимает
активное участие в других, не менее значимых, ме-
роприятиях, включая международные конферен-
ции и семинары. Так, в 2013 г. в Институте биохи-
мии имени А.Н. Баха РАН состоялась Международ-
ная конференция «Фотобиохимия: Проблемы и
перспективы», посвященная 100-летию со дня рож-
дения академика А.А. Красновского. Кроме того, с
участием РФО в 2006 г. была организована Между-
народная конференция «Фотосинтез в постгеном-
ную эру: Структура и функция фотосистем» (Пу-
щино), в 2015 г. – Международная конференция
«Первичный перенос электронов в фотосинтетиче-
ских реакционных центрах» (Псков), в 2019 г. –
международная конференция “Photosynthesis and
Hydrogen Energy Research for Sustainability-2019” in
honor of Kimiyuki Satoh, Tingyun Kuang, Cesare Mar-
chetti, and Anthony Larkum (Санкт-Петербург) [3].
Отдельно стоит отметить организацию Саратов-
ским региональным отделением ежегодной между-
народной конференции “Saratov Fall Meeting”
(https://sfmconference.org). Она включает междуна-
родную школу для студентов и молодых ученых по
оптике, лазерной физике и биофотонике, а также
научный симпозиум по оптике и биофотонике,
российско-китайский научный семинар по биофо-
тонике и биомедицинской оптике и научный семи-
нар стран БРИКС по биофотонике; в 2023 г. была
приведена 27-я по счету конференция.

Также стоит выделить кооперацию РФО с Евро-
пейским фотобиологическим обществом (ESP). В
декабре 2021 г. под патронажем ESP и РФО прошла
онлайн-конференция “Green Christmas Session” на
тему “Photosynthetic microorganisms for sustainabili-
ty”. Виртуальным организатором конференции вы-
ступил Институт биологических систем (Institute for
Biological Systems of the National Research Council
(ICB-CNR), Montelibretti, Италия). Председателем
конференции была д.б.н. Майя Димова Ламбрева
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(Lambreva Maya Dimova, ISB-CNR), сопредседате-
лем – действующий на тот период вице-президент
РФО, д.б.н. Мария Мансуровна Борисова. С основ-
ными докладами выступили президент ESP про-
фессор Массимо Тротта и профессор МГУ имени
М.В. Ломоносова Алексей Евгеньевич Соловченко,
ведущий российский специалист в области биотех-
нологии микроводорослей.

С 10 по 17 сентября 2023 года состоялись десятый
съезд РФО и конференция «Современные пробле-
мы фотобиологии», которым посвящен настоящий
специальный выпуск журнала «Биофизика». Кон-
ференция прошла с насыщенной научной програм-
мой. Работа съезда была посвящена подведению
итогов деятельности прежнего и выборам нового
центрального совета общества, включая его прези-
дента и вице-президентов. Традиционно организа-
торами мероприятия выступили Институт фунда-
ментальных проблем биологии РАН и Московский
государственный университет им. М.В. Ломоносо-
ва. На X съезде РФО был избран президент РФО –
д.б.н. Мария Мансуровна Борисова, представив-
шая свое видение развития РФО. Нововведением
стало предложение о проведении региональных со-
браний РФО – мероприятий, организуемых регио-
нальными отделениями РФО. 

Научная программа конференции была разделе-
на на восемь секций:

1. Первичные процессы фотосинтеза; 
2. Регуляция фотосинтеза; 
3. Фоторецепция; 
4. Фундаментальные основы фотодинамической

и лазерной терапии; 
5. Биофотоника молекул, наночастиц, клеток и

тканей; 
6. Биолюминесценция и фотоника флуорес-

центных белков;
7. Фотосинтезирующие организмы как преобра-

зователи солнечной энергии в биотоплива и цен-
ные продукты; 

8. Экологическая фотобиология. 
Всего в съезде участвовало около 450 авторов со

135 докладами. Первая секция в данном выпуске
журнала «Биофизика» представлена четырьмя ста-
тьями из числа 2 пленарных, 7 устных и 5 стендовых
докладов, зачитанных на съезде. В работе Дегтере-
вой с соавт. [4] предложен комплексный подход к
оценке гетерогенности фотосистемы II (ФСII), ос-
нованный на математическом анализе формы кри-
вой индукции флуоресценции хлорофилла а. С ис-
пользованием данных, полученных на ряде культур
микроводорослей, проведена оценка соотношения
реакционных центров с различным размером ан-
тенн (альфа- и бета-центров), а также определена
доля активных и неактивных кислород-выделяю-
щих комплексов. Пащенко с соавт. [5] представили
результаты исследования влияния катионных анти-
септиков на изолированные из шпината и ци-
анобактерии Synechocystis sp. PCC6803 коровые

комплексы ФСII и цианобактериальные комплек-
сы фотосистемы I (ФСI). Показано, что наиболь-
ший эффект из изученных антисептиков оказывал
октенидин, и предложен механизм его действия.
Петрова с соавт. [6] представили обзор последних
результатов изучения фотохимического преобразо-
вания энергии в реакционных центрах ФСI из
Acaryochloris marina, цианобактерии, у которой в
ФСI находится преимущественно Хл d, вследствие
чего спектр поглощения сдвинут в красную область
на 40 нм. Рассмотрены описанные в литературе воз-
можные механизмы компенсации энергетических
потерь при использовании для фотосинтеза низко-
энергетического дальнего красного света. В обзоре
Золина с соавт. [7] представлены современные
представления о механизмах формирования изме-
нений фотохимического индекса отражения в раз-
личных временных диапазонах и дана оценка пер-
спектив использования фотохимического индекса
отражения в качестве инструмента для дистанцион-
ного и проксимального мониторинга быстрых из-
менений состояния растений в неблагоприятных
условиях.

Вторая секция представлена тремя статьями,
причем на съезде было 3 пленарных, 13 устных и 13
стендовых докладов. В обзоре Ветошкиной с соавт.
[8] показана важная роль пластохинона у растений в
качестве антиоксиданта. Наряду с оценкой литера-
турных данных о взаимодействии пластохинона с
активными формами кислорода, выявлен факт, что
в стрессовых условиях синтез пластохинона возрас-
тает. Отдельная глава посвящена методам создания
растений с повышенным содержанием пластохи-
нона, в ней обсуждаются возможности практиче-
ского применения растительного пластохинона для
защиты мембранных структур от окисления. Ива-
нов и Руденко [9] представили обзор о роли карбо-
ангидраз хлоропластов высших C3-растений в
адаптационных изменениях фотосинтетических
реакций. Предложены возможные механизмы уча-
стия карбоангидраз в протекании светозависимых
процессов в хлоропласте. На основании получен-
ных результатов высказана гипотеза о взаимосвя-
занном функционировании карбоангидраз в хлоро-
пластах. Попова с соавт. [10] представили результа-
ты изучения влияния комбинации локальных
факторов на показатели водного обмена при поливе
и засухе. Было показано, что модифицированный
индекс проводимости устьиц, измеренный тепло-
визором, снижался при засухе и коррелировал с
водным статусом растения. Локальное действие
только нагрева или только освещения не вызывало
изменений этого индекса. Результаты показывают,
что локальное действие комбинации нагрева и
освещения вызывает стрессовые сигналы, снижаю-
щие водный обмен пшеницы.

Третья секция не представлена статьями в дан-
ном выпуске, но она включала 1 пленарный, 5 уст-
ных и 4 стендовых доклада.
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Четвертая секция представлена двумя статьями,
на съезде было 2 пленарных, 13 устных и 3 стендо-
вых доклада. В работе Ноева с соавт. [11] описаны
свойства вновь синтезированных управляемых све-
том блокаторов потенциал-зависимых натриевых
каналов на основе азобензола и исследованы их
местноанестетические и аритмические свойства.
Обнаруженная эффективная светозависимая био-
логическая активность этеркаина и его производ-
ных позволяет рассматривать полученные соедине-
ния как потенциальные инструменты для управля-
емой светом местной анестезии, а также для
неинвазивной абляции очагов аритмии в кардиоло-
гии. Бучарская с соавт. [12] продемонстрировали
высокую эффективность комбинированной фото-
динамической и плазмонной фототермической те-
рапии в модели крыс с перевитыми опухолями. Че-
рез 21 сутки после такого воздействия отмечали зна-
чительное торможение роста опухолей.

Поскольку секция 5 и частично секция 6 связаны
с биофотоникой (см. выше), введем определение
биофотоники, которое поддерживают все авторы
данной статьи. Данное определение в значительной
степени основывается на определении фотоники,
данном президентом Лазерной ассоциации И.Б.
Ковшом [13]. Биофотоника – это область знаний и
практической деятельности, изучающая взаимодей-
ствие биологических систем со светом, излучаемым
источниками, построенными на новых принципах, а
также возможности использования таких источников
в науках о жизни и медицине. Другая часть сообще-
ний, представленных на секции 6, касалась иссле-
дований биолюминесценции различных организ-
мов и аналитических применений этого явления
для нужд медицины, биотехнологии и экологии.
Биолюминесценция – это излучение света видимого
спектрального диапазона живыми организмами, воз-
никающее в результате ферментативного окисления
специфического низкомолекулярного субстрата. Это
явление широко представлено в природе. Светящи-
еся организмы встречаются среди бактерий, грибов,
простейших, кишечнополостных, червей, моллюс-
ков, насекомых и рыб. В настоящее время насчиты-
вается несколько тысяч биолюминесцентных видов
среди представителей более чем 700 родов.

Секции 5 и 6 представлены в данном сборнике
девятью статьями, причем на съезде суммарно на
этих секциях было 8 пленарных, 28 устных и 8 стен-
довых докладов. Пузырь с соавт. [14] выявили такие
уникальные особенности люминесцентного гриба
Mycena gombakensis, как стабильность при хранении
в нестерильных условиях и способность передавать
воздействие ультрафиолетового излучения вглубь
мицелия. Полученные данные свидетельствуют о
перспективности его использования в биотехноло-
гии и в исследованиях биофизики сложной систе-
мы базидиомицетов. Ломакина с соавт. [15] описали
тест-систему на основе живых клеток Escherichia coli
BL-21 (DE3) Сodon Plus, экспрессирующих рН-ре-
зистентную термостабильную люциферазу светля-

ка Luciola mingrelica. С ее использованием изучена
кинетика действия аминогликозидов по измене-
нию содержания АТФ и люциферазы внутри и вне
клеток. Метод перспективен при проведении быст-
рого первичного высокопроизводительного скри-
нинга антибактериальных агентов и лекарственных
форм. Ронжин с соавт. [16] сообщили, что добавки
кофейной кислоты и обнаруженного авторами низ-
комолекулярного стимулятора биолюминесценции
к мицелию светящегося гриба Neonothopanus nambi
приводят к быстрому и значительному (на порядок
и более) увеличению интенсивности его световой
эмиссии. При этом установлено, что кофейная кис-
лота и обнаруженный низкомолекулярный стиму-
лятор свечения не влияют на уровень световой
эмиссии люминесцентной системы N. nambi в при-
сутствии НАДФН и существенным образом подав-
ляют реакцию излучения системы, активированной
НАДФН и гиспидином. Авторы считают, что в све-
тящихся высших грибах возможно наличие разных
биохимических путей генерации квантов видимого
света с участием разных ферментов (или фермент-
ных систем) и субстратов. Малышева с соавт. [17]
выявляли в слюне биомаркеры физиологического
состояния организма у спортсменов с анаэробной
или аэробной физической нагрузкой, способныe
оказывать влияние на интегральный ответ бактери-
альной ферментативной биолюминесцентной тест-
системы. Показано, что на усиление светоизлуче-
ния в биолюминесцентной биферментной реакции
способны оказывать влияние такие биомаркеры
слюны, как концентрация лактата и общего белка,
активность каталазы, концентрация ионов каль-
ция, калия, магния и содержание амидов группы IV.
Степанова с соавт. [18] предложили использовать
биолюминесцентный ферментативный биотест в
качестве интегрального показателя состояния орга-
низма на примере работников ОАО «Российские
железные дороги». Показано, что этот тест индиви-
дуален, и его можно использовать только при срав-
нении показателей конкретного работника в норме
и при стрессе. При этом условии биолюминесцент-
ный тест можно использовать для экспресс-мони-
торинга состояния организма работника во время
трудовой нагрузки, что важно для организации
условий труда работников ОАО «РЖД», исключаю-
щих аварийные ситуации. Лисица с соавт. [19] опре-
деляли относительный квантовый выход биолюми-
несценции люциферазной реакции в расчете на мо-
лекулу субстрата. Обнаружено, что в вязких средах с
добавлением глицерина или сахарозы квантовый
выход люминесценции возрастал. Анализ конфор-
мации боковой цепи alphaHis44 с помощью моле-
кулярной динамики показал, что в вязких средах
растет вероятность образования оптимальной для
катализа конформации этого аминокислотного
остатка, что и является причиной возрастания
квантового выхода люминесценции. Рожко с соавт.
[20] отметили, что торий является одним из самых
распространенных фонообразующих элементов в
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природе. При изучении действия его излучения на
биологические объекты и возможной роли в этом
процессе гуминовых веществ в качестве модели вы-
брали биолюминесцентный ферментативный био-
тест. Обнаружено, что торий активировал интен-
сивность люминесценции в течение первых 50 мин,
причем после этого периода наблюдалось значи-
тельное возрастание активных форм кислорода. Гу-
миновые вещества нейтрализовали активирующее
воздействие тория на люминесценцию и снижали
содержание активных форм кислорода, нейтрали-
зуя таким образом действие тория. Летута с соавт.
[21] изучали кинетику замедленной флуоресценции
и фосфоресценции эритрозина во фрагментах нор-
мальных тканей и злокачественных опухолей
молочной железы. Показано, что кинетика замед-
ленной флуоресценции формировалась как супер-
позиция сигналов термоактивированной люминес-
ценции и свечения вследствие синглет-триплетной
аннигиляции возбужденного эритрозина и син-
глетного кислорода. Установлена корреляция пара-
метров замедленной флуоресценции и характери-
стик опухолей, что может быть использовано в оп-
тической экспресс-диагностике тканей. 

Андреева с соавт. [22] изучали влияние генисте-
ина, вторичного метаболита растений из группы
изофлавонов, на структуру хроматина. Было уста-
новлено, что генистеин не влиял на структуру нук-
леосом в коровой области, но при этом в высокой
концентрации был способен сближать линкерные
участки ДНК между собой. При высокой концен-
трации генистеин затрудняет образование ком-
плексов нуклеосом с PARP1, но не вызывает диссо-
циации линкерного гистона Н1.0.

Секция 7 не представлена статьями в данном вы-
пуске, хотя на съезде было 2 пленарных и 8 устных
докладов. Следует отметить, что эта секция во мно-
гом была представлена докладами с фотобиотехно-

логической направленностью. Фотобиотехнология —
это пограничная между биологией и техникой отрасль
науки и сфера практики, посвященная использованию
фотобиологических процессов и систем в различных
отраслях деятельности человека. Поэтому она явля-
ется составной частью фотобиологии.

Восьмая секция представлена четырьмя статья-
ми в данном выпуске, причем на съезде было
2 пленарных, 8 устных и 2 стендовых докладов. Вол-
гушева с соавт. [23] изучали действие кадмия на фо-
тосинтез микроводоросли Chlamydomonas reinhardtii
путем анализа OJIP кривых индивидуальных кле-
ток. Обнаружено, что адаптация первичных реак-
ций фотосинтеза микроводорослей к действию кад-
мия сопровождалась появлением в культуре двух
фракций клеток. Клетки первой фракции сохраня-
ли умеренную активность ФСII за счет уменьшения
размера антенны ФСII, в то время как клетки вто-
рой фракции обладали низкой фотохимической ак-
тивностью ФСII, сохраняя размер антенны близ-
кий к размеру в контрольных клетках. Лабунская с
соавт. [24] изучали спектральный состав света на
разных глубинах водоемов и пигментный состав
обитающих на этих глубинах фотосинтезирующих
микроорганизмов. В меромиктических водоемах
фотическая зона была ограничена окрашенной
прослойкой воды с массовым развитием фототроф-
ных микроорганизмов. Их пигментный состав хо-
рошо согласуется со спектральным составом прохо-
дящего света. Эти и другие данные свидетельству-
ют, что спектральный диапазон может служить
селективным фактором, определяющим состав со-
общества фототрофов со структурно различными
антеннами, но схожими спектрами поглощения
света. Никулина с соавт. [25] изучали воздействие
таких факторов, как рН, температура и облучение
длинноволновым ультрафиолетом (λ = 366 нм) на
характеристики препарата фага RB49, содержащего

Рис. 1. Участники X съезда РФО и конференции «Современные проблемы фотобиологии».
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трансдуцирующие частицы с плазмидной ДНК
pTurboGFP-B и вирулентные частицы с собствен-
ной ДНК. Авторы предполагают, что трансдуциру-
ющие частицы фага RB49 могут быть более устой-
чивы к действию длинноволнового ультрафиолето-
вого излучения и воздействию низких температур,
чем вирулентные. Схожие процессы могут проис-
ходить и в хорошо освещенных водоемах, в том чис-
ле холодных, в которых могут встречаться фаги,
родственные RB49. Саковина с соавт. [26] предста-
вили обзор литературных данных в области созда-
ния фоточувствительных направляющих РНК и их
использования в системах редактирования генома
CRISPR. На основе литературных данных авторы
полагают, что создание CRISPR/CAS с повышен-
ным временем жизни в клетках, высокой эффек-
тивностью и специфичностью действия, а также
возможностью регуляции активности, в частности
светом, является актуальным направлением в обла-
сти геномного редактирования.

К сожалению, не все российские исследователи,
работающие в области фотобиологии, присоедини-
лись к РФО. Тем не менее, X съезд РФО с конфе-
ренцией «Современные проблемы фотобиологии»
стали важным этапом, подводящим итоги двухлет-
них исследований фотобиологов. На этой встрече
ученые смогли обменяться не только результатами
исследований, но и мнениями по актуальным во-
просам фотобиологии, а также наметить способы
объединения для проведения совместных исследо-
ваний. Коллективный снимок участников съезда
представлен на рис. 1.
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