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Аннотация. Организмы-экстремофилы способны выживать в экстремальных условиях посредством уникальных 
механизмов устойчивости. К таким организмам относятся лишайники – симбиотические ассоциации грибов и 
водорослей и/или цианобактерий. Высокая стрессовая устойчивость лишайников помимо прочих факторов обусловлена 
их способностью синтезировать широкий спектр метаболитов, в том числе разнообразные по химической структуре 
липидные соединения. Несмотря на очевидную важность, биохимические механизмы стрессовой устойчивости 
лишайников, опосредованные изменениями липидного профиля, изучены недостаточно полно. Пельтигеровые 
лишайники являются обособленным отделом лишайников, для которых характерны высокие темпы роста и индексы 
метаболической активности. Учитывая умеренный климат произрастания данных лишайников, можно предположить, 
что они могут обладать повышенной чувствительностью к перепадам температур. Эти факторы обусловили выбор 
эпигейного лишайника Peltigera canina в качестве объекта нашего исследования. В настоящей работе были изучены 
стресс-индуцированные изменения редокс-статуса лишайника P. canina, а также изменения его липидного состава 
при действии повышенной (40 °С) температуры. Воздействие неблагоприятной температуры на гидратированные 
талломы лишайника приводило к увеличению содержания перекиси водорода, фенолоксидазной активности, а 
также повышению уровня перекисного окисления липидов, что является важной составляющей стрессового ответа 
лишайника. Стресс-индуцированное изменение редокс-статуса талломов лишайника стимулировало увеличение 
содержания антиоксидантных агентов липофильной природы: резко возрастал уровень α-токоферола, увеличивалось 
содержание каротиноидов, в частности β-каротина. Таким образом, накопление липофильных антиоксидантов является 
важной частью липид-опосредованного стрессового ответа лишайника P. canina на повышение температуры.
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Abstract. Extremophile organisms can survive under extreme conditions through tolerance mechanisms. Such 
organisms include lichens, which are symbiotic associations of fungi and algae and/or cyanobacteria. Among other 
factors, the high stress tolerance of lichens can be attributed to their ability to synthesize a wide range of metabo-
lites, including chemically diverse lipid compounds. Despite their obvious relevance, the biochemical mechanisms of 
stress tolerance in lichens that are mediated by changes in the lipid profile remain understudied. Peltigerous lichens 
constitute a separate division of lichens characterized by high growth rates and metabolic activity indices. Taking into 
account the temperate climate in which these lichens grow, it can be assumed that they may be highly sensitive to 
temperature fluctuations. These factors led to the choice of Peltigera canina, epigeic lichen, as the subject matter of 
this study. The present work examined stress-induced changes in the redox status of P. canina, as well as changes 
in its lipid composition at an elevated temperature (40 °С). The exposure of hydrated lichen thalli to an unfavorable 
temperature led to an increase in the level of hydrogen peroxide, phenoloxidase activity, and lipid peroxidation, which 
constitutes an important part of stress response in lichen. The stress-induced changes in the redox status of lichen 
thalli stimulated an increase in lipophilic antioxidant agents: a dramatic increase in the level of α-tocopherol and 
an increase in carotenoids, specifically β-carotene. Thus, the accumulation of lipophilic antioxidants constitutes an 
important part of the lipid-mediated stress response of P. canina to temperature elevation.
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ВВЕДЕНИЕ
Проблема стрессовой устойчивости живых орга-

низмов является предметом пристального внимания 
ученых в течение многих лет. В связи с этим повышенный 
интерес исследователей вызывают экстремофилы – орга-
низмы, способные выживать в экстремальных условиях 
посредством уникальных механизмов устойчивости. К 
таким организмам относятся и лишайники, которые 
представляют собой симбиотические ассоциации между 
грибами (микобионтами) и водорослями и/или циа-
нобактериями (фотобионтами). Температурный стресс 
является достаточно обычным явлением для лишай-
ников, произрастающих зачастую в неблагоприятных 
условиях. В настоящее время известно, что большинство 
лишайников в высушенном состоянии чрезвычайно 
устойчивы к высокотемпературному стрессу, тогда как 
гидратированные талломы обладают значительно большей 
чувствительностью к изменению температуры [1, 2]. 
Интересной группой лишайников являются лишайники 
порядка Пельтигеровые, широко распространенные по 
всему миру и произрастающие в умеренном климате. 
Данные лишайники являются обособленным отделом 
лишайников и относятся к отдельной ветви лишайникового 
сообщества. Известно, что они отличаются высокими 
темпами роста и активным редокс-метаболизмом [3]. 
В связи с этим можно предположить, что пельтигеровые 
лишайники продемонстрируют выраженную реакцию 
к действию неблагоприятных температур. Одним из 
известных представителей пельтигеровых является эпи-
гейный двухкомпонентный цианолишайник Peltigera 
canina, который был выбран в качестве объекта наших 
исследований. Известно, что важной составляющей 
стрессового ответа живого организма на воздей-
ствие абиотических стрессовых факторов является 
увеличение образования активных форм кислорода 
(АФК) [4] и развитие окислительного стресса, который 
сопровождается перекисным окислением липидов и 

повреждением клеточных мембран. В связи с этим 
актуально изучение стресс-индуцированных изме-
нений в липидном профиле лишайников, в том числе 
в содержании липофильных соединений, обладающих 
антиоксидантными свойствами. В настоящее время 
биохимические механизмы стрессовой устойчивости 
лишайников, опосредованные изменениями липидного 
профиля, изучены недостаточно полно. Целью настоящей 
работы было изучение изменений липидного состава 
лишайника P. canina при действии повышенной темпе-
ратуры. Понимание биохимических основ липид-опо-
средованных стрессовых ответов лишайников поможет 
более углубленно и детально разобраться в механизмах 
стрессовой устойчивости экстремофилов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследования служили талломы лишайника 

P. canina, собранного на территории Республики 
Татарстан в мае 2023 года. После сбора и предва-
рительной очистки талломы лишайника высушивали 
при комнатной температуре. Высушенный материал 
помещали в морозильную камеру (минус 20 °C) на 
хранение до использования в экспериментах.

Стрессовая обработка лишайника Peltigera canina. 
Талломы лишайника, выложенные в один слой, гидрати-
ровали в контейнерах на вискозных салфетках, увлаж-
ненных дистиллированной водой, в течение двух суток 
при температуре 5 °С. Перед стрессовой обработкой 
контейнеры с гидратированными талломами оставляли 
на 2 ч при комнатной температуре, после чего их раскла-
дывали по 1,0±0,1 г на диски фильтровальной бумаги, 
смоченной 1,5 мл дистиллированной воды, которые 
были уложены на чашки Петри. Для стрессовой обра-
ботки чашки Петри с образцами закрывали, помещали 
в термостат ТСО-1/80 СПУ (Смоленское СКТБ СПУ, 
Россия) и оставляли при температуре 40 °C на 30 мин, 
1 ч, 2 ч, 3 ч с целью изучения динамики образования 
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перекиси при действии повышенной температуры для 
понимания окислительных процессов, происходящих 
в талломах лишайника при температурном стрессе. 
В остальных экспериментах опытные образцы поме-
щались в термостат и оставлялись при температуре 
40 °C на 3 ч, поскольку стресс-индуцированные изме-
нения липидного состава талломов происходят в течение 
более длительного времени, чем быстрые стрессовые 
изменения редокс-статуса клеток. Контролем во всех 
экспериментах служили гидратированные талломы 
лишайника, выдержанные в течение 2 ч после гидра-
тации при комнатной температуре.

Оводненность талломов лишайника определяли в 
каждой временной точке высушиванием до постоянного 
веса на анализаторе влажности АВГ-60 («Госметр», Россия).

Определение уровня перекиси водорода. Опреде-
ление уровня перекиси водорода производили согласно 
источникам [5, 6]. Таллом лишайника (1:4 вес/об.) гомо-
генизировали в 0,05 М растворе Na-фосфатного буфера 
с рН 6,2, после центрифугировали в течение 10 мин 
при 11340 g. Концентрацию Н2О2 в супернатанте опре-
деляли с использованием ксиленолового оранжевого 
в присутствии Fe2+ при 560 нм. 

Измерение содержания гидроксильного радикала. 
Измерение содержания гидроксильного радикала осу-
ществляли согласно материалу [7]. Образование гидрок-
сильных радикалов оценивали по скорости окисления 
дезоксирибозы. 0,5 г таллома лишайника помещали в 
20 мл 0,5 М раствора Na-фосфатного буфера с рН 5, 
содержащего хинон (2 мM), Fe+3 (20 мM), оксалиновую 
кислоту (60 мM), дезоксирибозу (140 мM). Реакционную 
смесь перемешивали на качалке в течение 1 ч, после 
чего были отобраны пробы по 0,99 мл. В качестве  
«стоп»-раствора в пробы добавляли 0,01 мл 50%-й  
ортофосфорной кислоты. Подготовленные пробы замо-
раживали. Перед началом анализа их размораживали, 
отбирали по 0,05 мл раствора образца, добавляли 0,25 мл 
2,5%-го раствора трихлоруксусной кислоты и 0,25 мл 
1%-го раствора тиобарбитуровой кислоты в 50 мМ рас-
творе гидроксида натрия и доводили объем реакционной 
смеси до 1 мл дистиллированной водой. Затем смесь 
нагревали при температуре 90 °С в течение 15 мин и 
охлаждали. Измерения оптической плотности проводили 
на спектрофотометре при 532 нм. Результаты анализа 
были преобразованы в эквивалент малонового диаль-
дегида с использованием коэффициента экстинкции , 
равного 156 мМ-1×см-1.

Определение уровня перекисного окисления липидов. 
Об уровне перекисного окисления липидов судили по 
накоплению малонового диальдегида, определяемого 
по продукту его реакции с тиобарбитуровой кислотой [8].  
0,5 г таллома лишайника растирали с 1,5 мл 20%-го 
раствора трихлоруксусной кислоты. Гомогенат центри-
фугировали 5 мин при 11340 g. К 0,05 мл супернатанта 
добавляли 0,45 мл 20%-го раствора трихлоруксусной 
кислоты и 0,5 мл 1%-го раствора тиобарбитуровой 
кислоты в 50 мМ растворе гидроксида натрия. Затем 
смесь нагревали на кипящей бане при температуре 
90 °С в течение 30 мин и охлаждали. Измерения опти-
ческой плотности проводили на спектрофотометре 

при 532 нм. Для вычисления содержания малонового 
диальдегида использовали коэффициент экстинкции ,  
равный 156 мМ-1×см-1.

Измерение активности редокс-ферментов. Измерение 
активности редокс-ферментов отслеживали согласно 
источникам [9, 10]. Ферментный экстракт получали путем 
гомогенизации 0,1 г лишайника в жидком азоте и после-
дующей экстракции в 2 мл 0,05 М Na-фосфатного буфера 
с pH 7,0 в течение 1 ч. Гомогенат центрифугировали 
при 8000 g 30 мин. Активность ферментов определяли 
спектрофотометрически на приборе UV-1600 (Shumadzu, 
Япония) в кварцевых кюветах с длиной оптического пути 
1 см. Активность пероксидазы класса III (КФ 1.11.1.7) 
определяли по скорости окисления 1 мМ о-дианизидина 
при 460 нм ( 460 = 30,0 мМ-1×см-1) в присутствии 1 мМ 
Н2О2 в 70 мМ Na-цитратном буфере с рН 5,5. Активность 
каталазы (КФ 1.11.1.6) оценивали по снижению опти-
ческой плотности в области светопоглощения Н2О2 при 
240 нм ( 240 = 43,6 М-1×см-1) ежесекундно в течение 
120 с. Реакционная смесь содержала 0,44 мл 0,5 М К,  
Na-фосфатного буфера с pH 7,0, 0,01 мл экстракта и 
0,05 мл 20 мМ Н2О2.

Экстрагирование липидов из лишайника Peltigera 
canina. Экстрагирование липидов из лишайника P. canina 
осуществляли согласно методике, описанной в источнике 
[11]. 1 г таллома лишайника растирали в жидком азоте 
и добавляли смесь хлороформа и метанола (1:2), для 
интенсификации извлечения липидов смесь в колбе 
подвергали обработке ультразвуком при помощи ульт-
развуковой ванны «Сапфир» («Сапфир», Россия). Выход 
липидных веществ рассчитывали гравиметрическим 
методом1. 

Тонкослойная хроматография. Исследование состава 
липидов проводили с помощью автоматизированной 
системы для тонкослойной хроматографии фирмы CAMAG 
(Швейцария). Экстракты липидов растворяли в смеси 
хлороформа и метанола (1:1) (10 мг/мл). Для хрома-
тографии использовали пластины Cat.N 1.05626.0001 
(Merck KGaA, Германия). Нанесение растворов экстрактов 
и стандартов – α-токоферола, кофермента Q, олеиновой 
кислоты (Sigma-Aldrich, США, степень чистоты не менее 
95%) – на хроматографическую пластину выполняли 
на автоматическом аппликаторе Linomat 5 (CAMAG, 
Швейцария) в виде треков шириной 7 мм. Разделение 
липофильных соединений проводили в автоматической 
камере для элюирования ADC 2 (CAMAG, Швейцария), 
линия фронта подвижной фазы составляла 80 мм. В 
качестве подвижной фазы использовали соединение 
гексана, этилового эфира и уксусной кислоты (80:20:1). 
Далее пластины опрыскивали 10%-м раствором H2SO4 в 
этаноле с помощью пульверизатора («Ленхром», Россия), 
высушивали и нагревали в течение 20 мин при темпе-
ратуре 150 °С. После проводили денситометрическое 
сканирование хроматографических пластин на спек-
троденситометре TLС Scanner 4 (CAMAG, Швейцария) 
при следующих параметрах: режим – отражательная 
абсорбция, длина волны – 490 нм, щель – 6,0×0,4 мм,  
скорость сканирования – 20 мм/с, разрешение –  
100 мкм/шаг, математический фильтр – Savitsky – Golay 7.  
Количественное определение α-токоферола, кофер-

1ОФС 1.2.1.0010.15. Потеря в массе при высушивании. Утв. Приказом Минздрава России от 31.10.2018 г. № 749.  
Введ. 01.12.2018 г.
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мента Q и жирных кислот в исследуемых экстрактах 
осуществляли с помощью полученных калибровочных 
уравнений (табл. 1). 

Высокоэффективная жидкостная хроматография. 
Исследование состава каротиноидов проводили с 
помощью высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии на хроматографе LicArt 62 («Лабконцепт», 
Россия). Пробоподготовку и разделение пигментов 
осуществляли согласно источнику [12] c небольшими 
модификациями. Образец таллома лишайника растирали 
в жидком азоте, из полученного порошка отбирали 
навеску массой 0,1 г и переносили ее в пробирку типа 
Эппендорф, далее к ней добавляли 0,5 мл ацетона. Для 
интенсификации извлечения каротиноидов смесь в 
пробирках типа Эппендорф в течение 5 мин подвергали 
обработке ультразвуком при помощи ультразвуковой 
ванны «Сапфир» («Сапфир», Россия), далее в течение 
5 мин центрифугировали при 6700 g. Супернатант 
отделяли, а к осадку добавляли 0,5 мл ацетона. Стадии 
экстрагирования повторяли до максимально полного 
извлечения пигментов (5–6 стадий). Полученные экс-
тракты объединяли и высушивали на роторном испа-
рителе. Для высокоэффективной жидкостной хромато-
графии использовали следующие соединения: элюент 
А – ацетонитрил – метанол – вода (75:12:4), элюент 
В – метанол – этилацетат (68:32). Высушенные экстракты 
пигментов растворяли в 200 мкл элюента А, центрифу-
гировали в течение 5 мин при 6700 g, 50 мкл супер-
натанта отбирали и хроматографировали на колонке с 
обращенной фазой Inertsil ODS-3 (3 мкм, 4,6×100 мм 
(GL Sciences, Япония)). Соединения хроматографировали 
при градиентном режиме со следующей последователь-
ностью элюентов: 0 мин А – 100%; 0–15 мин А – 0% и  
В – 100%; 15–40 мин В – 100%. Скорость потока 
элюента составляла 0,5 мл/мин. Детектирование каро-
тиноидов проводили с помощью диодно-матричного 
детектора (DAD-62 («Лабконцепт», Россия) при 440 нм. 
Управление работой хроматографа, прием и обработку 
полученных данных проводили с помощью специали-
зированной компьютерной программы LicArt WSV. 

Идентификацию каротиноидов в экстрактах талломов 
лишайника осуществляли по электронным спектрам в 
области 300–700 нм, а также путем сопоставления с 
временами выхода стандартов каротиноидов – β-ка-
ротина, лютеина и кантаксантина (Sigma-Aldrich, США, 
степень чистоты не менее 95%), хроматографируемых 
при аналогичных условиях. 

Статистический анализ. Опыты проводили в 3–5 
биологических и 3–10 аналитических повторностях. 
Полученные данные были представлены в виде средних 
арифметических значений со стандартными ошибками. 

Все экспериментальные данные по количественному 
определению липидов и каротиноидов имеют нор-
мальное распределение признака. Для сравнения 
их средних арифметических значений использовали 
однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с оценкой 
попарных различий с помощью критериев Тьюки и 
Бонферрони. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В естественной среде обитания лишайники часто 

испытывают перепады температур, характерные для 
каждой определенной местности. Большинство лишай-
ников в сухом виде способны переносить изменения 
температур в широком диапазоне [1]. В отличие от 
сухих талломов гидратированные лишайники обладают 
гораздо большей чувствительностью к воздействию 
неблагоприятных температур [2]. Исследования реакций 
фотосинтетического аппарата лишайника Parmelina 
tiliacea на действие высоких температур в сухом и 
влажном состоянии показали, что выдерживание сухого 
лишайника (при 50 °C) в течение 24 ч не вызывало 
заметной стрессовой реакции в отличие от стрессового 
ответа влажных талломов, термическая обработка 
которых (45 °C) приводила к инактивации боль-
шинства реакционных центров фотосистемы II [13, 14].  
Как отмечалось выше, пельтигеровые лишайники 
характеризуются высокими темпами роста и активным 
редокс-метаболизмом [3]. Кроме того, они произрастают 
в средних широтах и, возможно, не обладают повы-
шенной температурной устойчивостью, что позволяет 
ожидать от них более яркой стрессовой реакции на 
температурное воздействие. 

Настоящая работа была посвящена исследованию 
действия повышенной температуры (40 °C) на гидра-
тированные талломы лишайника P. canina, в част-
ности на изменение липидного профиля лишайника 
в условиях температурного стресса. Количественный 
анализ липидных веществ в лишайнике показал, что 
в опытных образцах, подвергнутых высокотемпера-
турному воздействию в течение 3 ч, их содержание 
уменьшилось с 3,8±0,4 до 2,6±0,2% от сухой массы. 

Известно, что липидный профиль лишайников 
включает в себя широкий спектр соединений, пред-
ставленных мембранными липидами (фосфолипиды, 
гликолипиды, стерины), запасными липидами (ацилг-
лицериды), а также различными вторичными метабо-
литами, например каротиноидами [15]. Ранее нами 
было установлено, что липидные экстракты лишайника 
P. canina содержат различные нейтральные и полярные 
липиды. При воздействии на лишайник повышенной 
температуры качественный состав липидов не изме-

Таблица 1. Калибровочные уравнения для количественного определения индивидуальных веществ

Table 1. Calibration equations for quantification of individual substances

Вещества-стандарты Количество, мкг Полученное калибровочное уравнение 
(по площади пиков) Коэффициент корреляции

α-Токоферол 2; 4; 6 у = 2174 + 882х 0,99

Олеиновая кислота 2; 4; 6 у = 2583 + 741х 0,98

Кофермент Q 1; 2; 3 у = 1677 + 1865х 0,99
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нялся, но заметно изменялось содержание отдельных 
липидов – тритерпенов, жирных кислот и углеводо-
родов [16]. Полученные данные свидетельствуют о 
существенном влиянии повышенной температуры на 
липидный профиль лишайника P. canina и вовлечении 
липидных соединений в стрессовый ответ лишайника 
на температурное воздействие.

Важной составляющей ответа живого организма 
на воздействие абиотических стрессовых факторов 
является увеличение образования АФК [4] и развитие 
окислительного стресса, который запускает каскад 
биохимических реакций, направленных на формиро-
вание адаптации к стрессовому фактору. В связи с этим 
нами была проведена оценка редокс-статуса талломов 
лишайника после воздействия на него повышенной 
температуры. Проведенные эксперименты показали, 
что в условиях высокотемпературного нагрева уже 
через 30 мин уровень перекиси водорода в клетках 
заметно увеличивался (рис. 1), однако в последующие 
30 мин наблюдалось возвращение содержания перекиси 
водорода к контрольному уровню. Дальнейшее воздей-
ствие повышенной температуры не вызвало сильного 
роста уровня перекиси водорода в клетках лишайника, 
после 3 ч обработки он был выше контроля всего в 
1,2 раза. 

Рис. 1. Динамика изменения содержания перекиси 
водорода в талломах лишайника Peltigera canina  
при действии повышенной температуры (3 ч, 40 °С).  
На рисунке представлены средние арифметические 
значения и стандартные ошибки при n = 5. Достоверность 
различий определяли с помощью двухвыборочного 
критерия Колмогорова – Смирнова при р < 0,05 (*); 
р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Fig. 1. Dynamics of changes in the H2O2 content in the thalli 
of the lichen Peltigera canina under the influence of elevated 
temperature (3 h, 40 °С). The figure shows arithmetic means 
and standard errors for n = 5. Significance of differences was 
determined using the two-sample Kolmogorov – Smirnov Test 
at p < 0.05 (*); p < 0.01 (**); p < 0.001 (***)

Измерение активности редокс-ферментов показало 
увеличение фенол-ксидазной активности (рис. 2, a) и 
снижение активности каталазы (рис. 2, b) при действии 
повышенной температуры (40 °С). Аналогичные законо-

мерности часто наблюдаются у лишайников в условиях 
окислительного стресса. По данным С. Кузель [17], 
активность каталазы лишайников (Cladonia rangiferina, 
Hypogymnia physodes, Evernia prunastri, Hypogymnia 
physodes) резко снижается в условиях окисления, 
вызванного инкубацией талломов в атмосфере с повы-
шенным содержанием диоксида серы. 

Рис. 2. Изменение активности фенолоксидазы (a)  
и каталазы (b) в талломах Peltigera canina при действии 
повышенной температуры (3 ч, 40 °С). На рисунке 
представлены средние арифметические значения  
и стандартные ошибки при n = 5. Достоверность различий 
определяли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа при р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Fig. 2. Changes in phenol oxidase (a) and catalase (b) 
activity in Peltigera canina thalli under the action of elevated 
temperature (3 h, 40 °С). The figures show arithmetic means 
and standard errors for n = 5. Significance of differences was 
determined using one-way analysis of variance (ANOVA)  
at р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Обработка повышенной температурой приводила к 
снижению образования гидроксильного радикала в экс-
траклеточном растворе (рис. 3) и усилению перекисного 
окисления липидов в талломах лишайника (рис. 4). 
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Рис. 3. Изменение содержания гидроксильного радикала 
в талломах Peltigera canina при действии повышенной 
температуры (3 ч, 40 °С). На рисунке представлены 
средние арифметические значения и стандартные ошибки 
при n = 5. Достоверность различий определяли с помощью 
двухвыборочного критерия Колмогорова – Смирнова  
при р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Fig. 3. Changes in the content of hydroxyl radical in Peltigera 
canina thalli under the action of elevated temperature 
(3 h, 40 °C). The figure shows the arithmetic means and 
standard errors for n = 5. Significance of differences was 
determined using the two-sample Kolmogorov – Smirnov Test 
at р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Рис. 4. Изменение уровня перекисного окисления липидов 
лишайника в талломах Peltigera canina при действии 
повышенной температуры (3 ч, 40 °С). На рисунке 
представлены средние арифметические значения и 
стандартные ошибки при n = 5. Достоверность различий 
определяли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа при р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

Fig. 4. Changes in the level of lipid peroxidation in lichen 
in thalli of Peltigera canina under the influence of elevated 
temperature (3 h, 40 °C). The figure shows the arithmetic 
means and standard errors for n = 5. Significance of 
differences was determined using one-way analysis of variance 
(ANOVA) at р < 0,05 (*); р < 0,01 (**); р < 0,001 (***)

В работе К.Э. Мойо с соавторами [18] показано, 
что, несмотря на то, что род Peltigera характеризуется 
высокой активностью редокс-ферментов, этот широко 
распространенный род лишайников обладает слабой 
способностью превращать добавленный хинон в гидро-
хиноны. Это привело авторов [18] к предположению о 
том, что скорость образования гидроксильного радикала 
определяется активностью хинонредуктазы. Вероятно, 
снижение содержания гидроксильного радикала при 
высокотемпературной обработке лишайника P. canina 
обусловлено ингибированием активности экстракле-
точных хинонредуктаз, ответственных за производство 
гидроксильного радикала. 

Все наблюдаемые изменения редокс-параметров 
свидетельствуют о развитии окислительного стресса в 
лишайнике P. canina в ответ на высокотемпературную 
обработку талломов. В связи с этим возникло предпо-
ложение о возможном включении антиоксидантных 
систем лишайника в ответ на действие повышенной 
температуры. Е.Р. Котловой2 был проведен детальный 
анализ антиоксидантных систем лишайников, в том 
числе и лишайника P. canina. Несмотря на давность, 
данное исследование не утратило своей актуальности и 
ценности. Автором отмечено, что у живых организмов 
имеются две принципиальные стратегии (действующие 
независимо или в комбинации), которые обеспечивают 
защиту от окислительного повреждения [19]. Первая 
включает изменение молекулярного состава мембран, 
что влечет за собой изменение проницаемости и, соот-
ветственно, доступности клеточных компонентов для 
токсичных продуктов. Вторая основана на активации 
систем, обеспечивающих химическую детоксикацию 
АФК и свободных органических радикалов. Существует 
неферментативная система антиоксидантной защиты, 
в которой участвуют низкомолекулярные соединения – 
«перехватчики» АФК и органических радикалов, а также 
вещества, которые регенерируют антиоксиданты (синер-
гисты), и ферментативная система антиокислительной 
защиты, к которой относятся такие ферменты, как супе-
роксиддисмутазы, пероксидазы, каталаза [19–22].

В связи с вышесказанным, в лишайнике P. canina 
нами были исследованы стресс-индуцированные изме-
нения общего липидного профиля с фокусировкой на 
вещества, обладающие выраженным антиоксидантным 
действием. К таким соединениям относятся α-токоферол, 
кофермент Q и каротиноиды. 

Было показано, что при действии повышенной тем-
пературы происходит резкое падение уровня жирных 
кислот (табл. 2), что может быть вызвано их окислением, 
и это согласуется с нашими данными о повышении 
уровня перекисного окисления липидов в лишайнике 
на фоне действия высокой температуры (см. рис. 4).

Основная функция токоферолов связана с торможением 
перекисного окисления липидов в липидной фазе [23]. 
Они вызывают обрыв цепей свободнорадикального окис-
ления путем взаимодействия с пероксильными и алкок-
сильными радикалами [24]. Кроме участия в реакциях 
обрыва цепей окисления молекулы токоферола, анало-
гично стеринам, снижают проницаемость мембран, а 
также связывают свободные жирные кислоты, избыток 
которых дестабилизирует мембранную структуру [25]. Из 

2Котлова Е.Р. Антиокислительные системы лишайников: дис. … канд. биол. наук: 03.00.12, 03.00.24. СПб., 2000. 199 с.
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всех известных форм токоферолов в лишайниках был 
обнаружен только α-токоферол [26, 27]. В наших экс-
периментах при действии повышенной температуры 
в лишайнике наблюдалось значительное увеличение 
содержания α-токоферола (см. табл. 2), которое сопро-
вождалось заметным снижением уровня кофермента Q.  
Кофермент Q является жирорастворимым антиоксидантом, 
способным постоянно регенерировать из окисленной 
формы с помощью ферментных систем. Непосредственное 
(прямое) антиоксидантное действие кофермента Q заклю-
чается в улавливании свободных радикалов. Опосредо-
ванное антиоксидантное действие кофермента Q состоит 
в предупреждении образования феноксил-радикалов α-то-
коферола и его возможного прооксидантного действия. 
Как известно, высокая антиокислительная активность 
α-токоферола проявляется только в условиях непрерывного 
функционирования редокс-цикла2. 

Еще одним важным участником неферментативной 
антиоксидантной системы являются каротиноиды, 
которые, как известно, способны утилизировать сво-
бодные радикалы [28]. Каротиноиды принимают участие 
в защите клеточных структур от фотодеструкции, а также 
могут взаимодействовать с органическими радикалами 
жирных кислот, действуя как «ловушки» радикалов2  
[21, 29]. С одной стороны, есть мнение, что каротиноиды 
и токоферолы проявляют синергизм в защите липидов от 
повреждающего действия свободных радикалов [30, 31].  

С другой стороны, показано, что токоферол защищает 
каротиноиды от окисления, взаимодействуя с их ради-
калами [32]. У цианолишайников (Collema, Leptogium, 
Peltigera, Pseudocyphellaria, Sticla) преобладают типичные 
для цианобактерий кето-каротиноиды – эхиненон и 
кантаксантин. Нужно отметить, что антиокислительная 
активность кето-каротиноидов значительно выше, чем 
гидроксисоединений. В ряду кето-каротиноидов наи-
большей антиокислительной активностью обладают 
соединения, имеющие в своем составе максимальное 
количество кето-групп. Например, было показано, что 
кантаксантин и астаксантин, имеющие две кето-группы, 
более эффективны в детоксикации радикалов, чем эхи-
ненон, химическая структура которого содержит только 
одну кето-группу [33, 34]. В ходе наших экспериментов 
было обнаружено, что при действии повышенной тем-
пературы наблюдается увеличение суммарного коли-
чества каротиноидов в талломах лишайника почти в 
2 раза (табл. 3). 

В составе обнаруженных каротиноидов удалось 
идентифицировать β-каротин, лютеин и кето-каро-
тиноид кантаксантин. Надо отметить, что β-каротин 
является основным преобладающим каротиноидом в 
лишайнике P. canina. Как видно из табл. 3, в условиях 
температурного стресса в сумме каротиноидов уве-
личивается доля β-каротина, тогда как относительное 
содержание лютеина и кантаксантина уменьшается. 

Таблица 2. Количество индивидуальных липидов в талломах лишайника Peltigera canina при действии повышенной 
температуры (3 ч, 40 °С) (n = 3)

Table 2. Individual lipids amount in the thalli of the lichen Peltigera canina under the action of elevated temperature (3 h, 40 °C) (n = 3)

Индивидуальные липиды
Количество, мкг/г сухой массы

Контроль Опыт

Жирные кислоты 1296±74 224±30***

α-Токоферол 28±3 620±41***

Кофермент Q 52±7 Н.д.

Примечание. Достоверность различий определяли с помощью однофакторного дисперсионного анализа при р < 0,05 (*); 
р < 0,01 (**); р < 0,001 (***). Н.д. – не детектируется.

Таблица 3. Изменение относительного содержания каротиноидов в талломах лишайника Peltigera canina при действии 
повышенной температуры (3 ч, 40 °С) (n = 3)

Table 3. Changes in the relative content of carotenoids in the thalli of the lichen Peltigera canina under the influence  
of elevated temperature (3 h, 40 °C) (n = 3)

Каротиноиды
Площадь пика,  

mAU×мин
Относительное 
содержание, %

Площадь пика, 
mAU×мин

Относительное 
содержание, %

Контроль Опыт

β-Каротин 2673±26 54,8±0,1 6345±368*** 60,7±0,2***

Лютеин 645±12 13,2±0,2 1116±11*** 10,8±0,6*

Кантаксантин 274±7 5,6±0,1 319±17 3,1±0,1***

Н.и. 316±2 6,5±0,1 656±64*** 6,3±0,3

Н.и. 378±12 7,8±0,3 652±38** 6,2±0,1**

Н.и. 389±5 8,0±0,1 872±75** 8,3±0,3

Н.и. 199±4 4,1±0,1 485±33*** 4,6±0,1**

Всего 4874±39 100,0 10445±593*** 100,0

Примечание. Достоверность различий определяли с помощью однофакторного дисперсионного анализа при р < 0,05 (*); 
р < 0,01 (**); р < 0,001 (***). Н.и. – неидентифицированный каротиноид.
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Полученные данные отличаются от данных, описанных в 
вышеупомянутой работе Е.Р. Котловой2, где в условиях 
окислительного стресса, вызываемого действием окис-
лителя Fe2+-аскорбата, наблюдалось резкое уменьшение 
β-каротина и увеличение содержания кантаксантина. 
Однако и в нашей работе также была обнаружена 
обратная корреляция между содержанием кантак-
сантина и β-каротина, что, возможно, обусловлено 
различными функциональными особенностями этих 
каротиноидов при осуществлении антиоксидантной 
защиты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, на основании полученных данных 

можно заключить, что при действии повышенной тем-
пературы на талломы лишайника P. canina наблю-
дается изменение редокс-статуса клеток талломов и 
развитие окислительного стресса, который приводит 
к активизации неферментативной антиоксидантной 
системы лишайника, в частности происходит увели-
чение содержания низкомолекулярных антиоксидантов 
липофильной природы, что является липид-опосредо-
ванным стрессовым ответом лишайника на действие 
повышенной температуры. 
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