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ЧЕРЕП HAPALODECTES (HAPALODECTIDAE, MESONYCHIA)  
ИЗ ПАЛЕОЦЕНА МОНГОЛИИ
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Из верхнепалеоценовой пачки наран свиты наран-булак местонахождения Хайчин-Ула II в Бугин-
Цавской впадине на юге Монголии описан неполный череп Hapalodectes (Hapalodectidae, Mesonychia). 
Это первая находка черепа палеоценового представителя рода. По размерам и зубной окклюзии череп 
соответствует виду H. dux Lopatin, 2001, ранее известному только по нижней челюсти из верхнепалео-
ценовой пачки жигден свиты наран-булак местонахождения Цаган-Хушу в Нэмэгэтинской впадине. 
В строении лицевой части черепа H. dux демонстрирует признаки, общие с Mesonychidae – значитель-
ное участие слезной и скуловой костей в формировании предглазничной области. На верхних молярах 
H. dux установлено наличие отчетливых конулей (впервые для Hapalodectidae). Определены эволюцион-
ные изменения в строении верхних моляров Hapalodectes (исчезновение конулей, уменьшение метакона, 
сокращение ширины лингвального выступа), сопряженные с преобразованиями нижних моляров (ре-
дукцией метаконида, протокристида и энтоконида, поперечным сжатием тригонида и талонида) и вместе 
с ними направленные на усиление режущей функции продольных лезвий задней части зубных рядов.

Ключевые слова: Hapalodectes, мезонихии, поздний палеоцен, Монголия, череп, верхние моляры, 
эволюция
DOI: 10.31857/S2686738924060011

11Палеоцен-эоценовый род Hapalodectes, объеди-
няющий специализированных мелких мезонихий, 
представлен девятью видами [1]. Среднепалеоце-
новый H. lopatini Solé et al., 2017 (ноншаний, ин-
тервал-зона Bothriostylops) и позднепалеоценовый 
H. paleocenus Beard et al., 2010 (гашатий) из Китая 
известны по нижнечелюстным фрагментам [2, 3]. 
Позднепалеоценовый H. dux Lopatin, 2001 из Мон-
голии (гашатий) описан на  основании нижней 
челюсти [4, 5]. Материалы по позднепалеоцено-
вому H. paradux Lopatin, 2023 из Монголии (га-
шатий) и  раннеэоценовому H. anthracinus Zhou 
et Gingerich, 1991 из Северной Америки (США, 
уосач, зона Wa-1) включают только фрагментар-
ные нижнечелюстные остатки [1, 6, 7]. Черепные 
и  верхнечелюстные остатки (помимо нижнече-
люстных) известны для раннеэоценовых (бум-
банских) H. hetangensis Ting et Li, 1987 (интервал-
зона Orientolophus) и H. huanghaiensis Tong et Wang, 
2006 (интервал-зона Homogalax), среднеэоценово-
го (ирдынмангского) H. serus Matthew et Granger, 
1925 из Китая и раннеэоценового H. leptognathus 

1Палеонтологический институт им. А.А. Борисяка 
Российской академии наук, Москва, Россия
*e-mail: alopat@paleo.ru

(Osborn et Wortman, 1892) из Северной Америки 
(уосач, зоны Wa-4–Wa-7) [8–13].

Ниже приведено описание уникальной на-
ходки неполного черепа Hapalodectes в палеоцене 
Бугин-Цавской впадины на юге Монголии (сборы 
Южно-Гобийского отряда Совместной советско-
монгольской палеонтологической экспедиции под 
руководством В.Ю. Решетова, 1979 г.). На ориги-
нальной этикетке указано местонахождение Хай-
чин-Ула II (свита наран-булак). Это известное 
палеогеновое местонахождение (см. [14]) распо-
ложено в 8 км  юго-восточнее горы Хайчин-Ула 
(приблизительно 44° с.ш., 100° в.д.). Cвита наран-
булак в  местонахождении Хайчин-Ула II  пред-
ставлена пачкой наран (верхний палеоцен, гаша-
тий) [14]. В Бугин-Цавской впадине самые полные 
и наиболее хорошо охарактеризованные ископае-
мыми остатками отложения этой пачки выявлены 
в местонахождении Хайчин-Ула I [14, 15]. Также 
данные отложения выделяются в пачку бугин, ко-
торая по остаткам млекопитающих коррелируется 
с  пачкой наран свиты наран-булак Нэмэгэтин-
ской впадины [15]. Описанный из этих отложений 
миксодонт Khaychina elongata Dashzeveg et Russell, 
1988 [15] синонимизирован с Eomylus zhigdenensis 
Dashzeveg et  Russell, 1988, который известен 
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из пачек жигден и наран свиты наран-булак Нэмэ-
гэтинской впадины [16].

Это первая находка черепа палеоценового 
представителя гапалодектид. На основании соот-
ветствия размеров, окклюзии и  эволюционного 
уровня строения щечных зубов описанный ниже 
экземпляр отнесен к виду Hapalodectes dux, который 
ранее был известен из пачки жигден (подстилаю-
щей пачку наран) свиты наран-булак местонахож-
дения Цаган-Хушу в Нэмэгэтинской впадине толь-
ко по голотипу – нижней челюсти с двумя рядами 
зубов [4, 5]. Комплексы гашатских млекопитающих 
пачек жигден и наран близки по таксономическому 
составу и возрасту [14], поэтому присутствие H. dux 
в обеих этих ассоциациях вполне закономерно.

Образец был заключен в  плотный матрикс 
из глинистого алевролита с карбонатным цементом, 
участками сильно кальцитизированного; в течение 
длительного времени он препарировался мной ме-
ханически и химически (9% раствором уксусной 
кислоты). При препарировании было отмечено, что 
большая часть повреждений и утрат разных частей 
черепа произошла еще до (или во время) захороне-
ния образца (так как некоторые очищенные участки 
оказались разрушенными).

Изученный образец хранится в Палеонтологи-
ческом институте им. А.А. Борисяка РАН (ПИН) 
в Москве. Измерения приведены в мм, сделаны 
с помощью цифрового штангенциркуля с точно-
стью 0.01 мм и окуляр-микрометра стереомикро-
скопа Leica MZ6 с точностью 0.05 мм. Изображе-
ния получены при помощи цифрового фотоаппара-
та Nikon D800 с объективом AF-S Micro NIKKOR 
60mm f/2.8G ED и рентгеновского микротомогра-
фа Neoscan N80 в ПИН. Параметры сканирования: 
101 кВ, 159 мкА, размер пикселя 20 мкм, поворот 
на 360° с шагом 0.2°, фильтр Cu 0.5 мм. Рентгено-
графические изображения обработаны с исполь-
зованием программного обеспечения Neoscan, 
3D-модель визуализирована с  помощью CTvox 
(Bruker microCT).

Отряд Mesonychia Matthew, 1937
Семейство Hapalodectidae Szalay et Gould, 1966

Род Hapalodectes Matthew, 1909
Hapalodectes dux Lopatin, 2001

Hapalodectes dux: [4], с. 91, рис. 1, 2; [5], с. 475, 
рис. 1–4; [1], с. 524, рис. 3а, 4а.

Г о л о т и п  – ПИН, № 3104/371, нижняя челюсть 
с  полными зубными рядами; Монголия, Южная 
Гоби, Нэмэгэтинская впадина, Цаган-Хушу; верх-
ний палеоцен, свита наран-булак, пачка жигден.

О п и с а н и е  (рис. 1–4). Размеры средние для 
рода. Лицевая часть черепа (экз. ПИН, № 3404/2) 
узкая и длинная. Профиль лицевой части черепа 
почти прямой, слегка вогнутый в предглазничной 
области и немного выпуклый над задней частью 
глазниц.

Рострум тонкий, довольно высокий, у  конца 
плавно загнутый. Носовые кости очень узкие, длин-
ные, расширяющиеся кзади, латерально широко 
контактируют с верхнечелюстными костями (рис. 1). 
В передней части рострума мелкая предчелюстная 
кость, узким дистальным концом вклиниваясь 
между носовой и верхнечелюстной костями, про-
тягивается назад до уровня заднего основания ко-
ронки С1. Верхнечелюстная кость высокая в лице-
вом отделе. Крупное дорсовентрально вытянутое 
подглазничное отверстие открывается на уровне 
P3. Вентральный край подглазничного отверстия 
расположен очень низко и  сильно приближен 
к альвеолярному краю верхней челюсти. У входа 
в подглазничный канал имеется обширная лате-
ральная впадина. Глазница спереди четко обо-
значена резким полукруглым гребнем. Передний 
край глазницы располагается над задней частью 
M1. Передние корни скуловых дуг массивные, 
сильно расставленные. Дорсальная часть корня 
скуловой дуги сформирована лицевым выростом 
скуловой кости, вентральная – верхнечелюстной 
костью (рис. 2а, 2б).

В крыше черепа лобные кости прямоугольные, 
относительно длинные и узкие. Шов между носо-
выми и лобными костями относительно длинный, 
W-образный. Боковые расширения лобных костей 
формируют надглазничные гребни, представляю
щие собой нависающие края крыши глазниц. 
Сильнее всего выступают постеролатеральные ча-
сти лобных костей, образующие мощные заглаз-
ничные отростки, которые имеют прямой резкий 
задний край, перпендикулярный сагиттальной оси 
черепа. На латеральной стороне сохранившегося 
левого заглазничного отростка находится вытя-
нутая площадка для прикрепления костной пере-
мычки (сформированной верхним выростом ску-
ловой кости), замыкающей глазницу сзади (сама 
перемычка утрачена, см. [11]). В передней части 
дорсальной порции лобной кости имеется крупное 
продольно вытянутое надглазничное отверстие. 
Непосредственно под заглазничным отростком, 
в  верхней части медиальной стенки глазницы 
открывается заднее (выходное) надглазничное 
отверстие. Соответственно, довольно длинный 
надглазничный канал проходит внутри кости посте-
ровентролатерально (прослеживается на томографи-
ческих срезах). Заглазничное сужение у заднего края 
лобных костей хорошо выражено. Сагиттальный гре-
бень умеренно развитый.

Лицевая порция слезной кости относитель-
но обширная; она отнюдь не ограничивается уз-
ким гребнем в антеродорсальном углу глазницы 
(см. [11, 12]), но формирует здесь широкую пред-
глазничную площадку, имеющую узкий контакт 
с  лобной костью дорсально и  широкий контакт 
с верхнечелюстной костью спереди и скуловой ко-
стью вентролатерально (рис. 1, 2).
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Внутри глазницы слезная кость формирует 
ее переднюю стенку над задним отверстием под-
глазничного канала. Умеренно крупное слезное 
отверстие расположено в средней части передней 
стенки глазницы. Заднее отверстие подглазнично-
го канала крупное, округлое; расположено в месте 
контакта слезной и верхнечелюстной костей. Ску-
ловая кость образует антеродорсальную часть ла-
теральной стенки глазницы. Передняя часть дна 
глазницы и антеровентральная часть ее латераль-
ной стенки сформированы глазничной порцией 
верхнечелюстной кости. Позади заднего отвер-
стия подглазничного канала дно глазницы пробо-
дено довольно крупным отверстием, связанным 
с альвеолой лингвального корня M2. Медиальная 
стенка глазницы образована глазничными выро-
стами лобной, верхнечелюстной и небной костей 
и глазнично-клиновидной костью (от последней 

сохранился передний конец, примыкающий 
к клино-небному отверстию). Клино-небное от-
верстие крупное, овальное, вытянуто продольно, 
расположено в базальной части медиальной стен-
ки глазницы, в месте соединения верхнечелюст-
ной, небной и  глазнично-клиновидной костей. 
Непосредственно вентральнее, в  дне глазницы 
находится дорсальное небное отверстие, локали-
зованное в пределах небной кости. Задняя часть 
медиальной стенки глазницы деформирована 
и фрагментирована.

Костное небо длинное, узкое. Дистальнее P3 
небо резко расширяется в  заднем направлении, 
достигая наибольшей ширины на уровне M2, у пе-
редних корней скуловых дуг (рис. 3). Небные ко-
сти протягиваются вперед до уровня промежутка 
между P4 и M1. Передние небные отверстия на-
ходятся на уровне протокона M1, задние небные 

(а)
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pmx
mx fio
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jug

pal ppo

parfrfso

I3

C1

(б)

Рис. 1. Hapalodectes dux Lopatin, 2001, экз. ПИН, № 3404/2, неполный череп с дорсальной стороны: а – фотография; 
б – прорисовка по трехмерной компьютерной модели; Монголия, Хайчин-Ула II; верхний палеоцен, свита наран-
булак, пачка наран. Обозначения: C1 – верхний клык; fio – подглазничное отверстие; fr – лобные кости; fso – над-
глазничное отверстие; I3 – третий верхний резец; jug – скуловая кость; lac – слезная кость; mx – верхнечелюстные 
кости; nas – носовые кости; pal – небные кости; par – теменные кости; pmx – предчелюстные кости; ppо – заглаз-
ничный отросток лобной кости.
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отверстия расположены на уровне задней части M3. 
Дополнительные отверстия находятся на уровне  
метакона M2 и  паракона M3. Позади заднего 
небного отверстия имеются еще два небольших 

отверстия, лежащих латеральнее хоанальной вы-
резки. Хоанальная вырезка в форме прямоугольной 
арки, ее передний край располагается немного дис-
тальнее уровня задних небных отверстий. Занебный 

(а)
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fr
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Рис. 2. Hapalodectes dux Lopatin, 2001, экз. ПИН, № 3404/2, неполный череп с  левой латеральной стороны 
(а, б – с вентральным наклоном): а – фотография; б – прорисовка по трехмерной компьютерной модели; в – рент-
генограмма ростральной части черепа; Монголия, Хайчин-Ула II; верхний палеоцен, свита наран-булак, пачка на-
ран. Обозначения: fiop – заднее отверстие подглазничного канала; fl – слезное отверстие; fpd – дорсальное небное 
отверстие; fs – клино-небное отверстие; fsop – заднее надглазничное отверстие; M1–M2 – верхние моляры M1 и M2; 
os – глазнично-клиновидная кость; P1–P4 – верхние премоляры P1–P4. Прочие обозначения см. рис. 1.
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валик выражен легким возвышением вдоль перед-
него края хоанальной вырезки. Занебная ость 
не развита.

Теменные кости дорсально узкие, латерально 
высокие. Большая часть мозговой коробки и ос-
нование черепа утрачены.

В левом верхнем зубном ряду сохранились не-
большие обломки корней и альвеол резцов I1–I3, 
клык C1 без вершины, в разной степени повреж-
денные премоляры P1–P4 и моляры M1–M3, в пра-
вом  – разрушенные P1–P3 и  фрагменты корней 
P4 и M1. Фрагменты мелких I1, I2 и I3 (лингваль-
ные стенки альвеол I1–I2, фрагмент I3 в альвеоле) 
свидетельствуют о плотном расположении резцов 
на конце ростра. Альвеола I3 значительно удалена 
от С1. P1 отделен от С1 длинной заклыковой диасте-
мой. Межзубные промежутки P1/P2 и P2/P3 очень 
крупные, промежутки между лабиальными долями 

задних щечных зубов (P3/P4, P4/M1, M1/M2 и M2/M3) 
небольшие, но отчетливые (коронки не соприкаса-
ются). Между лингвальными выступами P4–M3 
на поверхности верхнечелюстной кости имеются 
сильно васкуляризованные крупные ямки.

C1 крупный, поперечно уплощенный, овальный 
в поперечном сечении, слегка изогнутый, со сла-
бым ребром на задней стороне коронки. Корень C1 
длинный, его верхушка в  альвеоле приближена 
к  дорсальной стенке рострума. Корневой канал 
крупный и широкий (рис. 2в).

P1 мелкий, однокорневой, его коронка сильно 
уплощена поперечно и имеет шпателевидную форму 
(вид сбоку).

P2 и P3 двухкорневые. P2 приблизительно в пол-
тора раза длиннее P1. P3 по  длине существенно 
превосходит P2, но  уступает P4. На  P2 отсутствует  
дополнительный задний бугорок. P3  с  немного 
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Рис. 3. Hapalodectes dux Lopatin, 2001, экз. ПИН, № 3404/2, неполный череп с вентральной стороны: а – фотография; 
б – прорисовка по трехмерной компьютерной модели; Монголия, Хайчин-Ула II; верхний палеоцен, свита наран-
булак, пачка наран. Обозначения: fpa – переднее небное отверстие; fpp – заднее небное отверстие; M3 – последний 
верхний моляр M3. Прочие обозначения см. рис. 1, 2.
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Рис. 4. Hapalodectes dux Lopatin, 2001: а, б – экз. ПИН, № 3404/2, неполный череп: а – с левой латеральной стороны; 
б – область левых P3–M3 с окклюзиальной стороны; Монголия, Хайчин-Ула II; верхний палеоцен, свита наран-
булак, пачка наран; в, г – голотип ПИН, № 3104/371, нижняя челюсть; в – с левой латеральной стороны, г – область 
правых P4–M3 с окклюзиальной стороны; Монголия, Цаган-Хушу; верхний палеоцен, свита наран-булак, пачка 
жигден; д – схема строения P4–M3; е – схема строения P4–M3; ж – схема окклюзии P4–M3 и P4–M3. Обозначения: 
ccr – центрокриста; ecd – энтоконид; hc – гипокон; hcd – гипоконид; hcld – гипоконулид; mc – метакон; mcd – ме-
таконид; mcl – метаконуль; mcr – метакриста; mst – метастиль; pc – паракон; pcd – параконид; pcl – параконуль; 
pcr – паракриста; post – постпротокристид; prc – протокон; prcd – протоконид; prcrd – протокристид; pre – 
препротокристид; pst – парастиль; tcr – гребень талонида.



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 519 2024

	 ЧЕРЕП HAPALODECTES (HAPALODECTIDAE, MESONYCHIA)... � 11

расширенной задней долей, на которой имеется 
мелкий, но отчетливый дополнительный задний 
бугорок.

P4–M3 трехкорневые, с коронками T-образной 
формы (вид с окклюзиальной стороны). По длине 
P4 ≈ M2 > М1 > М3, по ширине M2 > М1 > P4 > М3 
(рис. 3, 4а, 4б).

P4 – крупный субмоляриформный зуб со срав-
нительно небольшим лингвальным выступом, раз-
витым заметно слабее, чем на M1 и M2. Отношение 
длины к ширине коронки составляет около 131%. 
Лабиальная доля удлиненная и сжатая поперечно. 
Лингвальный выступ заметно скошен постеролинг-
вально, по  длине составляет 38% от  лабиальной 
доли, а по ширине – около 47% от общей ширины 
коронки. Передняя и задняя стороны лингвального 
выступа слегка вогнутые. Протокон относительно 
крупный, округлый, тупой, расположен напротив 
средней части лабиальной доли. Гипокон мелкий, 
продольно сжатый, находится постеролабиальнее 
протокона и отделен от него небольшой складкой; 
он втрое уступает протокону по массивности, имеет 
заостренную вершину и гребневидно вытянут лаби-
ально. Небольшая фасетка стирания имеется вблизи 
апикальной части лингвального склона протокона.

M1 с длинной лабиальной долей и относитель-
но крупным лингвальным выступом, заметно бо-
лее длинным и широким, чем у P4. Длина и ширина 
зуба примерно равные. Лабиальная сторона почти 
прямая, с небольшой впадиной на уровне вырезки 
между параконом и метаконом. Лабиальная доля 
образована парастилем, параконом, метаконом 
и  метастилем, расположенными друг за  другом 
и образующими единый продольный ряд, парал-
лельный краю верхнечелюстной кости. Парастиль 
и метастиль мелкие и слабо выступающие, имеют 
базальное положение. Паракон несколько выше 
и  массивнее метакона; эти туповершинные бу-
горки сдвоены в основании и заметно наклонены 
назад. Паракриста короткая, массивная. Вырезка 
между параконом и метаконом неглубокая, гребни 
центрокристы слабо выражены. Метакриста корот-
кая, но резкая. Передний цингулюм лингвального 
выступа тонкий, с мелким цингулярным бугорком 
мезиальнее вершины протокона. Лабиальный цин-
гулюм очень слабый, едва намеченный. Лингваль-
ный выступ слегка скошен антеролингвально, 
имеет отчетливый продольный пережим посере-
дине. По  длине лингвальный выступ составля-
ет 57% от лабиальной доли, а по ширине – около 
55% от общей ширины коронки. Протокон распо-
ложен напротив паракона, гипокон находится по-
зади протокона и отделен от него широкой складкой. 
Протокон крупный, высокий, с заостренной кони-
ческой вершиной и короткой препротокристой, ла-
биально переходящий в небольшой гребневидный 
параконуль. Гипокон относительно мелкий и низ-
кий. Между основаниями метакона и  гипокона 

у заднего края окклюзиальной поверхности распо-
ложен довольно крупный уплощенный метаконуль 
округло-треугольной формы. Паракриста, паракон 
и метакон отчетливо стерты. Маленькая апикаль-
ная фасетка стирания имеется на протоконе.

На M2 лингвальный выступ сильно развит, от-
ношение длины к  ширине коронки около 95%. 
Слитые в  основании паракон и  метакон сильно 
сжаты поперечно. Судя по сохранившейся части 
лабиальной доли, метакон несколько уступает 
по величине паракону. Парастиль и метастиль хо-
рошо развитые, сильно выступающие и припод-
нятые. Лингвальный выступ немного скошен анте-
ролингвально, по длине составляет около половины 
от лабиальной доли, а по ширине – около 60% от об-
щей ширины коронки. Бассейн тригона обширный, 
но слабо углубленный. Протокон крупный, мас-
сивный, с отчетливой вершиной, но без гребней. 
Имеется поперечно вытянутый крупный бугорок 
параконуля, расположенный антеролабиальнее 
вершины протокона. Метаконуль выражен не-
большим возвышением у лингвального основания 
метакона. Гипокон крупный, широкий, но низкий, 
с плохо обособленной вершиной, отделен от про-
токона небольшой складкой. Фасетки стирания 
протокона и параконуля апикальные.

M3 намного меньше M1 и особенно M2. Срав-
нительно небольшой лингвальный выступ сильно 
скошен постеролингвально и смещен дистально. 
Отношение длины к ширине коронки составляет 
около 120%. Крупная парастилярная доля сильно 
выступает вперед. Вершина парастиля расположе-
на в антеролингвальном углу парастилярной доли. 
Паракон несколько крупнее метакона. Паракриста 
хорошо развита. Лингвальный выступ по длине со-
ставляет приблизительно треть от лабиальной доли, 
а  по ширине  – около половины общей шири-
ны коронки. Бассейн тригона не выражен, ок-
клюзиальная поверхность центральной части 
лингвального выступа почти плоская. Протокон 
и гипокон очень маленькие, лишенные гребней, 
расположены у лингвального края окклюзиаль-
ной поверхности и  тесно сближены. Немного 
антеролабиальнее протокона у  переднего края 
лингвального выступа находится гребневидный 
рудиментарный параконуль. У лингвального ос-
нования метакона располагается поперечно вытя-
нутый метаконуль субтреугольной формы; по раз-
мерам он превосходит гипокон и приблизительно 
равен протокону. Основания гипокона и метако-
нуля соединены тонким краевым гребнем, тяну-
щимся по заднему краю лингвального выступа.

Корни верхних щечных зубов длинные и мощ-
ные. Корень P1 сильно отклонен назад (рис. 2в). 
Корни P2 и  P3 широко расставленные, расходя-
щиеся (особенно сильно расставлены корни P3, 
поскольку между ними толщина верхнечелюст-
ной кости уменьшена из-за наличия латеральной 
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впадины перед подглазничным отверстием). 
Лабиальные корни P4 широко расставленные, 
но субпараллельные. Лабиальные корни M1 и M2 
сближенные, субвертикальные. Корни M3 сравни-
тельно короткие, широко расставленные. Узкие 
корневые каналы и крупные пульпарные полости 
щечных зубов заполнены кальцитом и благодаря 
этому контрастны на рентгеновских и томографи-
ческих изображениях (рис. 2в).

Подробное описание нижней челюсти и ниж-
них зубов (голотип) дано ранее [4]; аномальный 
инвертированный импактный P3, находящийся 
внутри правой нижнечелюстной кости, охаракте-
ризован отдельно [5].

Нижние резцы мелкие, долотовидные, 
I2 > I1 ≈ I3. Клык C1 и премоляры P1–P3 разделе-
ны между собой промежутками. C1 очень длинный, 
изогнутый, немного уплощенный поперечно, тон-
кий у вершины, со слабым задним ребром. Высота 
C1 над основанием (лабиальная длина по прямой) 
в 1.5–1.8 раза превышает высоту горизонтальной 
ветви нижней челюсти под P3–M3 (см. [4]). P1 мел-
кий, однокорневой, P2 и  P3 значительно более 
длинные и высокие, двухкорневые.

Последний премоляр P4 и  моляры M1–M3 
сомкнуты. По длине М2 ≈ М3 > P4 > M1. P4 суб-
моляриформный, с  зачаточным параконидом, 
отклоненным назад мощным протоконидом и уз-
ким талонидом с двумя бугорками (гипоконидом 
и  гипоконулидом) в  составе режущего гребня 
и рудиментарным энтоконидом. M1–M3 секто-
риальные, сжатые поперечно. Параконид вдвое 
ниже протоконида. Дополнительные передние 
бугорки (антеролабиальный и антеролингвальный) 
в основании параконида хорошо развиты. Прото-
конидно-метаконидная доля отделена от парако-
нида и талонида четкими вырезками. Протоконид 
крупный и высокий, с лабиальной стороны имеет 
характерные ланцетовидные очертания. Режущие 
лезвия протоконида (препротокристид и  пост-
протокристид) мощные, угол между ними близок 
к прямому (латеральный вид). Метаконид отчетли-
во выраженный, с хорошо обособленной вершиной. 
Постеролингвальная сторона протоконидно-мета-
конидной доли с заметной выемкой, выделяющей 
метаконид дистально. Вершины протоконида и ме-
таконида соединены удлиненным четким прото-
кристидом, слегка скошенным вперед. Угол между 
протокристидом и препротокристидом в горизон-
тальной плоскости (протокристидный угол) около 
75° на М1, 65° на М2 и 60° на М3. Талонид сравни-
тельно широкий, не уступает по ширине тригони-
ду (протоконидно-метаконидной доле). Мощный 
режущий гребень талонида заключает в своем со-
ставе гипоконид и редуцированный гипоконулид. 
Энтоконид рудиментарный, на M2–M3 имеет вид 
миниатюрного базального бугорка в постеролинг-
вальной части коронки, на  М1 выражен слабым 

утолщением, вытянутым вперед наподобие тонкого 
цингулида.

Промежутки между передними зубами вмещали 
коронки противоположных зубов при смыкании 
челюстей (рис. 4а, 4в). Крупные и глубокие васку-
ляризованные ямки в проемах между лингвальны-
ми выступами P4–M3 (рис. 4б) вмещали вершины 
самых высоких бугорков P4–M3 при полном за-
крывании рта (см. [8]). Вершина протоконида P4 
располагалась в ямке перед лингвальным высту-
пом P4, вершины протоконидно-метаконидных до-
лей M1–M3 помещались в соответствующие ямки 
в промежутках P4/M1, M1/M2 и M2/M3. Очевидно, 
при окклюзии между собой взаимодействовали 
(под определенными углами) следующие главные 
структурные элементы коронок задних щечных 
зубов (см. рис. 4ж): паракриста P4 – гребень про-
токонида P4; метакриста P4 – препротокристид 
M1; паракриста M1 – постпротокристид M1; ме-
такриста M1 – препротокристид M2; паракриста 
M2 – постпротокристид M2; метакриста M2 – пре-
протокристид M3; паракриста M3  – постпрото-
кристид M3; центрокриста P4 – гребень талонида 
P4 (M1/M1, M2/M2, M3/M3 соответственно); про-
токон P4 – лингвальная часть талонида P4 (M1/M1, 
M2/M2, M3/M3); гипокон P4 – параконид M1 (M1/M2, 
M2/M3). При этом следует полагать, что перед вхож-
дением вершин протоконидно-метаконидных долей 
нижних моляров в ямки между верхними молярами 
протокристид каждого из нижних моляров окклю-
дировал с  гребневидным параконулем соответ-
ствующего верхнего моляра (рис. 4ж).

Р а з м е р ы  в  мм. Экз. ПИН, № 3404/2: дли-
на верхних зубных рядов: C1–M3 – 33.5; P1–M3 – 
28.0; P2–M3 – 24.0; P3–M3 – 19.2; P4–M3 – 15.0; 
M1–M3  – 11.2; длина диастем (sin  – левая сто-
рона, dex  – правая сторона): I3/C1  – 2.0 (sin);  
C1/P1 – 2.2 (sin); P1/P2 – 1.9 (sin), 2.0 (dex); P2/P3 – 
1.5 (dex), 1.55 (sin); верхние зубы (L – наибольшая 
(лабиальная) длина, LL – лингвальная длина, W – 
наибольшая ширина, WLL – поперечная ширина 
лингвального выступа): I3 (sin): W – ок. 0.7 (фраг-
мент); C1 (sin): поперечники основания – 2.4 × 2.0; 
P1 (sin): L – 2.15; W – 1.0; P2 (sin): L – 3.3; W – 1.3; 
P2 (dex): L – 3.4; W – 1.2; P3 (sin): L – 4.0; W – 1.3; P3 
(dex): L – ок. 3.8; W – 1.3; P4 (sin): L – 4.2; W – ок. 
3.2; L/W – ок. 131%; LL – 1.6; WLL – 1.5; M1 (sin): 
L – 3.7; W – 3.8; L/W – 97.4%; LL – 2.1; WLL – 2.1; 
M2 (sin): L – 4.1; W – ок. 4.3; L/W – ок. 95%; LL – 
ок. 2.0; WLL – ок. 2.6; M3 (sin): L – ок. 3.2; W – 
ок. 2.7; L/W – ок. 118.5%; LL – 0.9; WLL – ок. 1.4; 
длина лицевой части черепа (до заднего края за-
глазничных отростков) – ок. 46.5; ширина ростру-
ма перед подглазничными отверстиями – ок. 12.0; 
высота на уровне заглазничных отростков – 17.0.

Голотип, длина нижних зубных рядов: I1–M3 – 
34.0; C1–M3 – 33.0; P4–M3 – 18.0; M1–M3 – 13.0; 
прочие размеры голотипа см. [1, 4].
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С р а в н е н и е . Hapalodectes dux существенно 
крупнее H. hetangensis и H. paradux, но значительно 
мельче H. lopatini, H. huanghaiensis, H. anthracinus, 
H. leptognathus и H. serus ([1], табл. 1). В строении 
черепа H. dux отличается от H. hetangensis прежде 
всего более обширной лицевой порцией слезной 
кости.

В строении верхних моляров H. dux отлича-
ется от  всех видов с  известными верхними зу-
бами (H. hetangensis, H. huanghaiensis, H. serus 
и  H.  leptognathus) наличием развитых конулей 
(у  H.  huanghaiensis присутствие рудиментарных 
конулей на M1 определяется мной по изображе-
нию ([13], табл. VII, фиг. 2), у других видов кону-
ли на всех верхних молярах отсутствуют). Верхние 
моляры у H. dux относительно более широкие, чем 
у H. serus и H. leptognathus, что выражается соот-
ношением длины и ширины коронок (см. табл. 1) 

и связано как с меньшей степенью поперечного 
сжатия паракона и метакона, так и с большей ши-
риной лингвального выступа. Кроме того, H. dux 
отличается от  H. hetangensis мелкими парасти-
лем и гипоконом M1 и наличием гипокона на M3; 
от H. serus – мелким парастилем, крупным метако-
ном и мелким гипоконом M1; от H. leptognathus – 
крупным метаконом M2 и  наличием гипокона 
на M3 (см. табл. 2).

H. dux отличается от H. lopatini, H. paleocenus, 
H. anthracinus, H. leptognathus и H. hetangensis при-
близительно равной длиной М2 и М3 (у первых 
четырех М3 сильно увеличен, а  у последнего  – 
несколько уменьшен). В  строении нижних мо-
ляров H. dux отличается от H. paradux лучше раз-
витым метаконидом и менее скошенным вперед 
протокристидом (у H. paradux протокристидный 
угол около 40° на М2 и 30° на М3), а также менее 

Таблица 1. Сравнение размеров P4–М3 Hapalodectes (L – длина, W – ширина, мм; L/W, %) 

Параметры H. dux H. hetangensis [11, 12] H. huanghaiensis [13] H. serus [2, 10] H. leptognathus [2, 8]
P4, L 4.2 3.4; 3.4 – – –
P4, W ~3.2 2.9; 3.0 – – –
P4, L/W ~131 113.3; 117.2 – – –
M1, L 3.7 3.2; 3.4 4.2 4.9* –
M1, W 3.8 3.2; 3.3 < 4.4 3.74* –
M1, L/W 97.4 96.7; 106.2 < 95.5 131 [2] –
M2, L 4.1 3.3; 3.5 4.6 – 5.7 [8]
M2, W ~4.3 3.5; 3.5 5.6 – 5.2 [8]
M2, L/W ~95 94.3; 100 82.1 – 110 [8]; 113 [2]
M3, L ~3.2 2.3; 2.3 < 4.6 – 4.8 [8]
M3, W ~2.7 1.6; 1.8 4.2 – 3.6 [8]
M3, L/W ~118.5 127.8; 143.7 < 109.5 – 133.3 [8]

*Рассчитано по изображению ([10], рис. 18).

Таблица 2. Сравнение строения верхних моляров Hapalodectes

Параметры H. dux H. hetangensis [11, 12] H. huanghaiensis [13] H. serus [10] H. leptognathus [10]
M1, парастиль Мелкий Крупный Мелкий Крупный –
M1, метакон Крупный Крупный Крупный Мелкий –
M1, параконуль Имеется Отсутствует Рудиментарный* Отсутствует –
M1, метаконуль Имеется Отсутствует Рудиментарный* Отсутствует –
M1, гипокон Мелкий Крупный Мелкий Крупный –
M2, метакон Крупный Крупный Крупный – Мелкий
M2, параконуль Имеется Отсутствует Отсутствует – Отсутствует
M2, метаконуль Имеется Отсутствует Отсутствует – Отсутствует
M2, гипокон Крупный Крупный Крупный – Крупный
M3, параконуль Рудиментарный Отсутствует Отсутствует – Отсутствует
M3, метаконуль Имеется Отсутствует Отсутствует – Отсутствует
M3, гипокон Мелкий Отсутствует Мелкий – Отсутствует

*Наличие рудиментарных конулей на M1 H. huanghaiensis определено по изображению ([13], табл. VII, фиг. 2).
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глубокой задней вырезкой и более широким та-
лонидом; от H. anthracinus и H. serus – наличием 
метаконида и  протокристида; от  H.  paleocenus 
и  H.  leptognathus  – лучше развитым метакони-
дом; от  H. huanghaiensis и  H. serus  – наличи-
ем энтоконида; от  H. hetangensis, H. anthracinus 
и  H.  leptognathus  – лучше развитым энтокони-
дом [1]. От H. lopatini отличается слабее отогнутым 
назад протоконидом P4 и большим превышением 
длины P4 над длиной M1. Наличие зачаточного 
параконида на  P4 отличает H. dux от  H.  lopatini 
и H. hetangensis.

З а м е ч а н и я . По длине зубных рядов и разме-
рам отдельных зубов описанный череп экз. ПИН, 
№ 3404/2 полностью соответствует нижней челюсти 
Hapalodectes dux (голотип ПИН, № 3104/371; рис. 4в); 
этот вид по известным параметрам намного круп-
нее одновозрастного H. paradux [1]. Наличие раз-
витых конулей (особенно хорошо выражены ме-
таконуль  M1, параконуль M2 и  метаконуль M3) 
определяет архаичное строение верхних моляров 
описанного черепа, что соотносится с относитель-
ной примитивностью строения нижних моляров 
H.   dux. Приведенные выше выводы о характере 
зубной окклюзии (рис. 4ж) подтверждают отнесе-
ние обоих охарактеризованных образцов к одному 
и тому же виду.

В строении лицевой части черепа H. dux де-
монстрирует признаки, общие с Mesonychidae – 
значительное участие слезной и скуловой костей 
в  формировании предглазничной области. Это 
уменьшает число отмеченных ранее (см. [11, 17]) 
краниологических различий между гапалодекти-
дами и  мезонихидами, усиливая доказательства 
их близкого филогенетического родства.

М а т е р и а л .  В дополнение к голотипу из Цаган-
Хушу, деформированный неполный череп с левы-
ми I3–M3 и правыми P1–P3 из местонахождения 
Хайчин-Ула II (экз. ПИН, № 3404/2).

Гапалодекты рассматриваются как мелкие хищ-
ники с массой тела от 200 до 1000–1500 г [1]. Оче-
видно, наличие длинных острых клыков и режущих 
моляров отражает гиперкарниворный (гиперплото-
ядный) образ жизни гапалодектид. В эволюции этой 
группы прослеживается постепенное прогрессивное 
развитие признаков, связанных с хищническими 
адаптациями зубной системы.

Реконструированное филогенетическое дре-
во Hapalodectes ([2], majority-rule consensus tree) 
мало учитывает строение верхних зубов, по-
скольку они известны лишь для нескольких ви-
дов  – H. hetangensis (DP3, DP4, C1–M3)  [11,  12], 
H. huanghaiensis (P2, P3, M1–M3) [13], H. leptognathus 
(M2–M3) [8, 10] и  H. serus (P4–M1)  [10], а  те-
перь еще и  для H. dux (C1–M3). С  учетом ба-
зального филогенетического положения H. dux 
[1–4] представляется возможным с  помощью 

сравнительного морфологического анализа 
(табл. 1,  2) оценить эволюционные изменения 
верхних зубов гапалодектов и использовать эти 
данные для уточнения представлений об эволю-
ционной истории рода.

Наличие хорошо развитых конулей на верхних 
молярах (впервые установленное для Hapalodec-
tidae) согласуется с  базальным эволюционным 
положением H. dux. У других видов четкие ко-
нули отсутствуют, лишь для M1 H. huanghaiensis 
можно предположить наличие рудиментар-
ных бугорков параконуля и  метаконуля ([13], 
табл. VII, фиг. 2). Таким образом, редукция ко-
нулей является отчетливой эволюционной тен-
денцией Hapalodectes.

На верхних молярах H. dux, H. huanghaiensis 
и H. hetangensis метакон не очень сильно уступает 
по величине паракону, тогда как у H. leptognathus 
и H. serus их разница в размерах хороша выражена. 
Очевидно, уменьшение метакона в процессе эво-
люции было связано с усилением режущей функ-
ции лабиальной доли верхних моляров, сопря-
женным с аналогичными изменениями нижних 
моляров (поперечное сжатие протоконида при 
редукции метаконида).

Другие отмеченные эволюционные тенден-
ции  – увеличение парастиля M1, расширение 
гипокона M1 и редукция гипокона M3. Важным 
эволюционным изменением в строении M1–M2 
является сокращение относительной ширины 
лингвального выступа, которое отражается уве-
личением значения отношения длины коронок 
к их ширине (для M1 от 95–97% у H. dux, H. huang-
haiensis и H. hetangensis до 131% у H. serus; для M2 
от 94–100% у H. dux и H. hetangensis до 110–113% 
у H. leptognathus). При этом противоположная тен-
денция (расширение лингвального выступа M2) 
отмечена у H. huanghaiensis.

Последовательность ветвления клад Hapalodectes 
можно представить следующим образом [1, 2]: 
(H.  lopatini + H. dux) ((H. hetangensis + H. huang-
haiensis) (H. paleocenus + H. paradux (H. leptognathus 
(H. anthracinus + H. serus)))). Вывод о базальном по-
ложении среднепалеоценового H. lopatini из Китая 
и позднепалеоценового H. dux из Монголии осно-
ван не только на их возрасте, но и на примитив-
ных признаках нижних моляров, включая хорошо 
обособленный метаконид, относительно крупные 
дополнительные передние бугорки и широкий та-
лонид с четкими бугорками гипоконида, гипоко-
нулида и энтоконида. Установленное в настоящем 
исследовании строение верхних моляров H. dux 
позволяет дополнить список примитивных при-
знаков рода Hapalodectes наличием конулей на M1 
и  M2, конулей и  гипокона на  M3, сравнительно 
широким лингвальным выступом M1–M2, относи-
тельно крупным метаконом M1–M2, мелкими па-
растилем и гипоконом M1.
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Среди эволюционно более продвинутых ви-
дов выделяются две основных клады. Первая 
из них содержит раннеэоценовых H. hetangensis 
и H. huanghaiensis, вторая включает позднепале-
оценовых H. paleocenus и H. paradux, раннеоэце-
новых H. anthracinus и H. leptognathus и среднеэо-
ценового H. serus. H. anthracinus и H. leptognathus 
обитали в Северной Америке, все другие виды – 
на востоке Азии.

H. hetangensis и H. huanghaiensis на верхних мо-
лярах утратили отчетливые конули, но сохрани-
ли широкий лингвальный выступ и относительно 
крупный метакон. У H. huanghaiensis остались ру-
диментарные конули на M1 и маленький гипокон 
на M3. Нижние моляры демонстрируют метаконид 
с хорошо обособленной вершиной, относительно 
крупные дополнительные передние бугорки и от-
четливые гипоконид и  гипоконулид. При этом 
энтоконид рудиментарный у H. hetangensis и от-
сутствует у H. huanghaiensis.

У древнейших представителей второй клады – 
H. paleocenus и H. paradux, а также у H. anthracinus, 
верхние зубы не известны. Для M2 H. leptognathus 
и M1 H. serus характерны крупные стили, мелкие 
метаконы, относительно узкие лингвальные вы-
ступы, крупные гипоконы и отсутствие конулей. 
Нижние моляры с  мелкими гребневидными до-
полнительными передними бугорками и сильно 
редуцированными метаконидом и  энтоконидом 
(вплоть до их полного отсутствия у H. serus).

Таким образом, эволюционные изменения 
в строении верхних моляров гапалодектов были 
четко скоррелированы с ранее установленными 
преобразованиями нижних моляров [1–4], на-
правленными на  усиление режущей функции 
продольных лезвий задней части зубных рядов. 
Эти изменения включали поперечное сжатие ко-
ронок, удлинение и усиление продольно ориен-
тированных режущих лезвий и редукцию второ-
степенных по величине морфологических струк-
тур, расположенных в области взаимодействия 
лезвий верхних и нижних зубов. Продольное удли- 
нение лезвий происходило в том числе путем увели-
чения угла между передними и задними режущими 
гребнями (паракристой и метакристой на верхних 
молярах, препротокристидом и постпротокристи-
дом на нижних молярах). Усиление режущих лезвий 
достигалось путем их консолидации за счет умень-
шения и поглощения бугорков, входящих в состав 
гребней (метакона на  лабиальной доле верхних 
моляров, гипоконида и гипоконулида на талониде 
нижних моляров). Структурами, редуцированными 
в ходе эволюции, были конули на верхних молярах, 
а также метаконид (вместе с протокристидом) и энто-
конид на нижних молярах.

В целом для Mesonychia характерно отсутствие 
конулей на  верхних молярах. Однако с  учетом 
сведений о наличии рудиментарных метаконулей 

у Mesonychidae [18–20] и новых данных по H. dux 
можно полагать, что утрата конулей в этих двух 
эволюционных линиях мезонихий происходила 
параллельно.
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THE SKULL OF HAPALODECTES (HAPALODECTIDAE, MESONYCHIA)  
FROM THE PALEOCENE OF MONGOLIA

Academician of the RAS A. V. Lopatin
Borissiak Paleontological Institute, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

e-mail: alopat@paleo.ru

The incomplete skull of Hapalodectes (Hapalodectidae, Mesonychia) is described from the Upper 
Paleocene Naran Member of the Naran Bulak Formation of the Khaychin-Ula 2 locality in the Bugin 
Tsav Basin in the south of Mongolia. This is the first discovery of the skull of a Paleocene member 
of the genus. The skull corresponds in size and dental occlusion to the species H. dux Lopatin, 2001, 
previously known only from a lower jaw from the Upper Paleocene Zhigden Member of the Naran Bulak 
Formation of the Tsagan-Khushu locality in the Nemegt Basin. In the structure of the facial part of the 
skull, H. dux exhibits features shared with Mesonychidae, namely the significant participation of the 
lacrimal and jugal in the preorbital region. The upper molars of H. dux were found to have distinct 
conules (a first for Hapalodectidae). The evolutionary changes in the structure of the upper molars 
of Hapalodectes (disappearance of the conules, decrease of the metacone, and narrowing of the lingual 
lobe) are determined. They were correlated with the transformations of the lower molars (reduction of the 
metaconid, protocristid, and entoconid, transverse compression of the trigonid and talonid) and together 
with them were aimed at enhancing the shearing action of the longitudinal blades of the posterior part 
of the dentitions.

Keywords: Hapalodectes, Mesonychia, Late Paleocene, Mongolia, skull, upper molars, evolution
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МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ В МИОКАРДЕ...  
И СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦАХ МЫШЕЙ C57BL/6  
ПОСЛЕ НЕКАРДИОЛОГИЧЕСКОЙ ОПЕРАЦИИ
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Определено, что около 10% пациентов, не имеющих сердечно-сосудистых заболеваний, перенеся некар-
диологическую хирургическую операцию (ХО), страдают от повреждения миокарда (ПМ) и имеют 10% 
риск смерти в течение 30 дней после ХО. Предоперационный стресс (ПС) повышает риск ПМ после ХО 
(ПМХО). Механизмы ПМХО недостаточно изучены. Последствием многих ХО является гиподинамия 
с развитием слабости и утомляемости. На сегодняшний день связь между ХО и изменениями морфофунк-
ционального состояния мышц в послеоперационном периоде изучена неудовлетворительно. В данном 
исследовании впервые обнаружено, что у мышей C57BL/6 метаболические и гормональные изменения, 
индуцируемые ПС+ХО, а также самой ХО, являются причинными факторами, лежащими в основе меха-
низмов ПМХО в послеоперационном периоде. Также впервые обнаружено, что даже невысокие значения 
триглицерид-глюкозного индекса могут указывать на ишемические/гипоксические повреждения мио-
карда и скелетных мышц. Необходимы дополнительные исследования, посвященные воздействию ПС и 
ХО на миокард и мышечную работоспособность, а также рискам и пользе периоперационного лечения.

Ключевые слова: мыши C57Black/6, хирургическая операция, наркоз, метаболические и гормональные 
изменения, ишемия миокарда и скелетной мышцы
DOI: 10.31857/S2686738924060025

ВВЕДЕНИЕ

11Во всем мире ежегодно проводится множество 
некардиальных операций, которые, как выясни-
лось, связаны с повышенной частотой неблаго-
приятных периоперационных сердечно-сосуди-
стых событий. После обширного исследования, 
выполненного в 2014 г. коллективом медицинских 
сотрудников Канады, США, Швейцарии и Вели-
кобритании, появился термин “myocardial injury 
after non-cardiac surgery (MINS)”, относящийся 
к  повреждению миокарда вследствие некарди-
альной операции [1]. Масштаб проблемы значи-
телен. Подсчитано, что из 200 миллионов паци-
ентов, ежегодно подвергающихся некардиальным 
операциям по всему миру, 8 миллионов страдают 

1 Научно-исследовательский институт морфологии 
человека имени академика А.П. Авцына Федерального 
государственного бюджетного научного учреждения 
“Российский научный центр хирургии  
имени академика Б.В. Петровскогo”, Москва, Россия
*e-mail: marivladiko@mail.ru

от MINS, и, вероятнее всего, 1 миллион взрослых 
умрет в течение 30 дней после операции [2]. Не-
сомненно, наличие сердечно-сосудистых заболе-
ваний (ССЗ) обусловливает значительное число 
смертей [3]. Тем не  менее проблема MINS ка-
сается и пациентов без ССЗ. Предполагаемыми 
механизмами повреждения миокарда в периопе-
рационном периоде являются: нарушение целост-
ности, или разрыв атеросклеротической бляшки, 
состояние гиперкоагуляции, повышение уровня 
катехоламинов, нарушение сердечного ритма, 
а также несоответствие потребности в кислоро-
де его поступлению в миокард [4]. В то же время 
каждый из указанных механизмов имеет как кли-
нические и экспериментальные подтверждения, 
так и опровержения.

В когортных рандомизированных исследова-
ниях установлено, что почти четверть пациен
тов, подвергавшихся внесердечным операциям, 
испытывали депрессию или тревогу перед опе-
рацией. Такие предоперационные эмоции яв-
ляются существенным предиктором увеличе-
ния длительности пребывания в клинике в связи 
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с послеоперационными осложнениями и несоиз-
меримо выраженными послеоперационными бо-
лями, обусловливающими повышение потребле-
ния транквилизаторов и анальгетиков, обладаю-
щих многочисленными негативными эффектами 
в  отношении миокарда. Оценка кардиального 
риска является краеугольным камнем рациональ-
ного периоперационного ведения пациентов при 
инвазивных хирургических вмешательствах [5]. 
Функциональным последствием многих разно-
видностей хирургических операций является ги-
подинамия с развитием слабости и утомляемости. 
По  поводу состояния скелетной мускулатуры 
мы можем заключить, что на сегодняшний день 
лишь в нескольких исследованиях изучалась связь 
между хирургическим вмешательством и измене-
ниями морфофункционального состояния мышц 
в послеоперационном периоде [6, 7].

Цель данного исследования – охарактеризовать 
в  послеоперационном периоде метаболическое 
состояние миокарда и скелетной мышцы лабора-
торных грызунов, подвергавшихся некардиологи-
ческой хирургической операции с применением 
ингаляционной анестезии и моделированием пред
операционного стресса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты выполнены в  осенне-зимний 
период на половозрелых генетически однородных 
самцах мышей C57BL/6 (n=40; питомник “Стол-
бовая”) с исходной массой тела 18–20 г. Животных 
содержали в стандартных условиях со свободным 
доступом к воде и стандартному полноценному су-
хому полнорационному гранулированному комби-
корму ПК-120 для лабораторных животных. Были 
сформированы 4 группы (по 10 особей в каждой). 
1-я группа – контрольная (К); 2-я – предопераци-
онный стресс + хирургическая операция (группа 
СХО) под ингаляционным наркозом (ИН, диэти-
ловый эфир); 3-я – хирургическая операция под 
ИН  без стресса (группа ХО); 4-я – воздействие 
только ИН (группа ИН).

Животных выводили из эксперимента путем де-
капитации под ИН на 15-й день после ХО, то есть 
на 25-й день от начала опыта (рис. 1). Сразу после 
этого производили забор необходимого для иссле-
дований материала.

Моделирование предоперационного стресса

Предоперационный стресс индуцировали, ис-
пользуя предаторный стресс (страх жертвы перед 
хищником), подвергая мышей воздействию за-
паха кошачьей мочи (10 мин) в  течение 10 сут. 
На 11-е сутки животным проводили хирургическую 
операцию, используя ИН.

Процедура хирургической операции

Мышь размещали на  спине, среднюю часть 
брюшка выбривали, с соблюдением правил асепти-
ки и антисептики, по белой линии живота наносили 
сквозной разрез брюшной стенки вплоть до брюши-
ны. Длина разреза 10±2 мм, контроль осуществлял-
ся с помощью электронного штангенциркуля. Рану 
послойно ушивали хирургической нитью (“Ультра-
сорб” USP 5-0, “Линтекс”) непрерывным обвивным 
швом, шов обрабатывали спреем “Террамицин” 
(Zoetis, IGS Aerosol GmbH). Через 15 сут шов уже 
не обнаруживался, брюшко зарастало шерстью.

Биохимический анализ

Животных выводили из  эксперимента путем 
декапитации под ИН, брали кровь из  шейных 
сосудов. В  сыворотке крови на  автоматическом 
биохимическом анализаторе Rendom Access A-25 
(BioSystems, Испания) определяли уровень глю-
козы и триглицеридов (ТГ) (BioSystems, Испания). 
Рассчитывали значения триглицерид-глюкозного 
индекса (ТГИ) по формуле: ТГИ=ln [триглицериды 
натощак × глюкоза натощак]/2 [8].

Рис. 1. Дизайн эксперимента.

Эксперементальные группы: 2‒4
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Иммуноферментный анализ (ИФА)

Используя иммуноферментные наборы, с по-
мощью микропланшетного иммуноферментного 
анализатора “ANTHOS 2010” (Австрия), в плазме 
крови определяли уровень кортикостерона c ис-
пользованием набора регентов “IBL” (Германия).

Гистологические исследования

Для морфофункционального анализа брали 
образцы скелетной мышцы (m. аcromiotrapezius) 
и миокарда левого желудочка, которые фиксиро-
вали в 10% нейтральном формалине, обезвоженные 
образцы заключали в гистомикс, изготавливали 
срезы толщиной 5 мкм. Для определения уровня  
гликогена использовали метод А.Л. Шабадаша 
с проведением контрольных опытов с амилазой. 
С целью выявления зон гипоксии в неокрашен-
ных срезах, применяли поляризационную микро-
скопию (поляризационные фильтры микроскопа 
“Axioplan 2 imaging”), кроме того, срезы окраши-
вали методом ГОФП по J.T. Lie. Окраска исходно 
разработана для выявления ишемических измене-
ний миокарда. Название метода окраски “ГОФП” 
произошло от первых букв используемых краси-
телей: гематоксилин, основной фуксин, пикрино-
вая кислота [9, 10]. На микрофотографиях срезов, 
полученных с  помощью микроскопа “Axioplan 
2 imaging”, проводили определение оптической 
плотности окраски, или аутофлуоресцентного 
свечения, используя компьютерную программу 
ImageJ (Fiji). Все изображения были получены 
при равных условиях, значения выражены в пик-
селях ImageJ. Измерение всех параметров произ-
водили слепым методом.

Статистический анализ

Статистический анализ полученных данных 
проводили в программе Statistica 8.0 (StatSoft, Inc.). 
Исследуемые группы сравнивали с использованием 
ANOVA, критерия Крускала–Уоллиса для множе-
ственных сравнений и U критерия Манна–Уитни 
для парных сравнений. Данные представлены в виде 
медианы (Ме), нижнего и верхнего квартиля (25%; 
75%). Статистически значимыми считали различия 
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Ни одно из применяемых в эксперименте воз-
действий не провоцировало изменения внешнего 
вида и различий массы тела мышей в какие-либо 
периоды эксперимента.

В конце эксперимента у  мышей групп СХО 
и  ХО наблюдалось снижение уровня глюкозы 

в  крови (рис. 2). Этот процесс сопровождался 
возрастанием содержания триглицеридов и, са-
мое важное, повышением триглицерид-глюкоз-
ного индекса (ТГИ, рис. 2). ТГИ был разработан 
в 2008 г., он  проявил себя как высокочувстви-
тельный (84.0%) и специфичный тест (45.0%) для 
определения инсулинорезистентности и выявле-
ния пациентов с высоким риском развития диа-
бета [8]. Достаточно скоро было установлено, что 
ТГИ может рассматриваться как доступный и на-
дежный показатель для определения лиц с высо-
ким риском развития ССЗ различного генеза [11]. 

Рис. 2. Показатели уровня глюкозы и триглицеридов 
в крови мышей C57BL/6 в послеоперационном пе-
риоде, значения триглицерид-глюкозного индекса.
К – контроль, СХО – группа стресс + хирургическая 
операция, ХО – хирургическая операция, ИН – инга-
ляционный наркоз, Гл – глюкоза, ТГ – триглицериды, 
И-ТГГл – триглицерид-глюкозный индекс.

K
0
1
2
3
4

м
м

ол
ь/

л 5
6
7

СХО

*

* *

*#

*#
*#

#&

#& #&

ХО ИН

Гл
ТГ
И‒ТГГл

(а) (б)

(в) (г)

2
2

1 1

50 µm 50 µm

50 µm 50 µm

Рис. 3. Миокард мышей C57BL/6 в послеоперацион-
ном периоде.
А – контроль, В – ингаляционный наркоз, С – стресс + 
хирургическая операция, D – хирургическая операция. 
Окраска гематоксилин и эозин, Ув. 400. 
Стрелками 1 указаны кровеносные сосуды со сладжи-
рованными эритроцитами, стрелками 2 – извитость 
кардиомиоцитов.
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В настоящее время ТГИ широко применяется как 
в клинической практике, так и в эксперименталь-
ных исследованиях [12]. 

В нашем эксперименте мыши получали обыч-
ный комбикорм, не вызывающий ожирения, ги-
пергликемии и  экспериментального диабета, 
в связи с этим, значения ТГИ были не столь ве-
лики, как при моделировании диабета [12]. Тем 
не  менее, мы  решили изучить морфофункцио-
нальное состояние миокарда и скелетной мыш-
цы (m. аcromiotrapezius) в  послеоперационном 
периоде.

При вскрытии животных макроскопических 
изменений сердца не выявлено. Оценивая струк-
туру миокарда на срезах, окрашенных гематокси-
лином и эозином, у мышей контрольной группы 
и группы, получавшей только ИН, было отмече-
но, что кардиомиоциты имели равномерную окра-
ску цитоплазмы и ядер, все структуры сохраняли 
характерное гистологическое строение (рис. 3А, 
В). Морфология миокарда животных обеих опе-
рированных групп, СХО и ХО, характеризовалась 
явлениями небольшой волнообразной деформа-
ции мышечных волокон, сладжирования эритро-
цитов в сосудах микроциркуляторного русла (рис. 
3С, D). Анализ структуры мышечных волокон, 
окрашенных гематоксилином и эозином не вы-
явил никаких особенностей ни у одной группы 
животных.

Однако с помощью поляризационной микро-
скопии в  миокарде и  скелетных мышцах были 
выявлены зоны аутофлуоресценции, идентифи-
цирующие участки ишемии у групп мышей СХО 
и ХО (рис. 4В, С, D, рис. 5В, С, D). Следует от-
метить, что даже у группы ИН в мышечных во-
локнах определялись единичные светящиеся 
зоны (рис. 4В, рис. 5В).

Измерение оптической плотности аутофлуо
ресценции и  окраски ГОФП позволило заре-
гистрировать статистически значимое отличие 
морфофункционального состояния миокарда 
и  скелетных мышц экспериментальных групп 
мышей от контроля (табл. 1).

Аутофлуоресценция поперечнополосатой му-
скулатуры – давно известное явление, по которо-
му судят о степени ишемического состояния, инду-
цирующего гипоксию. Одним из основных источ-
ников аутофлюоресценции являются нуклеотиды 
(пиридиновые и флавиновые), находящиеся в ци-
тозоле и митохондриях миоцитов [13]. Накопление 
никотинамидадениннуклеотида (НАДН) и нико-
тинамидадениннуклеотидфосфата (НАДФН) ини-
циирует перекисное окисление липидов, обуслов-
ливающее продукцию активных форм кислорода 
в миоцитах [14]. Следовательно, применение в на-
шем эксперименте поляризационной микроскопии 
позволило установить, что в послеоперационном 
периоде в скелетных мышцах и миокарде мышей 

возникает состояние ишемии/гипоксии, то есть 
нарушение тканевого и клеточного дыхания. До-
полнительным доказательством развития ишемии 
служила окраска гистологических срезов методом 
ГОФП, используемого для окрашивания в крас-
ный цвет фуксинофильного субстрата – участ-
ков повреждения миоцитов, или кардиомиоцитов 
(табл. 1) [9, 10].

Выявленные нами ишемия и  гипоксия в  ске-
летных мышцах и миокарде свидетельствуют о на-
рушении энергетического метаболизма, одним 
из важных компонентов которого является глюкоза. 

(а) (б)

(в) (г)

100 µm 100 µm

100 µm 100 µm

Рис. 4. Аутофлуоресценция кардиомиоцитов мышей 
C57BL/6 в послеоперационном периоде. 
Все обозначения те же, что и на рис. 2. Стрелками ука-
заны зоны ишемии.

(а) (б)

(в) (г)

100 µm 100 µm

100 µm 100 µm

Рис. 5. Аутофлуоресценция миоцитов мышей C57BL/6 
в послеоперационном периоде.
Все обозначения те же, что и на рис. 3. Стрелками ука-
заны зоны ишемии.
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На  рис.  2  мы  продемонстрировали небольшое, 
но статистически значимое снижение уровня глю-
козы. Проведенная нами ШИК реакция на выявле-
ние запасов гликогена, позволила зарегистрировать 
снижение уровня этого полисахарида в миокарде 
и мышце СХО и ХО групп на 26 и 20%, 20 и 16% 
соответственно (табл. 1). Ранее мы  указывали 
на сокращение ресурсов гликогена в печени при 
стрессе [15]. В связи с этим мы с большой долей 
уверенности можем считать, что в  послеопера-
ционном периоде миокард и скелетные мышцы 
мышей находились в состоянии дефицита энер-
гетических ресурсов в виде углеводов. Тем не ме-
нее хорошо известно, что мышечная система обо-
их органов способна адаптироваться и переходить 
на другие резервы. Одним из них являются тригли-
цериды, повышение содержания которых в крови 
мы зарегистрировали (рис. 2). Однако возрастание 
значений ТГИ свидетельствует о нарушении мета-
болизма изучаемых нами органов [11]. Кроме того, 
вероятно нарушается также механизм регуляции 
уровня глюкозы кортикостероном. Снижение содер-
жания глюкозы в крови является стрессом для орга-
низма, антистрессорная функция глюкокортикоидов 
заключается в повышении уровня этого углевода. 
Тем не менее этого не наблюдается в нашем экспе-
рименте ни при понижении уровня кортикостерона 
в крови (группа СХО, табл. 1), ни при возрастании 
содержания этого гормона (группа ХО, табл. 1).

Таким образом, в данном исследовании впер-
вые обнаружено, что метаболические и  гормо-
нальные изменения, индуцируемые предопера-
ционным стрессом, а также самой хирургической 
операцией, являются решающими причинны-
ми факторами, лежащими в  основе механизма 

повреждения миокарда и скелетных мышц у мы-
шей C57BL/6 в  послеоперационном периоде. 
Также впервые обнаружено, что даже невысокие 
значения триглицерид-глюкозного индекса могут 
указывать на  ишемические/гипоксические по-
вреждения миокарда и скелетных мышц. Пред
операционный стресс значительно ухудшал мор-
фофункциональное состояние исследуемых орга-
нов. Необходимы дополнительные исследования, 
посвященные воздействию предоперационного 
стресса и  некардиологической хирургической 
операции на миокард и мышечную работоспособ-
ность, а также рискам и пользе периоперационного 
лечения.
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Все экспериментальные процедуры проводили 
согласно требованиям и  международных прин-
ципов Хельсинкской декларации о  гуманном 
отношении к животным, используемых для экс-
периментальных и научных целей. Исследование 
одобрено Комитетом по биоэтике Научно-иссле-
довательского института морфологии человека 
имени академика А.П. Авцына Федерального го-
сударственного бюджетного научного учреждения 

Таблица 1. Показатели кортикостерона и оптической плотности окрашенных и неокрашенных (аутофлюоресценция) 
гистологических препаратов миокарда и скелетной мышцы мышей C57BL/6 в послеоперационном периоде

Показатели/Группы Органы Контроль СХО ХО ИН

ОП аутофлуо-ресценции
px

Миокард 24.1
(19.5; 29.3)

50.6*
(46.8; 54.5)

41.1*#

(36.5; 45.5)
29.5*#&

(23.3; 34.5)

Мышца 21.4
(18.3; 24.8)

46.2*
(40.3; 51.5)

39.8*#

(36.5; 43.3)
21.5#&

(17.1; 25.8)

ОП ГОФП
px

Миокард 90.1
(80.5; 100.2)

171.5*
(160.1; 183.8)

155.3*#

(143.8; 166.3)
103.6*#&

(93.3; 112.2)

Мышца 56.1
48.8; 62.5)

157.3*
(149.3; 166.1)

144.5*#

(141.5; 148.1)
53.2#&

(46.8; 59.1)

ОП ШИК
px

Миокард 230.3
(211.7; 244.1)

170.8*
(158.3; 183.1)

184.7*#

(168.3; 200.1)
229.9#&

(214.3; 247.8)

Мышца 193.5
(182.1; 205.3)

155.9*
(145.7; 164.8)

163.4*
(153.7; 172.5)

191.3#&

(170.1; 204.8)
Кортикостерон
пг/мл Кровь 62.3

(56.2; 67.1)
35.8 *

(30.7; 41.1)
80.6 *#

(74.8; 90.2)
64.6#&

(59.7; 68.3)

Примечание. СХО – группа стресс + хирургическая операция, ХО – хирургическая операция, ИН – ингаляционный нар-
коз, px – пиксели программы ImageJ. р˂0.05 по сравнению *с контролем, #с группой СХО, &с группой ХО (U критерий 
Манна–Уитни).
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METABOLIC CHANGES IN THE MYOCARDIUM  
AND SKELETAL MUSCLES OF C57BLACK/6 MICE AFTER  

NON-CARDIOLOGICAL SURGERY
M. V. Kondashevskaya*, K. A. Artemyeva , V. V. Aleksankina, K. A. Kasabov,  
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It has been determined that approximately 10% of patients without cardiovascular disease undergoing 
non-cardiac surgery (NS) suffer myocardial injury (MI) and have a 10% risk of death within 30 days 
after Sur. Preoperative stress (PS) increases the risk of MI after NS (MINS). The mechanisms 
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of MINS are not well understood. The consequence of many NS  is physical inactivity with the 
development of weakness and fatigue. To date, the relationship between NS and changes in  the 
morphofunctional state of muscles in the postoperative period has been poorly studied. This study 
reveals for the first time, that metabolic and hormonal changes induced by PS+NS, as well as NS 
itself and inhalational anesthesia in C57BL/6 mice, are causal factors underlying the mechanisms 
of MINS in the postoperative period. It was also discovered for the first time, that even low values ​​of 
the triglyceride-glucose index can indicate ischemic/hypoxic damage of the myocardium and skeletal 
muscles. Preoperative stress significantly impaired morphofunctional state of the studied organs. More 
research is needed on the effects of PS and NS on myocardium and muscle performance, as well as the 
risks and benefits of perioperative treatment.

Keywords: C57Black/6 mice, surgery, anesthesia, metabolic and hormonal changes, myocardial and skel-
etal muscle ischemia
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Проведен паразитологический анализ 29 образцов копролитов собак, грунта и навоза, полученных 
из культурного слоя городища Мангазея (66°42'с.ш., 82°16'в.д.), которое датируется 1601–1670-ми годами 
(конец позднего голоцена). В копролитах собак (Canis familiaris L., 1758) впервые на севере Западной 
Сибири обнаружены яйца нематоды Dioctophymе renale (Goeze, 1782), поражающей почки плотоядных. 
В настоящее время этот вид в составе гельминтофауны региона не отмечен. Гигантский свайник мог 
попасть в регион с собаками, которых привело русское население из европейской России в процессе 
освоения Сибири, однако, завоз гельминта не привел к формированию нового устойчивого природного 
очага диоктофимоза.

Ключевые слова: Западная Сибирь, голоцен, Средневековье, Canis familiaris, Dioctophymе renale, диок-
тофимоз, миграции, инвазия
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11Изучение ископаемых остатков гельминтов 
позволяет реконструировать историю форми-
рования их  современных ареалов [1–3]. Одним 
из механизмов их изменения являются миграции 
видов-хозяев, в том числе человека и сопутствую-
щих ему домашних животных, с которыми проис-
ходил перенос паразитов [3]. Поэтому культурные 
слои древних поселений человека служат одним 
из основных источников информации о гельминто-
фауне прошлого. Одной из таких миграций лю-
дей является освоение русскими Сибири в XVI–
XVII  веках. Начало массовых миграций, в  том 
числе возвратных (из Европейской части в Си-
бирь и обратно), приходится на начало XVII века 
и  во многом связано с  основанием в 1601 году 
на реке Таз города Мангазеи [4].

Задачей настоящей работы является описа-
ние находки яиц нематоды D. renale (Goeze, 1758) 
из культурного слоя городища Мангазея.

1 ФГБОУ ВО Пермский государственный  
аграрно-технологический университет, г. Пермь, Россия
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Уральского отделения РАН, г. Екатеринбург, Россия
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Городище Мангазея, оставшееся от города Ман-
газеи, расположено в  Красноселькупском райо-
не Ямало-Ненецкого автономного округа (ЯНАО) 
(66°42' с.ш., 82°16' в.д.). Оно находится в зоне лесо-
тундры и распространения многолетней (“вечной”) 
мерзлоты. Люди населяли город Мангазею с 1601 
по 1672 год, то есть в конце позднего голоцена. Рас-
капывалось городище в 2001–2004 годах [5]. Образ-
цы для исследования получены из культурного слоя 
городища. Всего исследовано 29 образцов, в т.ч. 
навоз домашних копытных (4 образца), копроли-
ты собак (24 образца) и грунт (1 образец). Средний 
вес образца составлял 2.85±1.82 г. Палеопаразито-
логический анализ выполняли по общепринятой 
методике [6].

При палеопаразитологическом анализе 29 образ-
цов в 26 пробах (89.66%) были обнаружены яйца 
различных гельминтов. Согласно морфологиче-
ским характеристикам среди обнаруженных па-
разитов установлены 2 вида трематод (Opisthorchis 
felineus  – 16.67% и  Echinohasmus perfoliatus  – 
45.83%), минимум 2 вида цестод (Diphyllobothrium 
latum – 83.33% и Taenia sp. – 8.33) и 5 – нематод 
(Trichuris sp. – 25.0%; Capillaria sp. – 12.50%; Tox-
ocara canis – 37.50%; Dioctophimе renale – 8.33% 
и Ascaris lumbricoides – 4.17%).
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Особенный интерес представляет собой обнару-
жение яиц гигантского свайника D. renale (Goeze, 
1782), которые отмечены в 2 копролитах собак. 
Данные яйца в количестве 5 имели длину 60–70 ми-
крометров, вытянутую форму, с двумя пробочками 
на противоположных полюсах. Оболочка толстая 
имеет характерную орнаментацию и коричневато-
желтый цвет (рис. 1). По морфологическим харак-
теристикам обнаруженные яйца полностью соот-
ветствуют описаниям современных яиц данного 
вида [7]. Количество яиц диоктофимы в пересчете 
на 1 г образца оказалось невелико – 0.08, что не-
достаточно для выполнения генетического анализа.

Диоктофимоз – это гельминтоз, поражающий 
почечные лоханки около 49 видов хищных млеко-
питающих, в основном псовых, но отмечен так-
же у куньих, кошачьих, тюленей, в редких случа-
ях поражает человека и домашнюю свинью. Яйца 
нематоды выделяются во внешнюю среду с мочой 
и фекалиями [8, 9], после чего они должны попасть 
в воду. Яйца с развившейся внутри личинкой про-
глатывают промежуточные хозяева – олигохеты, 
в основном Lumbriculus variegatus, в котором ли-
чинки развиваются до инвазионности [8]. Пара-
теническими хозяевами диоктофим могут служить 
рыбы, в том числе щука (Esox lucius L., 1758), язь 
(Leuciscus idus L., 1758), плотва (Rutilus rutilus L., 1758), 
окунь (Perca fluviatilis L., 1758), а также некоторые 
амфибии [8]. Хищники, как и человек, заражаются 
или через олигохет, или в результате поедания па-
ратенических хозяев. В организме дефинитивного 
хозяина личинки через брюшную полость мигри-
руют в почечную лоханку, где развиваются до по-
ловозрелого состояния [8].

Диоктофимоз считается редким гельминтозом, 
несмотря на то, что данная инвазия распростране-
на по всему миру. В России его очаги существуют 
в центральных и северных районах Восточно-Евро-
пейской равнины, в Сибири и на Дальнем Востоке. 
Самыми северными районами его распростране-
ния являются Ленинградская, Архангельская обла-
сти и Хабаровский край [8]. В Московской области 
природный очаг диоктофимоза насчитывает тысячи 
лет. Здесь яйца D. renale были найдены в копро-
литах собак из поселения позднего мезолита – 
раннего неолита (8000–7000 л.н.) [10]. В Ямало-
Ненецком автономном округе случаев диоктофи-
моза у людей [9, 11], диких псовых и оленегонных 
собак на зафиксировано [12, 13]. Таким образом, 
гельминт D. renale в составе современной гельмин-
тофауны ЯНАО не отмечен.

Находку яиц почечного гигантского свайника 
в культурном слое Мангазеи можно объяснить за-
возом его с собаками, так как основной поток ми-
грантов в Мангазею был из района Москвы и се-
верных регионов России [14], где были и суще-
ствуют природные очаги диоктофимоза. Из этих 
районов и  были завезены инвазированные 

собаки, в копролитах которых были найдены яйца 
гельминта.

Завоз гельминта в новый регион потенциально 
мог привести к образованию природного очага, для 
чего необходимо наличие окончательных и проме-
жуточных хозяев и большого количества водоемов 
[15]. Район нахождения Мангазеи в зоне лесотун-
дры соответствует этим условиям. Исследование 
костных остатков из раскопок Мангазеи показало, 
что ее население в значительных количествах вы-
лавливало, употребляло в пищу и кормило собак 
потенциальными паратеническими хозяевами – 
щукой, язем, окунем; добывало дефинитивных хо-
зяев – волка (Canis lupus L., 1758), лисицу (Vulpes 
vulpes L., 1758), песца (Vulpes lagopus L., 1758), росо-
маху (Gulo gulo L., 1758), соболя (Martes zibellina L., 
1758), выдру (Lutra lutra L., 1758) [16]. В настоящее 
время здесь обитают промежуточные хозяева  – 
более 6 видов олигохет, в  том числе Lumbriculus 
variegatus [17]; паратенические хозяева  – щука, 
язь, окунь, плотва и дефинитивные хозяева – волк, 
лисица, песец, росомаха, соболь, выдра, ласка 
(Mustela nivalis L., 1758), домашняя собака [16].

Таким образом, в бассейне реки Таз и конкрет-
но в районе Мангазеи имелись предпосылки для 
формирования и существования природного очага 
диоктофимоза в результате инвазии гельминта с со-
баками из Восточной Европы. Но очаг не сформи-
ровался. Одной из причин этого может являться 
термический режим водоемов региона. Развитие 
личинки в  яйце при температуре 15°С занимает 
70–83 дня [18]. В регионе водоемы покрыты льдом 
в среднем 230–240 дней в году, средняя температура 
воды в них – ниже 10°С [19]. В этих условиях ли-
чинки не могли нормально развиваться.

Помимо этого, сыграло роль и небольшое ко-
личество инвазионного материала – малочислен-
ность яиц D. renale, попавших в культурный слой. 

10 µm

Рис. 1. Яйцо D. renale из копролита собаки. Мангазея. 
Увел. х400.
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Это подтверждает тот факт, что при проведении 
предыдущего гельминтологического анализа 55 об-
разцов грунта и копролитов из культурного слоя 
Мангазеи, D. renale не найдена [20].

При исследовании копролитов собак из куль-
турного слоя древнейшего русского города на се-
вере Сибири – Мангазеи на реке Таз (ЯНАО), об-
наружены яйца почечной нематоды – гигантского 
свайника Dioctophymе renale (Goeze, 1782). Зара-
женных животных переселенцы привезли с собой 
из районов Москвы, Великого Новгорода, Устю-
га, для которых диоктофимоз является природно-
очаговым гельминтозом. В настоящее время этот 
паразит на территории ЯНАО не выявлен. В этом 
регионе есть все необходимые компоненты для 
формирования и функционирования природно-
го очага диктофимоза  – окончательные и  про-
межуточные хозяева и  достаточное количество 
водоемов. Несмотря на это, инвазия гельминта 
не привела к формированию нового устойчивого 
природного очага диоктофимоза по причине не-
благоприятных климатических условий и недо-
статочности инвазионного материала.
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A parasitological analysis was carried out on 29 samples of dog coprolites, soil and manure obtained from 
the cultural layer of the Mangazeya settlement (66°42'N, 82°16'E), which dates back to 1601–1670s (end 
of the late Holocene). For the first time in the north of Western Siberia, eggs of the nematode Dioctophyme 
renale (Goeze, 1782), which infects the kidneys of carnivores, were found in coprolites of dogs (Canis 
familiaris L., 1758). Currently, this species is not recorded in the helminth fauna of the region. The giant 
kidney worm could have entered the region with dogs brought by the Russian population from European 
Russia during the development of Siberia, however, the introduction of the helminth did not lead to the 
formation of a new stable natural focus of dioctophymiasis.

Keywords: Western Siberia, Holocene, Middle Ages, Canis familiaris, Dioctophyme renale, dioctophymi-
asis, migration, infection
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Из раннеплейстоценового местонахождения в пещере Таврида (возраст около 1.5–1.8 млн лет) в Крыму 
описаны фрагменты челюстей среднеразмерного представителя псовых, включенные в гиподигм вида 
Canis etruscus Forsyth Major, 1877, обычного хищника поздневиллафранкской фауны Средиземноморья. 
Из Северного Причерноморья этот вид описан впервые. Изученные находки подтверждают ранее 
высказанное предположение о периодическом использовании пещеры Таврида в качестве логова 
и убежища псовыми и другими крупными хищниками.

Ключевые слова: Canis etruscus, ранний плейстоцен, пещера Таврида, Крым, премоляры, моляры, 
эволюция
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11В пещере Таврида найдены многочислен-
ные остатки представителей Carnivora: Canidae, 
Ursidae, Felidae, Hyaenidae и Mustelidae [1–4]. Все 
находки соответствуют фауне позвоночных позд-
него виллафранка Западной Европы (псекупский 
фаунистический комплекс юга России, около 
1.8–1.5 млн л.н.) [1]. Изученные остатки Canidae 
были обнаружены в  южном коридоре пещеры, 
на  расстоянии до 200 м  от древнего природно-
го входа (который находился на склоне долины 
р. Фундукла). Через этот горизонтальный коридор 
древние хищники проникали в пещеру, которую 
они использовали как логово. Кости копытных, 
найденные в пещере, являются продуктом охоты 
этих животных [5].

Среди находок представителей Canidae в пеще-
ре наиболее часто встречаются кости волка средних 
размеров, который был мельче современного Canis 
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lupus Linnaeus, 1758. Появление рода Canis Linnaeus, 
1758 в Западной Европе долгое время считалось био-
хронологическим маркером начала позднего вил-
лафранка (около 2.0 млн л.н.) и было названо “wolf-
event” [6–8]. В дальнейшем было показано, что пер-
вое появление рода Canis в Европе имело место еще 
в среднем виллафранке, в фаунистическом комплек-
се Коста-Сан-Джакомо (около 2.2 млн л.н.); поэтому 
для маркировки начала позднего виллафранка было 
предложено использовать термин “Pachycrocuta-
event” [7]. Современные исследования указывают 
на диахронный характер расселения наиболее мас-
совых форм крупных млекопитающих при переходе 
от среднего к позднему виллафранку. Это привело 
к переоценке биохронологического значения собы-
тий, основанных только на одном таксоне, таких как 
“wolf-event” и “Pachycrocuta-event” [8].

Тем не  менее отказ от  термина “wolf-event” 
не отменил большого событийного значения адап-
тивной радиации Canis. Наиболее ярко увеличение 
видового разнообразия рода в Европе проявилось 
в калабрии (около 1.8–0.8 млн л.н.). Из этого ин-
тервала из разных местонахождений Европы опи-
саны следующие виды: Canis etruscus Forsyth Major, 
1877; C. arnensis Del Campana, 1913; C. mosbachen-
sis Soergel, 1925; C. senezensis Martin, 1973; С. apol-
loniensis Koufos et  Kostopoulos, 1997; C. accitanus 
Garrido et Arribas, 2008; C. borjgali Bartolini Lucenti 
et al., 2020; C. orcensis Martínez-Navarro et al., 2021. 
В последнее время C. senezensis и C. accitanus стали 
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рассматриваться как младшие субъективные си-
нонимы С. arnensis [9]. Диагноз С.  apolloniensis 
(Аполлония, Греция, конец позднего виллафранка 
или эпивиллафранк) сформулирован недостаточ-
но четко. Возможно, в этом таксоне объединены 
две формы рода Canis: более мелкий представи-
тель группы C. arnensis и более крупный С. ex gr. 
etruscus-mosbachensis. Так, по мнению Г. Куфоса 
[10] и нашим наблюдениям, верхние моляры более 
крупных экземпляров Canis из Аполлонии демон-
стрируют признаки, сходные с таковыми С. mos-
bachensis, но не С. etruscus. Учитывая результаты 
последних таксономических ревизий, в  данной 
работе мы приводим сравнение с широко распро-
страненными таксонами (C. etruscus, C. arnensis, 
C. mosbachensis). Особое внимание уделяется не-
давно описанным видам C. borjgali из  Дманиси 
(Грузия, 1.85–1.77 млн л.н.) и C. orcensis из Вен-
та-Мисены (Испания, 1.6–1.5 млн л.н.), которые 
мы считаем валидными на основании четко детер-
минированных видовых признаков.

Изученный материал из  пещеры Таври-
да хранится в  Палеонтологическом институте 
им. А.А. Борисяка РАН (ПИН), Москва, Россия. 
Он представлен двумя фрагментами верхнечелюст-
ных костей от двух взрослых особей (экз. ПИН, 

№№ 5644/347 и 348; сборы 2020 г., Южный ко-
ридор) и  неполной ветвью нижней челюсти 
с  m1 и  m2, затронутыми стиранием (экз. ПИН, 
№ 5644/349; сборы 2018 г., точка “Логово гиен”).

Для сравнения использованы материалы из ти-
повых серий Canis etruscus и C. arnensis из коллек-
ции Отделения геологии и палеонтологии Музея 
естественной истории Университета Флорен-
ции (IGF), Италия. Кроме того, исследованный 
материал сравнивался с  черепом C. etruscus экз. 
IGF 12334 (по слепку в коллекции Геологическо-
го института РАН, Москва, Россия). Этот обра-
зец был выделен Д. Торре в  качестве лектотипа 
C. etruscus ([11], табл. X, экз. MCM 47; в настоящее 
время экз. IGF 12334, см. [12], рис. 67B–E). Были 
проанализированы материалы из Унтермасфельда 
в Германии (Научно-исследовательская станция 
четвертичной палеонтологии (IQW), Веймар) [13], 
а также экземпляры C. borjgali из Дманиси в Грузии 
(Национальный музей Грузии (GNM), Тбилиси), 
лично изученные авторами (M.C. и Х.М.-М.).

Представители рода Canis имеют высокий уро-
вень морфометрической изменчивости (харак-
терно для видов с обширным ареалом). Поэтому 
в  исследовании были использованы принятые 
устойчивые одонтологические видовые признаки 

Рис. 1. Canis etruscus Forsyth Major, 1877: а, б – экз. ПИН, № 5644/347, правая верхнечелюстная кость с Р4–М1, аль-
веолами С1–Р3 и М2: а – с буккальной стороны; б – с окклюзиальной стороны; в, г – экз. ПИН, № 5644/348, правая 
верхнечелюстная кость с Р4 и М2, альвеолами С1–Р3 и М1: в – с буккальной стороны; г – с окклюзиальной сторо-
ны; Россия, Крым, пещера Таврида; нижний плейстоцен. Обозначения: 1 – подглазничное отверстие; 2 – альвеола 
каудального (четвертого) корня М2.

(а)

(б)

(в)

1

2

0 10 мм 0 10 мм

1

(г)
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C. etruscus [9, 11–17], дополненные нашими соб-
ственными наблюдениями.

Промеры выполнены по стандартным схемам 
и даны в мм. Обозначения: Hm1 – высота ветви 
нижней челюсти под m1; Hm1/m2 – высота ветви 
нижней челюсти между m1 и m2; Hp2/p3 – высота 
ветви нижней челюсти между p2 и p3; L – длина; 
Lmtst – длина метастилярной доли Р4; Lta – дли-
на талонида; Ltr – длина тригонида; W – ширина; 
Wра – ширина зуба в области паракона.

Фрагмент правой верхнечелюстной кости 
экз. ПИН, № 5644/347 (рис. 1а, 1б) содержит це-
лые Р4 и  М1, частично сохранившуюся альвео-
лу С1 и  альвеолы Р1–Р3 и  М2. Размеры: LP1–
M2 – 73.4; LP1–P4 – 55.8; LM1–M2 – 25.6. Фраг-
мент правой верхнечелюстной кости экз. ПИН, 
№ 5644/348 (рис. 1в, 1г) включает Р4, М2 и альвеолы 
Р1–Р3 и М1. Подглазничное отверстие расположе-
но над задним корнем Р3. Размеры: LP1–M2 – 77.3; 
LP1–P4 – 59.4; LM1–M2 – 24.5. Размеры верхних 
зубов приведены в табл. 1.

На экз. ПИН, №№ 5644/347 и 348 клык и пре-
моляры не разделены диастемами; диастема (L – 
3.0) имеется между Р1 и Р2 у экз. ПИН, № 5644/347. 
У С. arnensis диастемы между премолярами имеют-
ся всегда. У C. etruscus эти диастемы присутствуют 
у большинства экземпляров, у C. mosbachensis этот 
признак сильно варьирует. Оба Р4 имеют прямой 
буккальный край в окклюзиальной проекции. Пе-
редний край Р4 имеет слабо выраженную выемку 
между параконом и протоконом. Передние края 
протокона и паракона расположены на одной ли-
нии, как у C. arnensis и большинства экземпляров 
C. etruscus. Паракон массивный, он имеет хорошо 
выраженный мезиальный режущий гребень. Вы-
ступ протокона отчетливый и несет выраженный 
конус, в отличие от C. orcensis и C. lupus. Этот ко-
нический бугорок имеет два гребня – букколинг-
вальный и дистальный. На экз. ПИН, № 5644/347 
букколингвальный гребень протокона не  дохо-
дит до  мезиального гребня паракона, в  отличие 
от экз. ПИН, № 5644/348 (рис. 1б, 1г). Мезиаль-
ный и лингвальный цингулюмы на обоих образцах 
выражены хорошо, как у C. arnensis и C. etruscus. 
У  C. mosbachensis мезиолингвальный цингулюм 
протокона развит слабо, а у C. lupus он отсутству-
ет. На  обоих описываемых образцах лингваль-
ный цингулюм не имеет разрыва у  заднего края 

протокона, что соответствует C. etruscus и контра-
стирует с С. mosbaсhensis и C. lupus.

Бассейн тригона на М1 (экз. ПИН, № 5644/347) 
больше бассейна гипокона. Оба бассейна отно-
сительно глубокие, как у  C. etruscus, в  противо-
положность более мелким бассейнам у  C. lupus 
и C. borjgali (экз. GNM, D 1126). Паракон больше 
метакона по высоте и площади, однако разница 
в  их высоте небольшая. Эти бугорки ниже, чем 
у С. mosbaсhensis и C. lupus. Зуб широкий мезио-
дистально, парастиль хорошо развит, но его размер 
меньше, чем у лектотипа C. etruscus (IGF 12334). 
Задний край зуба на экз. ПИН, № 5644/347 имеет 
слабый прогиб (флексус). У С. mosbaсhensis и C. lupus 
этот флексус развит сильнее. Внутренний гребень 
паракона (гипопаракриста) развит хорошо, как 
у C. arnensis и C. etruscus. Этот гребень меньше выра-
жен у С. mosbaсhensis, C. orcensis и C. borjgali и полно-
стью отсутствует у C. lupus. У волка из Тавриды ме-
зиодистальное сужение в центральной части корон-
ки M1 отсутствует, как у C. etruscus и C. arnensis. При 
этом у С. mosbaсhensis сужение зуба более заметно, 
а у C. lupus этот признак варьирует. На образце из пе-
щеры Таврида у М1 протокон крупный, метаконуль 
гребневидный, параконуль слабо выражен. Дисталь-
ный гребень метаконуля соединяется с постцингу-
люмом. Это соответствует признакам C. etruscus. 
У  С.  mosbaсhensis и  C. borjgali метаконуль больше 
похож на бугорок. У экз. ПИН, №  5644/347 мези-
олингвальный цингулюм М1 развит в виде широ-
кой полки и переходит в прегипокристу без разрыва, 
как у C. etruscus. Этот цингулюм на M1 у С. orcensis, 
С. mosbaсhensis и C. borjgali также не имеет разрыва, 
но выражен гораздо слабее. У С. lupus на этом месте 
мезиолингвальный цингулюм отсутствует.

М2 присутствует только на  экз. ПИН, 
№ 5644/348 (рис. 1в, 1г). На экз. ПИН, № 5644/347 
от М2 имеется только альвеола с каналами четырех 
корней, что необычно для рода. М2 на экз. ПИН, 
№ 5644/348 также четырехкорневой. М2 в окклю-
зиальной проекции имеет более широкие и округ
лые очертания, без выраженного изгиба заднего 
края, в отличие от С. mosbaсhensis. Форма этого зуба 
идентична M2 С. еtruscus из Оливолы (экз. IGF 4411) 
и Панталлы (Италия; см. [16], рис. 5a, 5б) и близка 
к форме M2 лектотипа С. еtruscus.

У экз. ПИН, № 5644/348, как и у большинства 
С. еtruscus (например, экз. IGF 4411 из Оливолы), 

Таблица 1. Размеры верхних щечных зубов Canis etruscus Forsyth Major, 1877, экз. ПИН, №№ 5644/347 и 348; Россия, Крым, 
пещера Таврида; нижний плейстоцен (L – длина; W – ширина)

Экз. ПИН, № P1 P2 Р3 P4 M1 M2
L W L W L W L W L W L W

5644/347 7.4* 4.7* 11.6* 4.7* 13.8* 4.8* 20.8 11.8 15.0 19.6 8.6* 12.7*
5644/348 7.5* 4.6* 13.5* 4.5* 16.0* 5.6* 23.3 13.1 14.5* 19.5* 7.6 11.9

* – измерения по альвеолам.
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буккальные края М1–М2 расположены на одной 
линии. Следует заметить, что М2 у C. lupus смещен 
лингвально относительно буккального края М1 
и этот признак редко присутствует у С. mosbaсhensis 
из  Унтермасфельда. Буккальный цингулюм M2 
хорошо развит и переходит на заднюю часть ко-
ронки, как и у других C. etruscus. Буккальные бу-
горки низкие и широко расставленные; по высоте 
и площади паракон больше метакона. Внутренний 
гребень паракона хорошо выражен в  базальной 
части. Протокон крупный, высокий. Метаконуль 
выражен в  виде гребня постпротокристы, как 
у С. etruscus и у C. borjgali. У C. arnensis, напротив, 
метаконуль выражен как бугорок. У С. mosbaсhensis 
метаконуль и постпротокриста M2, как правило, 
отсутствуют. Постцингулюм хорошо развит вокруг 
всей задней части зуба. Площади бассейнов три-
гона и гипокона на М2 у волка из Тавриды равны, 
как у C. etruscus. У С. mosbaсhensis и C. borjgali бас-
сейн тригона М2 по площади больше, чем бассейн 
гипокона.

Правая ветвь тела нижней челюсти с  р3–m3 
и альвеолами c1–р2 (экз. ПИН, № 5644/349; рис. 2) 
принадлежит взрослой особи с умеренно стерты-
ми зубами. Высота ветви постепенно уменьшается 
в переднем направлении (Hm1/m2 – 25.9; Hm1 – 
27.9; Нр2/р3 – 21.0). Сохранилось одно крупное 
подбородочное отверстие под передним корнем р2. 
Все зубы плотно прилегают друг к другу, диасте-
ма (L – 1.8) имеется только между р3 и р4. Дли-
на зубных рядов: Lр1–m3 – 84.6; Lp1–p4 – 46.2; 
Lm1–m3 – 39.4. В буккальной проекции все ос-
нования коронок премоляров находятся на одном 
уровне с базальной линией основания коронки m1 
(признак, характерный преимущественно для са-
мых ранних представителей рода Canis – С. etruscus 
и С. arnensis). В окклюзиальной проекции неболь-
шой букколингвальный изгиб зубного ряда имеется 
между p4 и m1. При этом задний край p4 кулисо-
образно перекрывает передний край m1, подобно 
С. etruscus (лектотип IGF 12334). Напротив, у голо-
типа С. arnensis (IGF 869) зубной ряд прямой, пере-
крытие коронок р4 и m1 отсутствует.

Альвеола однокорневого р1 плотно примыкает 
к альвеоле клыка. Коронки р2–р4 букколингвально 
узкие и слегка асимметричные, с хорошо развиты-
ми гребнями (кристидами). У р3 в окклюзиальной 
проекции лингвальный край почти прямой, доба-
вочный бугорок отсутствует, постцингулид развит 

в виде отчетливого заднего валика, лингвальный 
цингулид слабый (как на  лектотипе IGF 12334). 
На р4 первый задний добавочный бугорок крупный; 
второй добавочный бугорок развит в виде четкого 
гребнеобразного поднятия, отделенного от пост-
цингулида (рис. 2г). Лингвальный цингулид развит 
умеренно вдоль всего края коронки; буккальный 
цингулид выражен слабо.

На m1 метаконид крупный, хорошо обособлен. 
Его вершина смещена дистальнее протоконида 

(а)

(б)

(в)
1 2 3

4 5 6 7

0 10 мм

0 10 мм(г)

Рис. 2. Canis etruscus Forsyth Major, 1877, экз. ПИН, № 
5644/349, правая ветвь тела нижней челюсти с р3–m3 
и альвеолами с1–р2: а – с буккальной стороны; б – 
с  лингвальной стороны; в – с  окклюзиальной сто-
роны; г – р4–m3 с окклюзиальной стороны; Россия, 
Крым, пещера Таврида; нижний плейстоцен. Обозна-
чения: 1 – первый добавочный бугорок p4; 2 – второй 
добавочный бугорок p4; 3 – протостилид m1; 4 – ме-
зоконид m1; 5 – гипокристид (трансверсальный гре-
бень) m1; 6 – энтоконид m2; 7 – метаконид m3.

Таблица 2. Размеры нижних щечных зубов Canis etruscus Forsyth Major, 1877, экз. ПИН, № 5644/349; Россия, Крым, пещера 
Таврида; нижний плейстоцен (L – длина; W – ширина)

p1 p2 p3 p4 m1 m2 m3
L W L W L W L W L W L W L W

5.9* 3.5* 10.7* 4.1* 12.5 5.3 14.2 6.6 25.1 9.5 10.4 8.5 5.2 4.7
* – измерения по альвеолам.
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и отклонена лингвально относительно дорсовен-
тральной оси зуба (соответствует морфологии 
C. etruscus, в частности, лектотипу IGF 12334). За-
дний гребень метаконида (метакристид) выражен 
только у его основания, где он соединяется с пе-
редним гребнем энтоконида (рис. 2г). В отличие 
от большинства C. etruscus, у описанного образца 
из Крыма перед энтоконидом находится небольшой 
мезоконид, который замыкает бассейн талонида 
лингвально, как у C. orcensis и большинства образцов 
C. mosbachensis. Так же как у большинства C. etruscus, 
у образца из Тавриды имеется хорошо выраженный 
протостилид в мезиобуккальной части талонида. 
Ширина талонида m1 составляет около 95% от ши-
рины тригонида. Буккальный флексид не выражен 
(в отличие от C. mosbachensis и C. lupus), на талониде 
хорошо развит гипокристид (трансверсальный гре-
бень [12]), соединяющий гипоконид и энтоконид. 
Основание гипоконида существенно шире основа-
ния энтоконида. Лингвальный цингулид слабый, 
выражен от линии вершины метаконида до задне-
го края коронки; слабый лингвальный цингулид  
имеется также в основании параконида.

Коронка m2 имеет субпрямоугольные очерта-
ния, короткий и широкий талонид с двумя четки-
ми бугорками (рис. 2г). Параконид гребневидный, 
протоконид и метаконид расположены на одной 
поперечной линии. Ширина талонида составля-
ет примерно 88% от ширины тригонида. Гипоко-
нид крупный, энтоконид в виде низкого бугорка. 
Мезиобуккальный цингулид и дистобуккальный 
цингулид (под гипоконидом) развиты очень хо-
рошо (плезиоморфный признак). Очертания зуба 
в  окклюзиальной проекции и  наличие двух бу-
горков на  талониде соответствуют морфологии 
m2 в типовой серии С. etruscus. У C. mosbachensis, 
C. borjgali и С.  orcensis в отличие от С. etruscus та-
лонид сужается дистально. У первых трех видов 
вместо дистолингвального бугорка (энтоконида), 
характерного для С. etruscus, часто развито гребне-
образное поднятие (в частности, у экз. D-1, D-646, 
D-2917 и др. C. borjgali из Дманиси и у большин-
ства C. mosbachensis из Унтермасфельда) [13].

Последний нижний моляр m3 смещен лингваль-
но от продольной оси зубного ряда. Благодаря на-
личию развитого талонидного бассейна он имеет 
эллиптическую форму в окклюзиальной проекции. 
Цингулид развит по всему периметру зуба. Главный 
бугорок (протоконид) смещен буккально, имеет пе-
редний и задний гребни, ориентированные мезио-
дистально. Лингвальнее протоконида, на одной по-
перечной оси с ним, расположен небольшой хорошо 
выраженный метаконид. Лингвальная сторона ме-
таконида соединена с цингулидом. У С. mosbachensis 
метаконид m3 развит гораздо слабее, у С. lupus на m3 
имеется только один бугорок, расположенный 
в центре зуба. У C. borjgali на m3 имеются два отчет-
ливых бугорка (протоконид крупнее), соединенных 

гребнями, но очертания зуба более округлые, чем 
у C. etruscus. Кроме того, у C. etruscus, С. lupus и C. 
mosbachensis цингулид имеется вокруг всего m3 (у 
C. borjgali только прецингулид и постцингулид).

В Европе первая половина калабрия (около 
1.8–1.2 млн л.н.) была временем климатической 
стабильности, характеризующимся преобладанием 
открытых обстановок и несколькими фазами ари-
дизации, которые предшествовали нелинейной фазе 
ледниковой цикличности со значительной ампли-
тудой и асимметрией, которая началась приблизи-
тельно 1.2 млн л.н., ознаменовав переход от раннего 
к среднему плейстоцену (“Early-Middle Pleistocene 
Transition”). Представители трибы Canini в  это 
время получили большое распространение, сопро-
вождавшееся необычайным увеличением биоразно-
образия отмеченных таксонов, связанных с откры-
тыми ландшафтами. Обычно считается, что в это 
время произошло первое расселение в Европе трех 
основных групп псовых: среднеразмерных волкопо-
добных форм (C. еtruscus и С. mosbaсhensis), шакало-
подобных C. аrnensis и крупных форм с признаками 
зубной гиперкарниворной специализации, пред-
ставленных родом Xenocyon Kretzoi, 1938.

С. orcensis из  Вента-Мисены и  C. borjgali 
из Дманиси не отличаются по размерам от других 
волкоподобных форм [18, 19]. Два последних вида 
основаны на  описании серии находок из  еди-
ничных местонахождений, поэтому сравнение 
с этими таксонами в данной работе носит пред-
варительный характер, в  отличие от  C.  etruscus 
и  С.  mosbaсhensis, находки которых известны 
из  множества европейских местонахождений. 
Морфологический анализ C. etruscus из классических 
европейских местонахождений указывает на отно-
сительно высокую внутривидовую изменчивость. 
Основная тенденция развития гипокарниворной 
специализации у всего гиподигма C. etruscus хо-
рошо выражена [11, 12, 15–17].

Проведенный нами анализ показал, что экзем-
пляры из пещеры Таврида по размерам и морфо-
логическим признакам (в частности, признакам, 
связанным с  развитием гипокарнивории) отно-
сятся к виду C. etruscus. На нижних зубах у волка 
из Крыма признаки гипокарнивории включают: 
мощный и отклоненный лингвально метаконид, 
хорошо развитый протостилид на  m1; мезиоди-
стально длинный и букколингвально широкий m2 
с  субквадратными очертаниями коронки и  раз-
витой областью энтоконида c отчетливым бугор-
ком; пропорционально довольно крупный эллип-
совидный m3 с развитым талонидным бассейном. 
На верхних зубах к гипокарниворным признакам 
можно отнести: букколингвально широкие и от-
носительно низкие коронки М1–М2, которые 
практически лишены задних флексусов и имеют 
скорее субквадратные, чем субтреугольные очер-
тания; развитый выступ протокона Р4 с хорошо 
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выраженным конусом протокона. Следует отме-
тить наличие четырех корней на М2 у описанной 
формы из пещеры Таврида – это редко проявля-
ющийся признак у Сanis. Он косвенно указыва-
ет на тенденцию гипокарниворного направления 
в развитии моляров. Сравнение с другими видами – 
С. orcensis, С. mosbaсhensis, C. borjgali, дает основание 
полагать, что развитие этих форм было типичным 
для времени адаптивной радиации данной груп-
пы волкоподобных форм, которые формировали 
промежуточные признаки, направленные в сторо-
ну развития волков группы C. lupus, появившейся 
в среднем плейстоцене.
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ETRUSCAN WOLF CANIS ETRUSCUS (CANIDAE, CARNIVORA)  
FROM THE EARLY PLEISTOCENE OF CRIMEA (TAURIDA CAVE)

A. V. Lavrova, M. V. Sotnikovab, D. O. Gimranovc, J. Madurell-Malapeirad,  
Academician of the RAS A. V. Lopatina

aBorissiak Paleontological Institute, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
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cInstitute of Plant and Animal Ecology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian Federation
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*e-mail: djulfa250@rambler.ru

The cranial and mandibular fragments of the medium-sized canid from the Early Pleistocene locality 
of Taurida cave (about 1.8–1.5 Ma) in Crimea are described and included in the hypodigm of the species 
Canis etruscus Forsyth Major, 1877, a common member of the Late Villafranchian fauna of the Circum-
Mediterranean region. This species is reported for the first time from the Northern Black Sea region. 
The discovered evidence reinforce previous published idea regarding the periodically use of the Taurida 
cave by canids and other large predators as a den and shelter.

Keywords: Canis etruscus, Early Pleistocene, Taurida cave, Crimea, premolars, molars, evolution
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РАЗВИТИЕ АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТИ  
У ПРОБИОТИЧЕСКОГО ШТАММА LACTIPLANTIBACILLUS 

PLANTARUM 8P-A3 СОПРОВОЖДАЕТСЯ ИЗМЕНЕНИЯМИ СТРУКТУРЫ 
ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ И ХАРАКТЕРА ИХ ВЛИЯНИЯ  

НА БАКТЕРИАЛЬНЫЕ БИОПЛЕНКИ
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Впервые показано, что развитие резистентности к антибиотикам (амоксициллину и кларитромици-
ну) in vitro у пробиотического штамма Lactiplantibacillus plantarum 8p-a3, ассоциированное с крупно-
масштабными геномными перестройками, изменением профиля фенотипической чувствительности 
к антимикробным препаратам разных групп и эволюцией вирулентности, сопровождается также су-
щественными изменениями внеклеточных мембранных везикул лактобациллы, транспортирующих 
липиды, полисахариды, белки и нуклеиновые кислоты. Изменения связаны со структурой и составом 
везикул, а также их активностью в отношении биопленок условно-патогенных бактерий. Полученные 
данные актуальны для понимания молекулярных механизмов выживания микроорганизмов в усло-
виях селективного давления антимикробных препаратов, функционального потенциала везикул про-
биотиков и оценки их безопасности.

Ключевые слова: пробиотические бактерии, антибиотикорезистентность, внеклеточные везикулы, 
структура и функции, протеом, бактериальные биопленки
DOI: 10.31857/S2686738924060059

ВВЕДЕНИЕ

11Обнаружение везикулярного трафика у пред-
ставителей всех доменов жизни открыло не только 
новые направления фундаментальных исследо-
ваний механизмов межклеточной коммуникации 
и адаптации живых систем, но перспективы прак-
тического применения внеклеточных везикул бак-
терий в качестве новых типов вакцин, иммуномо-
дуляторов, антимикробных препаратов и способов 
их  доставки [1–3]. Особые надежды связывают 

1Казанский институт биохимии и биофизики – 
обособленное структурное подразделение Федерального 
исследовательского центра “Казанский научный центр 
Российской академии наук”, Казань, Россия
2Казанский (Приволжский) федеральный университет, 
Казань, Россия
*e-mail: kairatr@yandex.ru

с  везикулами бактерий-комменсалов, имеющих 
статус GRAS, широко используемых в  медици-
не, сельском хозяйстве и биотехнологии в каче-
стве пробиотиков [4–6]. Возможности крупномас-
штабных геномных перестроек и эволюции виру-
лентности, а также изменения везикулярного cargo 
у бактерий в условиях селективного давления [7–11] 
определяют актуальность анализа структурно-функ-
циональных характеристик везикул, продуцируемых 
пробиотическими бактериями в разных условиях 
среды. Получение таких данных необходимо как для 
понимания молекулярных механизмов выживания 
комменсалов в стрессовых условиях, так и оцен-
ки безопасности пробиотиков и их наноструктур, 
нацеленных на  практические приложения. Пул 
сообщений относительно выявления полезных 
свойств у везикул пробиотических бактерий рас-
тет [4–6], но публикации относительно особенно-
стей структуры и функций везикул, продуцируемых 
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соответствующими микроорганизмами в  разных 
условиях среды, в том числе бактериями, адаптиро-
ванными к антибиотикам, пока отсутствуют.

Ранее нами было показано, что развитие рези-
стентности у пробиотического штамма Lactiplanti-
bacillus plantarum 8p-a3 (Биомед, Россия) к антибио-
тикам (амоксициллину и кларитромицину) in vitro 
сопровождается крупномасштабными геномными 
перестройками, изменением профиля фенотипи-
ческой чувствительности к антимикробным пре-
паратам разных групп, а  также эволюцией виру-
лентности – у антибиотикорезистентного штамма 
L. plantarum 8p-a3-Clr-Amx регистрируется высо-
кий уровень токсигенности, в том числе геноток-
сичности in vivo в отношении модельного организма 
Drosophila melanogaster [11].

Выяснение особенностей структуры внекле-
точных везикул L. plantarum 8p-a3 и L. plantarum 
8p-a3-Clr-Amx, а также влияния везикул штаммов 
на модельные бактериальные биопленки явилось 
задачей данного исследования, в результате выпол-
нения которого впервые показано, что развитие ан-
тибиотикорезистентности у пробиотика L. plantarum 
8pa-3A сопровождается существенными изменени-
ями структуры внеклеточных везикул, в том числе 
их протеомного профиля, а также характера влияния 
на биопленки условно-патогенных бактерий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для выделения внеклеточных везикул (ВВ) 
из культур L. plantarum 8p-a3 и 8p-a3-Clr-Amx [1] 
использовали алгоритм, описанный в работе Kim 
с  соавторами [2]. Для очистки ВВ  от клеточно-
го дебриса проводили ультрацентрифугирование 

в градиенте плотности Optiprep (45%, 35%, 20%, 
верхний слой – суспензия везикул); выделенные 
везикулы обрабатывали ДНКазой и РНКазой и су-
спендировали в 0.1 M водном растворе NaCl.

Трансмиссионную электронную микроско-
пию (TEM) изолированных ВВ проводили, как 
описано [12]. Препараты фиксировали с помо-
щью раствора полилизина и  контрастировали 
в растворе уранилацетата. Образцы анализиро-
вали на  электронном микроскопе Hitachi HT 
7800. Распределение размеров и концентрацию 
внеклеточных везикул в образцах изолированных 
везикул определяли с помощью анализа траек-
торий наночастиц (NTA), используя анализатор 
NanoSight LM-10 (Malvern Instruments) [13].

ИК-спектры везикул получали с  помощью 
прибора Invenio (Bruker), оснащенным детекто-
ром МСТ, и используя приставку НПВО BioATR 
II с  кристаллом ZnSe с  наружным покрытием 
из Si. Спектры получали при спектральном раз-
решении 4.0 см–1 и числе накоплений 128. Соот-
несение полос выполняли согласно [14].

Для идентификации белков везикул исполь-
зовали хромато-масс-спектрометрию, как описа-
но [15]. Трипсинолизированные белки анализи-
ровали на ВЭЖХ-МС системе с нанопотоковой 
системой ВЭЖХ Ultimate 3000 (Thermo, США). 
Использовали предколонку C18 PepMap100 
(Thermo, США) и колонку Peaky-75-30 (капил-
лярная обращено-фазовая колонка Peaky, Мо-
лекта, Россия). Для каждого спектра проводили 
идентификацию с  помощью поисковой маши-
ны MSFragger в  составе программного пакета 
FragPipe 19.1. Поиск проводили против амино-
кислотных последовательностей белков штаммов 
L. plantarum 8p-a3 и 8p-a3-Clr-Amx.

2.0 мкм 1.0 мкм

200 нм

(а) (б)

Рис. 1. Микрофотографии изолированных клеток (A) и везикул (Б) пробиотического штамма L. plantarum 8p-a3, 
полученные с помощью трансмиссионной электронной микроскопии.
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Для валидации протеомных данных про-
водили анализ проб методом прицельной 
масс-спектрометрии с  использованием масс-
спектрометра Sciex QTRAP 6500+ (Sciex, США) 
с  ВЭЖХ системой ExionLC (Sciex, США). Для 
разделения пептидов использовали хроматогра-
фическую колонку HPLC Column Ultra Aqueous 
C18 3um 150x3.0mm (Restek) с  защитной пред-
колонкой HPLC Guard Cartridge Ultra Aqueous 
C18 (Restek). Для каждого спектра проводили 
идентификацию с  помощью поисковой маши-
ны MSFragger в  составе программного пакета 
FragPipe 19.1.

Для формирования микробных биопленок 
и оценки влияния везикул на биомассу биопленок 
использовали алгоритм, описанный ранее [16]. 
В лунки планшетов с культурами типовых штаммов 
Staphylococcus aureus АТСС 29213, Pseudomonas 
aeruginosa АТСС 27853 (получены из Американ-
ской коллекции культур клеток) и клинического 
изолята Serratia marcescens (любезно предоставлен 
Институтом медицинской микробиологии универ-
ситета г. Гиссена, Германия) вносили внеклеточ-
ные везикулы штаммов L. plantarum (до конечной 
концентрации 1.25, 5 и 20 мкг/мл по общему белку 
везикул). Для окрашивания биопленок использо-
вали кристаллический фиолетовый, как описано 
[16]. Оптическую плотность биопленок определя-
ли при длине волны 600 нм на микропланшетном 
ридере Tecan infinite 200 Pro (Швейцария).

Статистическую обработку данных проводи-
ли с  использованием непараметрического кри-
терия Манна–Уитни (программное обеспечение 
GraphPad Prism версия 6.0. для Windows). Экспе-
рименты проводились в трех биологических и че-
тырех технических повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате проведения экспериментов были 
получены данные, свидетельствующие, что раз-
витие антибиотикорезистентности у пробиотиче-
ского штамма L. plantarum 8p-a3 сопровождается 
изменением физико-химических характеристик 
везикул. Согласно TEM, везикулы штаммов 8p-a3 
и 8p-a3-Clr-Amx имеют типичную для бактериаль-
ных везикул морфологию – это сферические нано-
структуры, окруженные мембраной (рис. 1).

Согласно NTA (рис. 2), пулы везикул, продуцируе
мых 8p-a3 и 8p-a3-Clr-Amx, гетерогенны: у штаммов 
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Рис. 2. Распределение размеров и  концентрации изолированных везикул штаммов L.  plantarum 8p-a3 (A) 
and L. plantarum 8p-a3-Clr-Amx (Б), данные получены с помощью анализа траекторий наночастиц.
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Рис. 3. Инфракрасные спектры везикулярных суспен-
зий L. plantarum 8p-a3 (сплошная линия) и L. plantarum 
8p-a3-Clr-Amx (штриховая линия).
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регистрируется несколько везикулярных субпопуля-
ций, различающихся по средним значениям диаме-
тра везикул и представленности; среднее значение 
диаметра везикул у штаммов 8p-a3 и 8p-a3-Clr-Amx 
составляет 148±1.9 нм и 180±3.4 нм соответствен-
но. Полученные данные относительно размеров ве-
зикул, а также гетерогенности везикулярного пула 
у штаммов L. plantarum не противоречат имеющимся 

сведениям о  структуре везикул, секретируемых 
грамположительными (в том числе пробиотически-
ми) бактериями, зависимости показателей от про-
дуцента и условий его роста [5–6], но наличие кон-
кретных везикулярных субпопуляций у пробиотика 
L. plantarum 8p-a3 и изменение их представленно-
сти при развитии у штамма антибиотикоустойчиво-
сти (рис. 2), впервые продемонстрировано в нашей 

Таблица 1. Белки, идентифицированные в везикулах L. plantarum 8p-a3 и L. plantarum 8p-a3-Clr-Amx, вовлеченные в про-
цессы формирования и ремоделирования клеточной стенки, адгезии и агрегации

№ ID белка Белок COG Длина 
(аа)

Таксон, 
в котором 

обнаруживается 
белок

Штаммы L. plantarum

8p-a3 8p-a3-Clr-
Amx

1 WP_024002907.1 DNA/RNA non-specific endonuclease F 314 L. plantarum +
2 WP_003641230.1 LCP family protein K 345 Lactiplantibacillus + +
3 WP_003640920.1 LCP family protein K 397 Lactiplantibacillus +

4 WP_003640483.1 transglycosylase domain-containing 
protein M 767 L. plantarum + +

5 WP_046947840.1 LTA synthase family protein M 701 L. plantarum +

6 WP_046947851.1 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase 
family protein M 444 L. plantarum + +

7 WP_072536237.1 NlpC/P60 family protein M 370 Lactobacillaceae + +
8 WP_219041423.1 NlpC/P60 family protein M 495 L. plantarum + +
9 WP_016511814.1 LysM domain-containing protein M 354 L. plantarum +

10 WP_134348695.1 C40 family peptidase M 474 L. plantarum +
11 WP_003642303.1 transglycosylase M 131 Lactiplantibacillus +
12 WP_015825278.1 M15 family metallopeptidase M 257 L. plantarum +
13 WP_003642696.1 LTA synthase family protein M 717 L. plantarum +
14 WP_013355153.1 LysM domain-containing protein M 211 L. plantarum +

15 WP_003641876.1 LysM peptidoglycan-binding domain-
containing protein M 267 L. plantarum +

16 WP_021356008.1 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase 
family protein M 412 L. plantarum +

17 WP_003640496.1 GH25 family lysozyme M 445 L. plantarum +
18 WP_046947871.1 GH25 family lysozyme M 258 L. plantarum +
19 WP_041153458.1 WxL domain-containing protein None 1135 L. plantarum + +
20 WP_269106197.1 cell surface protein None 476 L. plantarum + +

21 WP_003641660.1 trypsin-like peptidase domain-contain-
ing protein O 420 Lactiplantibacillus +

22 WP_003643378.1 matrixin family metalloprotease O 375 L. plantarum +
23 WP_024002613.1 matrixin family metalloprotease O 208 L. plantarum +
24 WP_011101077.1 DNA/RNA non-specific endonuclease S 387 L. plantarum + +
25 WP_003643001.1 WxL domain-containing protein S 269 L. plantarum + +
26 WP_003640312.1 endolytic transglycosylase MltG S 401 Lactiplantibacillus + +
27 WP_003641620.1 WxL domain-containing protein S 245 Lactiplantibacillus + +
28 WP_003643037.1 WxL domain-containing protein S 190 L. plantarum + +
29 WP_011101992.1 WxL domain-containing protein S 260 L. plantarum + +
30 WP_003642319.1 WxL domain-containing protein S 234 Lactiplantibacillus +

Обозначения функциональных категорий COG: [F] Транспорт и метаболизм нуклеотидов; [K] Транскрипция; [M]  Биогенез 
клеточной стенки/мембраны/оболочки; [O] Посттрансляционная модификация, обмен белков, шапероны; [S] Функция не-
известна.
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работе. Выявленные изменения в популяции везикул 
лактобациллы могут отражать изменения профиля 
везикулярного cargo (рис. 3, табл.).

Согласно данным инфракрасной спектроскопии, 
в везикулах обоих штаммов присутствуют липиды, ну-
клеиновые кислоты, полисахариды и белки (рис. 3). 
Присутствие таких соединений в составе везикуляр-
ного cargo было установлено также в случае ряда дру-
гих бактерий, в том числе пробиотических штаммов 
L. plantarum, и показано, что профиль соединений 
каждого конкретного класса может существенно из-
меняться у продуцента в разных условиях роста [3, 6]. 
В результате нашего исследования впервые установ-
лено изменение везикулярного cargo L. plantarum при 
развитии антибиотикоустойчивости у пробиотиче-
ской бактерии (рис. 3, табл.1).

Согласно данным протеомного анализа, везику-
лярные пулы белков у штаммов L. plantarum 8p-a3 
и 8p-a3-Clr-Amx имеют качественные и количе-
ственные различия [https://repository.jpostdb.org/
entry/JPST002373]. В везикулах штамма 8p-a3 ста-
бильно регистрируются 39 белков; наиболее пред-
ставлены белки, участвующие в трансляции, структу-
ре и биогенезе рибосом, биогенезе клеточной стенки 
и мембраны. В везикулах штамма 8p-a3-Clr-Amx ста-
бильно регистрируются 216 белков; наиболее пред-
ставленными являются белки, участвующие в транс-
порте и  метаболизме аминокислот, транспорте 

и  метаболизме углеводов, трансляции, структуре 
и биогенезе рибосом, а также биогенезе клеточной 
стенки и мембраны.

Значительную часть везикулярного протеома 
в  случае обоих штаммов составляют белки, во-
влеченные в процессы адгезии и агрегации, фор-
мирования и ремоделирования клеточной стенки, 
в том числе гидролитические ферменты (нуклеазы, 
протеазы, пептидазы, гликозидгидролазы), кри-
тичные для взаимодействия с клетками эукариот 
и прокариот, способные оказывать влияние на бак-
териальные биопленки [5–6]. Поскольку каче-
ственный и количественный состав соответствую
щих белков в  везикулах штаммов существенно 
различается (табл. 1), функциональный потенциал 
везикул штаммов, их эффекты в отношении мише-
ней, тоже могут различаться.

В результате наших исследований был обнаружен 
дифференциальный характер влияния везикул штам-
мов L. plantarum на модельные биопленки условно-
патогенных бактерий. Везикулы L. plantarum 8p-a3 
и L. plantarum 8p-a3-Clr-Amx проявляли про- и ан-
тибиопленочную активность в отношении S. aureus 
и P. eruginosa (рис. 4) соответственно.

Так, везикулы пробиотического штамма ин-
дуцировали увеличение биомассы биопленок, 
а  везикулы антибиотикорезистентного штам-
ма, напротив, ее снижение. При этом в случае 
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Рис. 4. Биомасса биопленок S. aureus, P. aeruginosa и S. marcescens, образованных в отсутствие (принято за 100%, 
черный столбец) и присутствии внеклеточных везикул L. plantarum 8p-a3 (светло-серые) и L. plantarum 8p-a3-Clr-Amx 
(темно-серые). На графиках представлены средние значения и указаны стандартные отклонения, * р < 0.05.
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S.  marcescens везикулы обоих штаммов стиму-
лировали биопленкообразование. Способность 
везикул пробиотических бактерий негативно 
влиять на бактериальные биопленки описана – 
с везикулами пробиотиков связывают перспекти-
вы получения эффективных антибиопленочных 
агентов для подавления опасных типов инфек-
ций у  человека, ассоциированных с  патогенны-
ми и  условно-патогенными бактериями группы 
ESKAPE [6]. В этой связи наличие у везикул про-
биотика L. plantarum 8p-a3 не антибиопленочной, 
а пробиопленочной активности в отношении мо-
дельных биопленок условно-патогенных бактерий 
указывает на то, что свойства пробиотических бак-
терий и их наноструктур не исчерпываются опи-
санными ранее – спектр их биологических эффек-
тов много сложнее и для понимания потенциала 
функций везикул, нацеленных на практические 
приложения, требуется глобальная инвентариза-
ция везикулярного cargo.

Нами была проведена инвентаризация везику-
лярного cargo у штаммов L. plantarum 8p-a3 и 8p-a3-
Clr-Amx в  отношении состава белков (рис. 3), 
в результате которой было установлено, что в ве-
зикулах обоих штаммов присутствуют белки, ко-
торые могут как позитивно, так и негативно влиять 
на плотность биопленки (рис. 3), но у резистентно-
го штамма регистрируется большее разнообразие 
гидролитических ферментов (пептидазы, лизоцим 
и др.), потенциально способных приводить к сни-
жению биомассы бактериальных биопленок. Одна-
ко необходимо отметить, что часть везикулярного 
протеома штаммов L.  plantarum – белки с неиз-
вестной функцией, что препятствует определению 
полного списка кандидатов в про- или антибио-
пленочные агенты из пула соответствующих соеди-
нений. Помимо белков в эффекты бактериальных 
везикул в отношении бактериальных биопленок 
могут быть вовлечены и другие компоненты вези-
кул – значимые различия в ИК-спектрах везикул 
L. plantarum 8p-a3 и 8p-a3-Clr-Amx регистрируют-
ся в областях полисахаридов и липидов (рис. 3). 
Особенности профилей экзогенных липидов и по-
лисахаридов, том числе пробиотических бактерий, 
могут обусловливать эффекты стимуляции или по-
давления бактериальных биопленок – это показа-
но в отношении биопленок Klebsiella pneumonia [17], 
а также Listeria monocytogenes, S. aureus, Salmonel-
la enterica subsp. enterica и Escherichia coil [18]. Так 
ли это в случае везикул L. plantarum 8p-a3 и 8p-a3-
Clr-Amx, и связано ли это с обнаруженной нами 
у антибиотикоустойчивого штамма мутацией (loss-
of-function) гена MprF [11] – мембранного белка, 
обеспечивающего (посредством синтеза лизилфос-
фатидилглицерина и модификации липотейхо-
евых кислот) физико-химические свойства кле-
точной поверхности, необходимые для выживания 
и  экспансии бактерий в  условиях селективного 

давления антимикробных препаратов [19, 20], пред-
стоит выяснить.

Таким образом, в результате наших исследова-
ний впервые показано, что адаптация пробиотиче-
ского штамма L. plantarum к антимикробным пре-
паратам, ассоциированная с крупномасштабными 
геномными перестройками, изменениями феноти-
пического резистома и эволюцией вирулентности, 
сопровождается также существенными изменени-
ями свойств внеклеточных везикул лактобациллы, 
связанных с их структурой, составом и активно-
стью в  отношении биопленок условно-патоген-
ных бактерий. Полученные данные открывают но-
вые неожиданные свойства внеклеточных везикул 
пробиотиков и определяют необходимость всесто-
ронней характеристики наноструктур пробиотиче-
ских бактерий, актуальной для оценки безопасно-
сти бактерий, широко используемых в медицине, 
сельском хозяйстве и биотехнологии.
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THE DEVELOPMENT OF ANTIBIOTIC RESISTANCE  
OF THE PROBIOTIC STRAIN LACTIPLANTIBACILLUS PLANTARUM  

8P-A3 IS ASSOCIATED WITH CHANGES IN THE STRUCTURE  
OF EXTRACELLULAR VESICULES AND THE CHARACTER  

OF THEIR EFFECT ON BACTERIAL BIOFILMS
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For the first time, it was shown that the development of  resistance to antibiotics (amoxicillin and 
clarithromycin) in vitro in the probiotic strain Lactiplantibacillus plantarum 8p-a3, associated with 
large-scale genomic rearrangements, a change in the profile of phenotypic sensitivity to antimicrobials 
of different groups, and the evolution of virulence, is also accompanied by significant changes in the 
lactobacillus-derived extracellular membrane vesicles transferring lipids, polysaccharides, proteins, and 
nucleic acids. The changes are related to the structure and cargo of vesicles, as well as their activity 
against biofilms of  opportunistic bacteria. The data obtained are relevant for understanding the 
molecular mechanisms of survival of microorganisms under the selective pressure of antimicrobials, 
the functional potential of the probiotic vesicles and assessing their safety.

Keywords: probiotic bacteria, antibiotic resistance, extracellular vesicles, structure and function, pro-
teome, bacterial biofilms
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Электросудорожная терапия (ЭСТ) считается эффективным методом лечения депрессии, который 
оказывает ряд биологических эффектов, в том числе воздействуя на нейротрофические факторы. 
В данной работе было проведено исследование влияния ЭСТ на поведение крыс при депрессивно-
подобном состоянии, вызванном применением ультразвука переменной частоты (20–45 кГц) и изучен 
вклад изменения экспрессии нейротрофического фактора мозга (BDNF) в наблюдаемые эффекты. 
Результаты исследования подтверждают терапевтический потенциал ЭСТ в нивелировании депрес-
сивно-подобного состояния у грызунов и роль BDNF в данных процессах. В дальнейшем необходимо 
исследовать связь нейротрофина со структурными изменениями и изучить другие нейротрофические 
биомаркеры, которые могут быть связаны с развитием депрессивно-подобного состояния и действием 
терапии.
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ВВЕДЕНИЕ

11Ввиду широкой распространенности психиче-
ских заболеваний проблема поиска новых и усо-
вершенствования существующих методов терапии 
является важной задачей современной медици-
ны. Одним из наиболее распространенных пси-
хических расстройств является депрессия. Риск 
развития депрессии в течение жизни составляет 
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примерно 15–18%, при этом примерно каждый 
пятый в мире сталкивается в течение жизни хотя 
бы с одним депрессивным эпизодом [1].

Электросудорожная терапия (ЭСТ) представ-
ляет собой эффективный метод лечения ряда 
психических заболеваний, в том числе тяжелой 
и лекарственно-устойчивой депрессии [2, 3]. Так, 
показано, что примерно треть пациентов оказыва-
ются устойчивыми к нескольким противодепрес-
сивным препаратам первой линии, и для них наи-
более действенным методом лечения считается 
ЭСТ [4, 5]. Терапия оказывает ряд биологических 
эффектов, влияя на нейромедиаторные системы 
мозга, воспалительные и  эндокринные факто-
ры, а также нейротрофические системы [6]. Тем 
не менее для оценки ответа на терапию и сниже-
ния побочных эффектов требуется детальное изу
чение механизмов воздействия и  исследование 
биологических маркеров, связанных с примене-
нием ЭСТ. Ранее нами были показаны эффекты 
воздействия ЭСТ на когнитивные функции лабо-
раторных животных [7].

Целью данной работы стало исследование про-
тиводепрессивных эффектов терапии в  модели 
депрессивно-подобного состояния, вызванного 
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воздействием ультразвуковых (УЗ) волн перемен-
ной частоты, а также определение вклада измене-
ния экспрессии нейротрофического фактора мозга 
(BDNF) в наблюдаемые эффекты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа была проведена на самцах крыс линии 
Wistar весом 200–250 г. (n=28). Животные были 
разделены на 4 группы: контроль (n=7), группа 
с депрессивно-подобным состоянием, вызванным 
УЗ (группа УЗ, n=7), группа с экспериментальной 
депрессией, подвергавшаяся воздействию ЭСТ 
(группа УЗ+ЭСТ, n=7) и контрольная группа, под-
вергавшаяся воздействию ЭСТ (группа К+ЭСТ, 
n=7). Животные содержались при температуре 
20–22°С, не инвертированном 12-часовом свето-
вом дне, доступе к пище и воде ad libitum.

Депрессивно-подобное состояние формиро-
валось путем непрерывного воздействия УЗ волн 
(20–45 кГЦ) на протяжении 21 дня при помощи 
УЗ  генератора “Weitech” (Wavre, Belgium). ЭСТ 
проводилась регулярно в  течение 10 дней после 
формирования депрессивно-подобного состояния 
при помощи аппарата “ЭСТЕР” (ТРИМА, Россия). 
Для терапии использовались следующие параметры 
стимуляции: сила тока 70мА, частота импульсации 
50 Гц, длительность стимулов 500 мсек. После воз-
действия животное впадало в последовательный 
тонико-клонический судорожный припадок, для-
щийся примерно 30 сек.

Поведенческие тесты проводились в интервале 
с 10 до 14 часов. Поведение животных регистри-
ровалось при помощи видеокамеры и анализиро-
валось при помощи программы RealTimer (Open 
Science, Россия).

Уровень ангедонии грызунов оценивали в тесте 
“Предпочтение раствора сахарозы”. Лабораторным 
крысам предъявляли 2 поилки в условиях свобод-
ного выбора: с раствором сахарозы (1%) и раство-
ром питьевой воды. Поилки меняли местами для 
исключения предпочтения места. Спустя 24 часа 
оценивался объем выпитой жидкости, индекс 
предпочтения сахарозы рассчитывался по форму-
ле: Vc /(Vc + Vв)*100%, где Vc – объем выпитого 
раствора сахарозы, Vв – объем выпитой воды.

В тесте принудительного плавания по  Пор-
солту каждое животное помещалось в емкость, 
заполненную водой до отметки на высоте 30 см 
на 8 минут (t воды 24°С). Высота сосуда составляла 
40 см, диаметр  – 31 см. В течение последних 6 ми-
нут эксперимента регистрировали продолжитель-
ность активного и пассивного плавания, а также 
длительность неподвижности (иммобильности).

Количественное определение мРНК гена BDNF 
проводилось методом полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) в  реальном времени. Экспрессия 

определялась в гиппокампе и стриатуме экспери-
ментальных животных. Для получения образцов 
мозга грызуны подвергались наркотизации парами 
диэтилового эфира с последующей декапитацией. 
Полученные образцы хранили при температуре 
–70°С. ПЦР в реальном времени проводилась со-
гласно протоколу, описанному ранее [8]. В каче-
стве гена сравнения был использован ген GAPDH. 
Относительная экспрессия исследуемого гена 
определялась по формуле 2-ΔΔСt±2±SEMΔСt.

Для статистического анализа данных была ис-
пользована программа jamovi (версия 2.3.21). Нор-
мальность распределения определялась при помо-
щи критерия Шапиро–Уилка. В случае нормально-
го распределения данные были проанализированы 
при помощи ANOVA критерия с  последующим 
множественным сравнением по  Тьюки и  пред-
ставлены в виде среднего значения ± стандартная 
ошибка среднего (SEM). Для оценки корреляций 
был использован корреляционный анализ с опре-
делением коэффициента Спирмана. Данные счита-
лись статистически значимыми при p<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для оценки наличия депрессивно-подобных 
симптомов у  группы, подвергавшейся воздей-
ствию УЗ, и  определения эффективности ЭСТ 
были проведены тесты, направленные на оценку 
депрессивно-подобной компоненты поведения. 
При анализе результатов поведения критерий 
Шапиро–Уилка показал нормальность распре-
деления исследуемых выборок (p>0.05). В тесте 
“Предпочтение раствора сахарозы” статистически 
значимых межгрупповых различий в  показателе 
индекса предпочтения сахарозы, отражающего со-
стояние ангедонии у животных, получено не было 
(F=1.52, p=0.256) (Рис. 1).

В тесте “Принудительное плавание по Порсол-
ту” были выявлены статистически значимые раз-
личия (F=3.47, p<0.05) (рис. 2). У группы с моде-
лированным депрессивно-подобным состоянием 
наблюдалось значимое увеличение длительности 
иммобильности (p<0.05), что может отражать де-
прессивно-подобное поведение. Применение ЭСТ 
восстановило увеличенные показатели иммобиль-
ности до контрольного уровня (p<0.01), что свиде-
тельствует об антидепрессанто-подобном эффекте 
терапии. Использование стимуляции у контроль-
ных животных не привело к выраженному измене-
нию поведения.

При оценке результатов молекулярно-генетиче-
ского анализа критерий Шапиро–Уилка также по-
казал нормальность распределения (p>0.05). Стати-
стически значимых различий в уровне экспрессии 
мРНК BDNF в стриатуме получено не было (F=3.13, 
p=0.081) (табл. 1). В  то же  время в  гиппокампе 
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Рис. 1. Оценка поведенческих эффектов ЭСТ в тесте “Предпочтение раствора сахарозы”. Различия индекса предпо-
чтения раствора сахарозы (%) в тесте.
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Рис. 2. Оценка поведенческих эффектов ЭСТ в тесте “Принудительное плавание по Порсолту”. Различия длитель-
ности иммобильности (с) в тесте. *  – отличия от УЗ группы; *  – p<0.05, **  – p<0.01.
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наблюдались выраженные межгрупповые отличия 
(F=29.75, p<0.001). Несмотря на то, что значимой 
разницы между экспрессией BDNF в  группе УЗ 
и контроля обнаружено не было, средние значения 
экспрессии в контрольной группе превышали по-
добные показатели в группе с депрессивно-подоб-
ным состоянием более чем в 2 раза (табл. 1).

Применение ЭСТ вызвало значимый рост экс-
прессии BDNF в гиппокампе крыс, подвергавших-
ся воздействию УЗ (p<0.01). Изменения экспрессии 
в гиппокампе коррелировали с таковыми в стриату-
ме (ρ=0.721). Также наблюдалась слабо выраженная 
корреляция уровня мРНК BDNF в гиппокампе и с 
поведением: данные положительно коррелирова-
ли с  индексом предпочтения раствора сахарозы 
(ρ=0.569) и отрицательно с длительностью иммо-
бильности (ρ= –0.433). Эти результаты могут указы-
вать на вклад изменения экспрессии гена в наблю-
даемые поведенческие эффекты и на роль BDNF 
в терапевтическом действии ЭСТ.

Многие исследователи связывают положитель-
ные эффекты ЭСТ с влиянием на синаптическую 
пластичность в головном мозге и нейрогенез [9, 10]. 
Ввиду ключевой роли BDNF в данных процессах 
[11], активирующее влияние стимуляции на ней-
ротрофин может опосредовать и структурные из-
менения. Снижение уровня BDNF и  атрофия 
лимбических структур мозга сопровождает де-
прессивные расстройства [12], а воздействие ЭСТ 
на людей и животных активирует нейротрофиче-
ские системы [3]. Кроме того, повышение уровня 
BDNF наблюдается и при терапии антидепрес-
сантами, например, селективными ингибиторами 
обратного захвата серотонина [13]. Это косвенно 
может подтверждать связь изменения экспрессии 
BDNF именно с противодепрессивными эффектами 
терапии.

Таким образом, наблюдаемые нами поведенче-
ские эффекты ЭСТ могут быть опосредованы актива-
цией структурных изменений головного мозга за счет 
увеличения уровня BDNF. В дальнейшем необходи-
мо изучить влияние УЗ и ЭСТ на пластические про-
цессы головного мозга крыс, а также исследовать 
роль других нейротрофических биомаркеров в эф-
фектах стимуляции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе были показаны противодепрессив-
ные эффекты ЭСТ в модели воздействия УЗ волн 
переменной частоты. Подобное положительное 
влияние терапии может быть связано с активаци-
ей BDNF в головном мозге. Полученные данные 
вносят вклад в понимание механизмов действия 
терапии и подтверждают роль BDNF в оказывае-
мых лечебных эффектах.
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Electroconvulsive therapy (ECT) is an effective treatment method for depression therapy. It produces 
a  number of  biological effects, including neurotrophic factors regulation. In  the present paper, 
we investigated the ECT response in depressed rats subjected to the variable frequency ultrasound 
(20–45 kHz) and examined the contribution of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) expression 
changes to the observed effects. The obtained results reflect the therapeutic potential of ECT for the 
treatment of depressive-like state in rodents and indicate the role of BDNF in these processes. In the 
future research, it  is necessary to investigate the relationship between neurotrophin and structural 
changes and to study other neurotrophic biomarkers that may be associated with the development 
of depression-like state and the therapy response.
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ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ... ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО  
И УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА У СМОЛТОВ ГОРБУШИ  

ONCORHYNCHUS GORBUSCHA (WALB.) ПРИ СМЕНЕ СОЛЕНОСТИ СРЕДЫ
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Исследовали активность ключевых ферментов энергетического и углеводного обмена (цитохром 
c оксидазы (ЦО), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), альдолазы, глюкозо‑6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ) 
и 1-глицерофосфатдегидрогеназы (1-ГФДГ)) у смолтов горбуши Oncorhynchus gorbuscha (Walb.) Белого 
моря в садковом эксперименте, моделирующем ее переход из пресной среды в морскую. Выявлено 
снижение активности ЦО, Г6ФДГ, 1-ГФДГ и усиление – ЛДГ и альдолазы у молоди при повышении 
солености воды. Полученные результаты позволяют предположить, что у горбуши происходит пере-
распределение энергетических субстратов между реакциями аэробного и анаэробного обмена в сторону 
усиления анаэробного синтеза АТФ. Это может свидетельствовать о реализации у молоди горбуши 
адаптивных механизмов перестройки метаболизма, направленной на энгергообеспечение процесса 
осморегуляции при изменении соленосного режима среды обитания.

Ключевые слова: горбуша, ферменты, энергетический обмен, соленость, смолтификация, Белое море
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ВВЕДЕНИЕ

11Соленость является одним из важнейших абио-
тических факторов среды, оказывающих влияние 
на жизнедеятельность водных организмов, в том 
числе рыб. Виды рыб отличаются по степени при-
способленности к колебаниям солености среды оби-
тания. Неспособность регулировать водно-солевой 
обмен может привести к обезвоживанию, что счи-
тается основной причиной смертности организмов 
при акклиматизации к морской воде [1]. Процесс 
адаптации эвригалинных рыб к изменению солено-
сти среды связан с преобразованиями в осморегу-
ляторной системе и перераспределением энерге-
тических ресурсов организма [2]. В исследованиях 
интенсивности потребления кислорода в условиях 
изменения солености воды, показано, что моду-
ляция и стимуляция процессов транспорта ионов 
у рыб сопровождается значительным увеличением 
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Федерального государственного бюджетного учреждения 
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расхода энергии [2, 3]. Удовлетворение возрос-
ших потребностей организма рыб в энергии при 
их акклиматизации к смене соленосного режима 
обеспечивается метаболическими перестройками, 
связанными с изменением в направлении и ин-
тенсивности путей энергетического и углеводного 
обмена. Установлено, что энергия, необходимая 
осморегуляторным органам рыб (жабрам и поч-
кам) для поддержания ионного гомеостаза обра-
зуется, прежде всего, за счет окисления глюкозы 
и  лактата, поступающих из  кровеносных сосу-
дов [3]. Определение изменения в количестве энер-
гетических субстратов или активности ферментов, 
участвующих в их превращении, может дать пред-
ставление об уровне энергозатрат, связанных с ре-
гуляцией метаболизма при изменении солености 
среды [2]. Различия в характере изменения актив-
ности ферментов энергетического и углеводного 
обмена в условиях адаптации к разной солености 
были ранее показаны в исследованиях на эврига-
линных и анадромных видах рыб [2, 4–7]. В от-
личие от большинства видов лососевых, горбуша 
смолтифицируется вскоре после вылупления, что 
позволяет ей мигрировать в океан в раннем воз-
расте [8]. Поскольку эта особенность требует срав-
нительно быстрой ответной реакции организма 
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на смену солености среды обитания, можно пред-
положить, что энергетически процесс гипоосморе-
гуляции обеспечивается изменением направления 
и  интенсивности путей энергетического обмена 
и окисления глюкозы.

Целью данной работы было оценить активность 
ферментов энергетического и углеводного обме-
на (цитохром с  оксидазы, лактатдегидрогеназы, 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, 1-глицерофос-
фатдегидрогеназы и альдолазы) у смолтов горбу-
ши в период ската, в экспериментальных условиях, 
модулирующих ее переход на разные по солености 
участки миграционного пути (река, эстуарий, море).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследовали смолтов горбуши, отловленных 
в естественных условиях в период ската в реке Ин-
дера бассейна Белого моря и помещенных в садки 
с разными условиями солености для экспозиции. 
Использовали три одинаковых садка, установлен-
ных в разных местах миграционного пути горбу-
ши – непосредственно в реке Индера (пресная вода), 
в  эстуарии реки (распресненная вода, соленость 
в прилив – 6‰, в отлив – 0‰) и в Белом море 
(соленость 30‰). В начале эксперимента (28 мая) 
отловили около 1000 смолтов горбуши из  реки 
и поместили в речной садок. Спустя сутки (29 мая) 
особей в количестве 15 штук взяли на анализ (усы-
пляли с помощью гвоздичного масла и фиксировали 
в жидком азоте) в качестве контроля, а оставших-
ся распределили по трем группам – садкам “река”, 
“эстуарий”, “море”. Через 24 часа (30 мая) и 72 часа 
(1 июня) экспозиции в каждом садке производили 
отбор и фиксацию молоди (по 15 особей на груп-
пу) для дальнейшего биохимического анализа. 
Размерно-весовые характеристики исследуемых 
рыб, а также даты взятия проб и температура воды, 
представлены в табл. 1.

Активность исследуемых ферментов определя-
ли (индивидуально для каждой особи) спектрофо-
тометрически по общепринятым методикам [9–11] 
и  выражали в  мкмоль/(мин)*мг белка. Концен-
трацию белка определяли методом Брэдфорд [12]. 

Статистический анализ полученных результатов 
проводили с помощью критерия Краскела–Уол-
лиса с последующим сравнением выборок с ис-
пользованием критерия Манна–Уитни. Различия 
считали достоверными при р<0.05. Биохимический 
анализ выполнен на базе лаборатории экологиче-
ской биохимии ИБ КарНЦ РАН с использованием 
оборудования Центра коллективного пользования 
ФИЦ “КарНЦ РАН”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получены результаты, указывающие на разли-
чия в изменениях активности исследуемых фер-
ментов энергетического и  углеводного обмена 
у горбуши при переносе из пресной воды в соле-
ную. Активность ЦО у молоди в морском садке че-
рез трое суток экспозиции была достоверно ниже, 
чем таковая у  рыб в  эстуарном садке (рис.  1 а, 
p<0.05). Это указывает на снижение уровня аэроб-
ного обмена после перемещения мальков в среду 
с большей соленостью. При этом активность ЛДГ 
была выше у рыб в морском садке по сравнению 
с речным уже через сутки после переноса и через 
трое суток эти различия сохранялись и были выяв-
лены также для активности альдолазы (рис. 1 б, в, 
p<0.05), что указывает на более высокую интенсив-
ность процессов анаэробного обмена и использо-
вания углеводов в гликолизе в гиперосмотических 
условиях.

Более низкая аэробная емкость у молоди горбу-
ши в море, вероятно, компенсируется анаэробным 
синтезом АТФ. Подобная компенсаторная реакция 
была выявлена у смолтов горбуши в нашем преды-
дущем исследовании, где рыб выдерживали в море 
в течение 10 суток в длительном садковом экспери-
менте [7]. Ранее было показано, что личинки гор-
буши лучше других видов тихоокеанских лососей 
способны приспосабливаться к изменению соле-
ности среды обитания, регулируя концентрацию 
ионов в плазме крови при резком переходе в мор-
скую воду [13].

Согласно данным литературы [3], анаэроб-
ный метаболизм углеводов играет ведущую роль 

Таблица 1. Размерно-весовые характеристики молоди горбуши из разных групп в садковом эксперименте
Группа Т, °С воды (в день отбора) Длина (TL), см* Масса, г*

29.05 до эксперимента (контроль-нулевая точка), река 6.8 3.23±0.05 0.15±0.01
30.05 садок “река” (24 часа экспозиции) 6.4 2.83±0.05 0.13±0.00
30.05 садок “эстуарий” (24 часа экспозиции) 10.1 2.90±0.06 0.13±0.00
30.05 садок “море” (24 часа экспозиции) 6.4 2.99±0.05 0.14±0.01
01.06 садок “река” (72 часа экспозиции) 8.8 2.97±0.04 0.15±0.00
01.06 садок “эстуарий” (72 часа экспозиции) 7.3 2.85±0.03 0.15±0.01
01.06 садок “море” (72 часа экспозиции) 7.3 2.87±0.04 0.15±0.01

Примечание: TL – абсолютная длина тела, *среднее значение и его ошибка.
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в  адаптивных реакциях водно-солевого обме-
на к  обитанию рыб в  морской воде, являясь ме-
ханизмом, быстро реагирующим на  изменение 

потребностей в энергии АТФ. О значении анаэроб-
ного гликолиза у рыб в энергообеспечении процесса 
осморегуляции свидетельствует увеличение интен-
сивности окисления глюкозы и лактата, которые, 
как было показано [2], становятся основными ис-
точниками энергии при адаптации разных видов 
рыб к изменению солености среды обитания.

У смолтов горбуши в  садке с  морской водой 
установлены относительно более низкие значе-
ния активности Г6ФДГ (спустя сутки экспозиции 
по  сравнению с  речным садком, а  также спустя 
трое суток по сравнению с эстуарным) и 1-ГФДГ 
(спустя трое суток по сравнению с речным садком) 
(рис. 2 а, б, p<0.05). Это свидетельствует о более 
низком уровне использования продуктов распада 
углеводов в липидном обмене, что может быть свя-
зано со снижением образования восстановителей 
в виде НАДФН в пентозо-фосфатном пути, а так-
же 1-глицерофосфата, необходимых для реакций 
биосинтеза липидов [14,15]. Принимая во внима-
ние наблюдаемое у рыб в морском садке снижение 
активности ЦО и увеличение – ЛДГ и альдолазы, 
можно предположить, что у исследуемой молоди гор-
буши происходит перераспределение углеводов меж-
ду реакциями энергетического обмена, пентозо-фос-
фатного пути, в сторону анаэробного синтеза АТФ. 
Вышеуказанные вариации активности исследуемых 
ферментов при резком увеличении концентрации 
ионов в организме рыб, содержащихся в морской 
воде, по-видимому, связаны с перестройкой мета-
болизма и  согласуются с “запуском” механизмов 
перераспределения энергии между осморегуляцией 
и другими энергозатратными метоболическими про-
цессами, такими как рост и развитие [5,16]. Установ-
ленные относительно более низкие значения актив-
ности Г6ФДГ и 1-ГФДГ у горбуши в морском садке 
по сравнению с речным аналогичны полученным 
нами в длительном садковом эксперименте по из-
учению адаптивных возможностей смолтов горбуши 
на разных по солености участках их покатной мигра-
ции (реки, эстуария, моря) [7]. Это может указывать 
как на устойчивое формирование, так и на последую-
щее сохранение (как минимум до 10 суток) адаптив-
ных перестроек путей энергетического и углеводного 
обмена у смолтов горбуши при их переносе из прес
ной воды в соленую.

У особей горбуши, помещенных в эстуарный са-
док, не было установлено различий по исследуемым 
показателям с группой из реки (рис. 1 и 2). Такие 
различия в активности ЦО, ЛДГ, 1-ГФДГ и альдо-
лазы были характерны для смолтов только спустя 
10  суток их  экспозиции в  эстуарии в  более дли-
тельном эксперименте, проведенном нами ранее 
[7]. Вероятно, у рыб, находящихся под влиянием 
суточных колебаний соленосного и температурно-
го режимов воды эстуария, адаптивные модуляции 
энергетического обмена проявляются спустя более 
продолжительный период воздействия этих условий.
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Рис. 1. Относительная активность ферментов ЦО (а), 
ЛДГ (б), альдолазы (в) (мкмоль/мин/мг белка) у смол-
тов горбуши при переносе в садки с разной солено-
стью. Различия достоверны при p<0.05: * – по сравне-
нию с группой рыб в речном садке, # – по сравнению 
с группой рыб в эстуарном садке, а – по сравнению 
с контрольной группой.
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Таким образом, результаты проведенного иссле-
дования изменений активности ферментов энер-
гетического и углеводного обмена у мигрирующих 
смолтов горбуши при смене солености среды оби-
тания свидетельствуют о наличии у них адаптивных 
метаболических перестроек в аэробном и анаэроб-
ном обмене, функционировании пентозо-фосфат-
ного пути. По-видимому, в организме рыб после 
миграции в море происходит усиление анаэробного 
пути синтеза АТФ за счет повышения уровня ути-
лизации углеводов путем гликолиза, и, напротив, 
снижение степени использования углеводов в пен-
тозо-фосфатном пути и продуктов их распада в ли-
пидном обмене, что является одним из механизмов 
биохимической адаптации молоди горбуши к пере-
ходу из пресной воды в соленую.
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CHANGE IN THE ACTIVITY OF ENZYMES OF ENERGY  
AND CARBOHYDRATE METABOLISM  

IN PINK SALMON SMOLTS ONCORHYNCHUS GORBUSCHA (WALB.)  
WITH CHANGE IN ENVIRONMENTAL SALINITY

N. S. Shulgina, M. V. Kuznetsova*, M. A. Rodin, M. Yu. Krupnova,  
D. A. Efremov, S. A. Murzina, Academician of the RAS N. N. Nemova

Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russian Federation
*e-mail: kuznetsovamvi@yandex.ru

The activity of key enzymes of energy and carbohydrate metabolism (cytochrome c oxidase (CO), lactate 
dehydrogenase (LDH), aldolase, glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) and 1-glycerophosphate 
dehydrogenase (1-GPDH)) was studied in smolts of pink salmon Oncorhynchus gorbuscha (Walb.) from 
the White Sea in a cage experiment simulating its transition from freshwater to marine environment. 
A decrease in the activity of CO, G6PDH, 1-GPDH and an increase in LDH and aldolase in juveniles 
with increasing water salinity were revealed. The obtained results allow us  to assume that in  the 
studied pink salmon there is a redistribution of energy substrates between the reactions of aerobic and 
anaerobic metabolism towards an increase in anaerobic ATP synthesis. This may indicate the realization 
of adaptive mechanisms of metabolic restructuring in pink salmon juveniles, aimed at providing energy 
for the osmoregulation process when the salinity regime of the habitat changes.

Keywords: pink salmon, enzymes, energy metabolism, salinity, smoltification, White Sea
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У АНТАРКТИЧЕСКОГО КРИЛЯ EUPHAUSIA SUPERBA  
ИЗ ТРЕХ РАЙОНОВ АТЛАНТИЧЕСКОГО СЕКТОРА АНТАРКТИКИ
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Исследовано содержание общих липидов и жирных кислот в тканях и сегментах тела взрослых особей 
антарктического криля, отловленных в трех, различающихся по экологическим условиям, районах 
Атлантического сектора Антарктики. Показаны достоверные отличия тканей и сегментов тела антаркти-
ческого криля исследуемых регионов по липидному и жирнокислотному статусу. Анализ основных 
метаболических индексов качества липидов E. superba свидетельствует о его высокой пищевой ценно-
сти, в том числе, благодаря высокой ненасыщенности его липидов, благоприятных для здоровья челове-
ка соотношений физиологически значимых и эссенциальных жирных кислот, что можно рассматривать 
как отличительную биохимическую характеристику этого вида. Результаты исследования могут быть 
использованы для формирования научно-обоснованного подхода к дальнейшей технологической об-
работке криля-сырца и для целевого извлечения отдельных веществ и компонентов липидной природы.
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ВВЕДЕНИЕ

11Антарктический криль (Euphausia superba Dana, 
1850) – один из наиболее массовых морских видов 
отряда Euphausiacea, являющийся важным объектом 
питания широкого круга организмов низкоширот-
ной морской экосистемы. Криль не только играет 
важную роль в функционировании экосистем Ан-
тарктики и ее пищевой сети [1], но также является 
частью разнообразных зоопланктонных сообществ: 
северного океанического с доминирующими вида-
ми Salpa thompson и Themisto gaudichaudii, основного 
океанического – с веслоногими, Thysanoessa macrura 

1Институт биологии – обособленное подразделение 
Федерального государственного бюджетного учреждения 
науки Федерального исследовательского центра 
“Карельский научный центр Российской академии наук”, 
Петрозаводск, Россия
2Федеральное государственное бюджетное учреждение 
Всероссийский научно-исследовательский институт 
рыбного хозяйства и океанографии (ФГБНУ “ВНИРО”), 
Москва, Россия
*e-mail: murzina.svetlana@gmail.com

и неритического – Euphausia crystallorophias и антар-
ктической серебрянкой Pleuragramma antarctica [2]. 
В связи с важным значением антарктического кри-
ля для морской экосистемы Антарктики ее иногда 
называют “криль-центричной”. Основные скопле-
ния антарктического криля отмечаются в Антар-
ктической части Атлантики (АчА). Благодаря сво-
им огромным запасам и высокой биологической 
ценности, криль продолжает оставаться одним 
из важных ресурсов мирового рыболовства [3, 4]. 
Несмотря на отсутствие промысла этого вида Рос-
сийской Федерацией (РФ) в последнее десятилетие, 
антарктический криль остается перспективным 
объектом промысла в Антарктике для РФ. Лидером 
промысла антарктического криля является Норве-
гия, на эту страну за последние десятилетие при-
ходилось от 56 до 71 % всех уловов. Второе место 
делят между собой Китай (13–25 %) и Республика 
Корея (8–20 %) (рис. 1).

Следует отметить, что антарктический криль, 
как правило, рассматривается как объект биотех-
нологии в ограниченном аспекте (источник белка, 
каротиноидов и  нескольких незаменимых жир-
ных кислот), однако его потенциальная ценность 
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и многовекторность использования как важного 
природного сырья требуют дополнительных исследо-
ваний по биохимической характеристике этих видов 
с целью расширения возможностей их использова-
ния. Эти сведения могут иметь значение для разви-
тия одного из важных биотехнологических направ-
лений – “морского биопроспектинга”, связанного 
с целевым использованием морских биоресурсов, 
основанном на фундаментальных знаниях о струк-
туре, количественном и качественном составе био-
логически активных макромолекул у гидробионтов.

В рамках настоящего исследования представле-
ны первые данные о содержании жирных кислот 
в сегментах тела взрослых особей криля – третьем 
абдоминальном членике, хвосте, а также в гепато-
панкреасе, отловленных в январе 2022 года в про-
ливе Брансфилда и Антарктик, а также бассейне 
Пауэлла моря Уэдделла, вблизи о-вов Джеймса 
Росса и Шишкова Атлантического сектора Антаркти-
ки. Впервые представлена современная оценка пи-
щевой ценности и функциональной значимости для 
здоровья человека антарктического криля, основан-
ная на анализе набора ключевых метаболических ин-
дексов липидного обмена. Результаты исследования 
могут быть использованы для формирования научно-
обоснованного подхода дальнейшей технологической 
обработки криля-сырца (при получении крилевого 
масла, муки и др.) и для целевого извлечения отдель-
ных веществ и компонентов липидной природы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Отлов антарктического криля проводили в за-
падном секторе АчА (районы проливов Бранс-
филда и Антарктик, бассейне Пауэлла моря Уэд-
делла, вблизи о-вов Джеймса Росса и  Шишко-
ва) [6] в  рамках 87-го рейса НИС “Академик 

Мстислав Келдыш” (АМК-87) в период с 22 ян-
варя по 12 февраля 2022 г. Материал был полу-
чен из  ловов двойной квадратной сетью (ДКС) 
и  разноглубинного трала Айзекса-Кидда в  мо-
дификации Самышева-Асеева (РТАКСА). ДКС 
имел входное отверстие площадью 1 м2 и фильтру-
ющий конус длиной 6 м из газа с размером ячейки 
0.5 мм [7]. РТАКСА, не замыкающееся орудие лова 
с площадью устья 6 м2, длиной сетной части 25 м из 
безузловой дели с ячеей 6 мм и вставкой в кутце 
из капронового сита № 15 (0.67 мм) [8]. Весь иссле-
дуемый антарктический криль был получен с глу-
бин 100–300 м, при скорости движения судна от 2 
до 3.3 узлов. Полученный криль незамедлительно 
транспортировался в лабораторию для дальнейше-
го анализа.

Препарирование свежевыловленных особей 
и получение отдельных образцов гепатопанкреаса, 
третьего и  хвостового сегмента тела (мышечная 
ткань) осуществляли на  хладагенте в  холодной 
комнате. Образцы до момента доставки в лаборато-
рию сохранялись при температуре –80оС. Далее, про-
водилась гомогенизация в системе хлороформ: ме-
танол (2:1, по объему). Экстракцию общих липидов 
(ОЛ) из отобранных образцов проводили по методу 
Фолча [9]. Качественный и количественный ана-
лиз жирных кислот (ЖК) ОЛ проводили методом 
газовой хроматографии (ГХ), сопряженной с масс-
селективным (ГХ-МС) и пламенно-ионизационным 
(ГХ-ПИД) детектором. Для определения качествен-
ного состава полученной смеси метиловых эфиров 
жирных кислот (МЭЖК) проводили их разделение 
на ГХ с моноквадрупольным масс-селективным де-
тектором “Маэстро-αМС” (“Сайтегра”, Россия), 
где в качестве подвижной фазы использовался ге-
лий, а неподвижной – (88% цианопропил)арил-по-
лисилоксан (хроматографическая колонка HP-88, 
“Agilent”, США). Полученные данные анализи-
ровали с использованием ПО “Маэстро Аналитик 
v.  1.025” и  библиотекой NIST. Количественный 
анализ осуществляли на ГХ-ПИД “Хроматэк-Кри-
сталл-5000.2” (“Хроматэк”, Россия) при идентичных 
условиях, однако с использованием азота в качестве 
подвижной фазы. Обработку полученных результатов 
проводили в ПО “Хроматэк-Аналитик v. 3.0.298.1”.

На основе полученных ЖК-профилей тканей 
и сегментов тела криля для определения пищевой 
и биотехнологической значимости этого вида рас-
считаны следующие индексы:

Индекс атерогенности (IA):

( )
( )ПНЖК ПНЖК MНЖК

12 : 0 4 14 : 0 16 : 0

3 6 
IA

n n

 + × + =
− + − +

где 12:0 – лауриновая кислота, 14:0 – миристиновая 
кислота, 16:0 – пальмитиновая кислота, n-3 и n-6 
ПНЖК  – полиненасыщенные жирные кислоты 
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Рис. 1. Промысел антарктического криля в  АчА 
по  странам 2013–2022 гг. согласно данным ФАО 
(FAO, 2024 [5])
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“омега-3” и “омега-6” семейств, МНЖК – моно-
ненасыщенные жирные кислоты

Качество липидов рыбы/мяса (FLQ):

( ) ( )
ЖК

20 :5 3 22 : 6 3
100

cis n cis n
FLQ

− + −
= ×

∑

где cis20:5(n-3)  – эйкозапентаеновая кислота, 
cis22:6(n-3) – докозагексаеновая кислота, ∑ЖК – 
сумма всех жирных кислот

Гипо- и гиперхолестеринемия (HH):

ПНЖК18 :1

12 : 0 14 : 0 16 : 0

cis
HH

+∑
=

+ +

где cis18:1 – мононенасыщенные жирные кислоты 
с 18 атомами углерода, ∑ПНЖК – сумма всех по-
линенасыщенных жирных кислот, 12:0 – лаурино-
вая кислота, 14:0 – миристиновая кислота, 16:0 – 
пальмитиновая кислота

Индекс укрепления здоровья (HPI):

HPI =
∑

+ ×( )+
UFA

12 0 4 14 0 16 0: : :

где ∑UFA – сумма всех ненасыщенных жирных 
кислот, 12:0 – лауриновая кислота, 14:0 – мири-
стиновая кислота, 16:0 – пальмитиновая кислота.

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

Статистическая обработка результатов прово-
дилась с использованием языка программирования 
“R” (версия 4.4.1.) в среде разработки “RStudio” 
(https://www.posit.co) с применением дополнитель-
ных пакетов: “readxl” (версия 1.4.3.), “tidyverse” 
(версия 2.0.0.), “vegan” (версия 2.6–6.1) [10]. Для 
описания количественного содержания ОЛ и ин-
дивидуальных ЖК  в сегментах тела криля были 
рассчитаны параметры описательной статистики – 
среднее арифметическое и его ошибка, дисперсия, 
распределение выборки. Достоверность различий 
(p-value ≤ 0.05) оценивали с помощью попарного 
сравнения выборок непараметрическим тестом 
Вилкоксона–Манна–Уитни. Ординацию районов 
отлова антарктического криля в многомерном про-
старнстве признаков ЖК профиля для гепатопан-
креаса, третьего и хвостового сегмента тела проводи-
ли с применением алгоритма неметрического много-
мерного шкалирования (NMDS). Для определения 
наилучшей метрики расстояний между исходной 
и моделируемой матрицами дистанций использовали 
коэффициент корреляции Спирмена, а оценку меры 

расхождений между матрицами осуществляли при 
помощи показателя “Стресс” [11]. Оценку влия-
ния абиотических факторов среды (температура, 
соленость, концентрация кислорода и хлорофил-
ла а) на содержание индивидуальных ЖК в разных 
сегментах тела криля из разных районов вылова 
проводили с применением канонического анали-
за соответствий (ССА) [11]. Выявление наилучшей 
метрики расстояний осуществляли также по коэф-
фициенту Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Известно, что липиды, среди биохимических 
компонентов криля, характеризуются наибольшей 
изменчивостью и зависят от размера криля, ста-
дии зрелости, его возраста, пола, а также от сезона, 
экологических условий района обитания [12, 13].

Достоверно высокое содержание ОЛ (по срав-
нению с особями других районов) показано для 
криля в бассейне Пауэлла моря Уэдделла, вблизи 
о-вов Джеймса Росса и Шишкова: гепатопанкре-
ас – 24.2% сухого вещества, хвостовой и третий аб-
доминальный сегмент – 16.9% и 16.6% (табл. 1). 
Количество ОЛ  у криля из  пролива Брансфилд 
и пролива Антарктик составило: гепатопанкреас – 
9.87% и 8.74%, третий абдоминальный сегмент – 
6.79% и 6.39%, хвостовой сегмент – 6.64% и 9.44% 
соответственно. Отмечено, что высокому содержа-
нию липидов соответствует их меньшая ненасы-
щенность и напротив меньше содержание липидов 
отличается высоким содержанием ПНЖК. Так, в по-
рядке убывания (по количеству) ЖК-профиль иссле-
дованных тканей и сегментов тела криля в бассейне 
Пауэлла моря Уэдделла, вблизи о-вов Джеймса Рос-
са и Шишкова представлен: НЖК от 43% до 44.65% 
от суммы ЖК, ПНЖК от 29.71% до 31.0%, где доми-
нируют (n-3)ПНЖК – 28.36–29.62% при этом (n-6)
ПНЖК – 1.35–1.4%, МНЖК составляют от 25.65% 
до 25.98% от суммы ЖК. Самые ненасыщенные 
липиды у криля из пролива Брансфилда, где уста-
новлено наибольшее содержание ПНЖК (за счет 
(n-3) ПНЖК)  – от 43.55% до 48.% (от 41.14% 
до  46.48%), далее следуют МНЖК  – от 20.23% 
до 24.75% и затем НЖК – от 29.87% до 31.17%.

Ранее [12] обсуждалось, что при повышении 
уровня липидов в криле ненасыщенность, устойчи-
вость к окислению снижается, тем самым снижает-
ся и пищевая ценность. Несмотря на установленные 
различия содержания ПНЖК у  антарктического 
криля из разных районов, их уровень высокий, а до-
минирование (n-3)ПНЖК, обладающих широким 
спектром положительных биологических эффектов 
и физиологических функций на организм, опреде-
ляет пищевую значимость антарктического криля 
в профилактике нарушений обмена липидов, свя-
занных с их экзогенным поступлением.
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Установлено, что ЖК-профиль исследованных 
тканей и сегментов криля характеризуется высо-
ким разнообразием, но в минорном количестве, 
короткоцепочечных и  среднецепочечных ЖК, 
с нечетным числом атомов углерода в цепи, а так-
же наличием форм изо- и антеизоразветвленных 

кислот, которые отражают прямое или чаще 
опосредованное присутствие бактерий в питании 
E. superba. Гепатопанкреас, третий абдоминальный 
и хвостовой сегменты различаются друг от друга 
набором отдельных ЖК, что связано в первую оче-
редь с  отличием этих тканей по  метаболической 

Таблица 1. Содержание общих липидов (% сухого вещества) и жирных кислот (% суммы ЖК) в гепатопанкреасе (Г), третьем 
абдоминальном (3АС) и хвостовом сегменте (ХС) у антарктического криля из трех районов Атлантического сектора Антарктики

Район Пролив Брансфилда Пролив Антарктик бассейн Пауэлла моря Уэдделла
ОЛ/ЖК Г 3АС ХС Г 3АС ХС Г 3АС ХС

ОЛ 9.87±0.96 6.79±0.39 6.64±0.5 8.74±0.46 6.39±0.07 9.44±1.27 24.24±1.25 16.56±1.33 16.97±1.23
12:0 0.08±0.01 0.01±0.01 0.04±0.02 0.06±0.03 0.08±0.01 0.08±0.04 0.12±0.01 0.11±0.01 0.12±0.01
13:0 0.04±0.01 0±0 0.02±0.01 0±0 0±0 0.02±0.01 0.04±0.01 0.02±0.01 0.03±0.01
14:0 4.57±0.68 3.87±0.42 4.13±0.62 7.45±0.94 5.64±0.23 6.8±0.46 9.6±0.42 8.84±0.35 9.54±0.39
15:0 0.31±0.03 0.23±0.03 0.24±0.04 0.18±0.04 0.16±0.02 0.18±0.02 0.19±0.03 0.19±0.03 0.19±0.03
iso15:0 0.1±0.02 0.02±0.01 0.06±0.02 0.06±0.03 0.03±0.02 0.08±0.02 0.1±0.01 0.1±0.01 0.1±0.01
anteiso15:0 0.07±0.01 0.01±0.01 0.05±0.02 0.03±0.02 0±0 0.04±0.02 0.02±0.01 0.02±0.01 0.02±0.01
16:0 19.44±0.56 20.61±0.32 19.86±0.44 21.07±0.99 20.14±0.63 21.11±0.41 21.67±0.17 21.11±0.35 21.46±0.26
iso16:0 0.08±0.02 0.01±0.01 0.04±0.02 0±0 0±0 0.01±0.01 0.03±0.01 0.03±0.01 0.03±0.01
17:0 0.12±0.02 0.11±0.03 0.09±0.02 0.01±0.01 0.02±0.02 0.04±0 0.03±0.01 0.04±0.01 0.03±0.01
iso17:0 0.23±0.03 0.11±0.03 0.17±0.03 0.09±0.03 0.09±0.02 0.11±0.01 0.12±0.02 0.12±0.01 0.13±0.02
18:0 1.85±0.18 3.7±0.45 2.35±0.23 3.56±0.94 4.7±0.42 3.6±0.38 3.11±0.16 3.75±0.19 3.33±0.13
19:0 0.08±0.01 0.21±0.04 0.1±0.02 0.11±0.08 0.16±0.03 0.08±0.02 0.03±0 0.08±0.02 0.05±0.01
20:0 1.36±0.1 3.22±0.26 2.11±0.28 6.69±3.48 11.92±2.14 7.98±1.52 6.56±0.36 8.47±1.15 7.35±0.49
21:0 0.01±0 0±0 0±0 0.07±0.04 0.21±0.08 0.1±0.03 0.09±0.01 0.12±0.02 0.09±0.01
23:0 1.2±0.65 1.88±0.54 1.49±0.36 1.11±0.29 0.47±0.04 0.43±0.25 0.04±0.01 0.05±0.02 0.04±0.01
24:0 0.28±0.02 0.66±0.07 0.39±0.07 1.27±0.65 2.18±0.35 1.48±0.26 1.23±0.07 1.59±0.22 1.37±0.09
cis14:1(n-5) 0.09±0.04 0±0 0.03±0.01 0.02±0.01 0±0 0.03±0.01 0.1±0.01 0.09±0.01 0.09±0.01
cis16:1(n-7) 4.54±1.16 4.01±0.94 3.27±0.44 6.75±0.64 5.17±0.06 6.38±0.1 6.09±0.28 6.16±0.31 6.18±0.31
cis17:1(n-7) 0.47±0.13 0.13±0.09 0.12±0.09 0.63±0.33 0.76±0.03 0.99±0.02 0.7±0.05 0.67±0.05 0.72±0.05
trans18:1(n-9) 0.13±0.03 0.08±0.04 0.1±0.03 0.05±0.03 0.05±0 0.08±0.01 0.06±0.01 0.06±0 0.06±0.01
cis18:1(n-9) 10.07±1.43 10±0.88 8.48±0.49 11.42±0.73 9.24±0.53 10.68±0.22 12.98±0.38 12.91±0.5 13.01±0.47
cis18:1(n-7) 8.71±0.46 6.99±0.34 7.7±0.47 4.64±0.28 4.27±0.27 4.46±0.12 4.92±0.11 4.67±0.12 4.68±0.1
cis20:1(n-9) 0.62±0.09 0.57±0.1 0.48±0.06 0.63±0.03 0.51±0.04 0.58±0.05 1.03±0.06 0.99±0.07 0.97±0.06
cis24:1(n-9) 0.12±0.02 0.02±0.01 0.05±0.02 0.06±0.03 0.01±0.01 0.08±0.02 0.11±0.01 0.09±0.01 0.09±0
cis18:2(n-6) 1.57±0.14 1.64±0.11 1.73±0.1 0.93±0.12 0.9±0.1 0.92±0.07 1.25±0.14 1.2±0.13 1.24±0.15
cis18:3(n-6) 0.1±0.02 0.05±0.02 0.08±0.02 0.08±0.05 0±0 0.09±0.01 0.09±0.01 0.07±0.01 0.07±0.01
cis20:2(n-6) 0.14±0.02 0.57±0.24 0.17±0.02 0.07±0.07 0.14±0.14 0.03±0.01 0.05±0 0.06±0.01 0.05±0.01
cis20:4(n-6) 0.13±0.04 0.15±0.04 0.13±0.03 0.05±0.02 0.06±0.04 0.05±0.01 0.01±0 0.02±0.01 0.02±0
cis18:3(n-3) 0.98±0.15 0.88±0.14 1.03±0.13 0.4±0.08 0.45±0.07 0.44±0.06 0.68±0.06 0.62±0.08 0.64±0.07
cis18:4(n-3) 2.12±0.39 1.79±0.32 2.06±0.39 2.35±0.35 1.87±0.21 2.27±0.32 3.75±0.36 3.28±0.34 3.48±0.38
cis20:5(n-3) 23.84±1.47 20.61±1.12 23.86±0.73 21.8±0.57 20.2±0.33 21.44±0.83 17.09±0.57 15.79±0.7 16.15±0.6
cis22:5(n-3) 0.67±0.06 0.58±0.04 0.63±0.04 0.37±0.03 0.39±0.02 0.37±0.03 0.29±0.01 0.3±0.02 0.3±0.02
cis22:6(n-3) 15.78±1.6 17.29±0.84 18.89±1.39 8.01±0.79 10.14±1.17 8.97±0.83 7.79±0.38 8.37±0.58 8.34±0.54
НЖК 29.87±0.88 34.66±0.8 31.17±1.01 41.76±3.4 45.82±2.12 42.13±1.74 43±0.3 44.64±1.11 43.9±0.54
МНЖК 24.75±2.83 21.8±1.78 20.23±1.32 24.19±1.47 20.01±0.79 23.29±0.23 25.98±0.61 25.65±0.81 25.8±0.73
(n-3) ПНЖК 43.43±2.88 41.14±2.07 46.48±1.92 32.93±1.76 33.05±1.55 33.5±1.71 29.62±0.55 28.36±1.03 28.91±0.86
(n-6) ПНЖК 1.95±0.17 2.41±0.26 2.12±0.13 1.13±0.25 1.12±0.24 1.09±0.09 1.4±0.14 1.35±0.15 1.39±0.16
ПНЖК 45.38±2.92 43.55±2.1 48.6±1.93 34.06±2 34.17±1.64 34.58±1.77 31.02±0.65 29.71±1.15 30.3±1
IA 0.54 0.55 0.53 0.87 0.79 0.84 1.05 1.02 1.06
FLQ 16.02 37.9 42.75 29.81 30.34 30.41 24.88 24.16 24.49
HH 2.67 2.48 2.7 1.75 1.85 1.78 1.56 1.58 1.54
HPI 1.82 1.81 1.88 1.14 1.27 1.20 0.94 0.98 0.94
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нагрузке и функциональной роли в организме. На-
ряду с этим ткани криля также различаются коли-
чественно, что указывает на влияние экзогенных 
факторов, таких как трофический фактор (до-
ступность, разнообразие пищи и др.). Так, трофи-
ческий маркер зоопланктона – 20:1(n-9) кислота 
изменяется исключительно количественно среди 
исследованных тканей. Недавние исследования 
[14] демонстрируют, что (n-9)МНЖК способству-
ют более полному проявлению биологических эф-
фектов (n-3)ПНЖК в  организме атлантического 
лосося и клеточных линий печени человека. Про-
веденный нами канонический анализ соответствий 
(ССА) показал влияние ключевых абиотических 
факторов (температура, соленость, концентрация 
кислорода и хлорофилла а) на ЖК-профиль криля, 
тем самым подтверждая различия липидного и ЖК 
состава у особей из разных регионов (рис. 2).

В этой связи следует отметить, что такие эссен-
циальные ЖК  как линолевая кислота 18:2(n-6), 
α-линоленовая кислота 18:3(n-3), которые яв
ляются основоположниками физиологически зна-
чимых классов (n-6) и (n-3)ПНЖК и эндогормо-
нов липидной природы – эйкозаноидов, а также 
физиологически значимые для любого организма 
эйкозапентаеновая кислота 20:5(n-3), ЭПК, и доко-
загексаеновая кислота 22:6(n-3), ДГК, также ко-
личественно различаются в исследованных тканях 
и сегментах криля.

Согласно результатам анализа NMDS по ко-
личественному содержанию ЖК гепатопанкре-
ас криля из  пролива Брансфилда отличается 
от  такового бассейна Пауэлла моря Уэдделла, 
при этом особи из пролива Антарктик занима-
ют промежуточное положение. Интересно, что 
ЖК-профили третьего абдоминального и  хво-
стового сегмента различаются, формируя сепа-
ратные скопления данных. Считается [15], что 
ЖК-профиль третьего абдоминального сегмен-
та является “аккумулятором” ЖК-трофических 
биомаркеров, тем самым отражая кратковремен-
ную и долговременную взаимосвязь с трофиче-
скими условиями региона обитания криля [6,13]. 
В нашем исследовании показано, что расположе-
ние данных содержания ЖК, в том числе биомар-
керных, на плоскости двух главных осей NMDS 
действительно указывает на достоверные отличия 
таковых в третьем абдоминальном сегменте кри-
ля (рис. 3). Так, сформированы три сепаратных, 
непересекающихся облака данных, что указывает 
на достоверные отличия основных ЖК в мышцах 
этого сегмента и тесную связь с экологическими 
факторами региона обитания.

Современная оценка пищевой ценности и ка-
чества липидов сырья и  пищи основывается 
на  расчете и  анализе набора, т.н. метаболиче-
ских индексов или пищевых индексов: ПНЖК/
НЖК, индекс атерогенности (IA), индекс 

тромбогенности (IT), индекс гипо-/гиперхоле-
стеринемии (HH), индекс укрепления здоровья 
(HPI), качество липидов рыбы или мяса (FLQ) 
[16]. В  основе каждого из  этих индексов лежит 
оценка количественного соотношения ЖК, преи-
мущественно МНЖК и ПНЖК, индивидуальных 
ЖК эти классов, а также НЖК (высокий уровень 
которых рассматривается как фактор риска здо-
ровью), с учетом их известных функций в метабо-
лизме человека, биологических эффектов и роли 
в борьбе с нарушениями обмена веществ в орга-
низме. Среди таковых доказанных свойств следует 
упомянуть общеукрепляющие, иммуномодулиру-
ющие, противовоспалительные и противорако-
вые, способность к повышению инсулинорези-
стентности, кроме того, известно, что несбалан-
сированное питание по липидным компонентам 
может приводить к нарушениям развития, когни-
тивным расстройствам и развитию сердечно-со-
судистых заболеваний, ССЗ [16].

Индекс качества липидов (FLQ) у  антаркти-
ческого криля из всех трех биотопов характери-
зовался очень высокими значениями (пролив 

Рис. 2. Зависимость содержания жирных кислот в тка-
нях и сегментах антарктического криля из трех регио-
нов Атлантического сектора Антарктики от ключевых 
абиотических факторов (температура, соленость, кон-
центрация кислорода и хлорофилла а) с применением 
канонического анализа соответствий (ССА).
Примечание: “синий треугольник” – пролив Бранс-
филда (BS), “красный треугольник” – полуостров Ан-
тарктический (AP), “зеленый треугольник” – пролив 
Антарктик (AS).
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Брансфилда: от 16.0 до 42.7, пролив Антарктик: 
от 29.8 до 30.4, бассейн Пауэлла море Уэдделла: от 
24.2 до 24.9) за счет большого содержания эссенци-
альных 20:5(n-3) и 22:6(n-3) кислот, что подтверждает 
высокую пищевую ценность этого вида (табл. 1). Об-
наружено, что значения этого индекса слабо раз-
личались среди исследованных органов за исклю-
чением гепатопанкреаса особей из пролива Бранс-
филд (16.0). Индекс атерогенности (IA), один 
из самых распространенных для оценки пищевой 
ценности продукта, поскольку отражает потенци-
альную агрегацию тромбоцитов в сосудах (за счет 
биологической активности и участия данных ЖК 
в этих процессах), снижение накопления холесте-
рина и этерифицированных жирных кислот. Счи-
тается, что данный показатель ниже у продуктов, 
ранжируемых как “здоровая еда”, для мяса этот 
показатель варьирует в пределах от 0.165 до 1.32, 
а для усредненной группы “ежедневно потребляе-
мая пища” – от 1.42 до 5.13. В нашем исследовании, 
показано, что IA  различается у  криля из  разных 
регионов, но не различается в зависимости от ча-
сти тела (пролив Брансфилда – 0.5, пролив Антар-
ктик – 0.8, бассейн Пауэлла море Уэдделла – 1.0), 
при этом значения индекса благоприятно низкие – 
от 0.53 до 1.06 (табл. 1). Близкие значения IA пока-
заны для креветки Penaeus notialis (0.71–0.82), таких 
видов рыб как атлантическая сельдь Clupea harengus 
(0.70), короткоперая корвина Cynoscion parviinnis 
(1.07–1.16), некоторые виды бурых и зеленых водо-
рослей [16]. Пища со схожим и более низкими зна-
чениями индекса IA способствует снижению риска 
ССЗ, однако пределы значений данного индекса 
в  качестве рекомендованных для поддержания 
здоровья человека продолжают оставаться дискус-
сионными. Индекс гипо-/гиперхолестеренемии 

(НН) часто обсуждается в  комплексе с  IA, его 
значения для антарктического криля из разных 
районов различался – от 1.75 (пролив Антарктик) 
до 2.7 (пролив Брансфилда) и схож с таковым для 
морепродуктов (моллюски, креветки). Различия 
этого индекса между тканями и сегментами тела 
криля в пределах одного региона незначительны. 
“Здоровье-улучшающий” индекс (health–promoting 
index, HPI) [17], который непосредственно обо-
значает вклад ЖК продукта в борьбе с ССЗ, также 
не различался между тканями и сегментами тела 
криля в  пределах одного региона: был наиболь-
шим по величине у особей из пролива Брансфилда 
(2.5–2.7) и наименьшим у криля в бассейне Пау-
элла моря Уэдделла, вблизи о-вов Джеймса Росса 
и Шишкова (0.94–0.98). Большинство употребляе
мых в пищу молочных продуктов имеют значения 
этого индекса в пределах от 0.16 до 0.68, при этом, 
чем более высокие значения индекса, тем полезнее 
продукт [16].

Таким образом, в  настоящей работе показа-
ны достоверные отличия антарктического криля 
по содержанию общих липидов и жирных кислот 
в его тканях (гепатопанкреас, мышцы) и сегментах 
тела, что связано с  различиями экологических 
условий обитания в исследованных регионах Ат-
лантического сектора Антарктики (рис. 4).

При этом трофический фактор во  многом 
определяет наличие или отсутствие специфиче-
ских жирных кислот пищевого происхождения, 
например (n-9) мононенасыщенных жирных 
кислот.

Тем самым для целевого извлечения отдель-
ных компонентов липидной природы, индивиду-
альных ЖК и их сочетаний, с целью производ-
ства медицинских, парфюмерно-косметических 
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Рис. 3. Расположение данных содержания ЖК в тканях и сегментах антарктического криля из трех регионов Атлан-
тического сектора Антарктики на плоскости двух главных осей NMDS.
Примечание к рисунку NMDS: “А” – гепатопанкреас, “В” – 3-й абдоминальный сегмент, “С” – хвостовой сегмент; 

“зеленая область” – пролив Брансфилда (BS), “красная область” – полуостров Антарктический (AP), “синяя об-
ласть” – пролив Антактик (AS).
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препаратов, а также получения функциональных 
пищевых ингредиентов может быть рекомендо-
вана сепаратная обработка криля. Анализ основ-
ных метаболических индексов качества липидов 
E. superba свидетельствует о его высокой пище-
вой ценности, в том числе, благодаря высокой 
ненасыщенности его липидов, благоприятных 
для здоровья человека соотношений физиологи-
чески значимых и эссенциальных жирных кис-
лот, что можно рассматривать как отличитель-
ную биохимическую характеристику этого вида. 
Установлено, что значения рассчитанных ин-
дексов не различаются между исследованными 
тканями и сегментами тела криля, что позволя-
ет их совместно использовать при комплексной 
обработке криля с целью получения некоторых 
кормовых и  технических продуктов. При этом 
необходимо учитывать регион отбора образцов 
для данной технологической переработки.
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THE CONTENT OF FATTY ACIDS  
AND NUTRITIONAL INDEXES OF LIPIDS  

OF THE ANTARCTIC KRILL EUPHAUSIA SUPERBA COLLECTED  
FROM THREE REGIONS OF THE ATLANTIC SECTOR OF ANTARCTIC
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The content of total lipids and fatty acids in tissues and body segments of adult Antarctic krill caught 
in three regions of the Atlantic sector of Antarctica, differing in environmental conditions, was studied. 
Significant differences in terms of lipid and fatty acid status of the Antarctic krill tissues and body 
segments in studied regions were shown. Analysis of the main metabolic indices of the E. superba lipids 
quality testifies to its high nutritional value, including due to the high unsaturation of its lipids, favorable 
ratios of physiologically significant and essential fatty acids for human health, which can be considered 
as a distinctive biochemical characteristic of this species. The results of the study can be used to form 
a scientifically based approach to further technological processing of raw krill and for the targeted 
extraction of certain substances and components of a lipid nature.
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Исследовано содержание основных классов запасных липидов – триацилглицеринов, эфиров холе-
стерина и восков – в мышцах и печени окуня-клювача (Sebastes mentella), а также их изменение в гра-
диенте глубин и в разных районах Северной Атлантики. Установлены достоверные различия по ко-
личественному содержанию запасных липидов у морских окуней из разных горизонтов лова. Проана-
лизированные изменения липидов в тканях и органах рыб при увеличении глубины свидетельствуют 
об использовании триацилглицеринов, эфиров холестерина и восков в качестве энергетических 
источников, в том числе для поддержания плавучести организма при вертикальных перемещениях. 
Результаты исследования могут быть основой для дальнейшего изучения биохимических механизмов 
миграций коммерчески ценного промыслового вида морских окуней Северной Атлантики – окуня-
клювача, а также других гидробионтов со схожей двигательной активностью.

Ключевые слова: липиды, окунь-клювач, мезопелагическая зона, эколого-биохимические адаптации, 
вертикальные миграции, Северная Атлантика
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ВВЕДЕНИЕ

11Вертикальные миграции – эволюционно сло-
жившаяся модель поведения гидробионтов, в том 
числе рыб, которая основана на изменении глу-
бины обитания в  течение суток или в  процессе 
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онтогенетического развития [1]. Экологическое 
значение таких перемещений заключается в (1) 
снижении прямого воздействия хищных видов 
на виды-жертвы и (2) обеспечении эффективного 
освоения пищевых ресурсов различных биотопов, 
что способствует формированию экологической 
диверсификации глубоководных организмов [2]. 
В процессе эволюции рыб действие совокупности 
внешних факторов на организм послужило стиму-
лом для формирования комплекса приспособи-
тельных реакций на разных уровнях организации 
живого, в  том числе на  биохимическом. Одним 
из важнейших, и при этом наименее изученных 
компенсаторных механизмов эколого-биохимиче-
ских адаптаций, является накопление и изменение 
в теле рыб таких многофункциональных веществ, 
как липиды [3]. Известно, что накопление и изме-
нение в теле рыб запасных липидов с низкой плот-
ностью является, в том числе, адаптацией к дли-
тельному обитанию в толще воды [4]. При этом 
некоторые классы липидов могут прямо или опо
средованно участвовать в процессах поддержания 
и регуляции плавучести особей во время осущест-
вления вертикальных миграций [5–7].
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Окунь-клювач (клюворылый окунь, Sebastes 
mentella, сем. Sebastidae) является ярким предста-
вителем глубоководных вертикально-мигрирую
щих организмов, вертикальное распределение 
которого в Северной Атлантике (море Ирмингера 
и сопредельные воды) составляет от 0–50 метров 
до 1100 метров [8]. Большая продолжительность 
жизни морских окуней, а также специфика репро-
дуктивной биологии (например, внутреннее опло-
дотворение, яйцеживорождение и вымет личинок 
в верхней эпипелагиали) способствовали формиро-
ванию компенсаторных реакций в широком диапа-
зоне глубин [8], в том числе на уровне липидного 
обмена. Ввиду высокой коммерческой ценности 
клюворылого окуня изучение липидного профиля 
данного вида осуществлялось в основном с позиции 
оценки значимости и распределения его промысло-
вых скоплений в районах Северной Атлантики [9]. 
Однако исследований по участию компонентов ли-
пидной природы в эколого-биохимических адапта-
циях к глубоководным условиям обитания до сих 
пор не проводилось. Ранее [10] нами уже был опи-
сан полный липидный профиль мышечной ткани 

окуня-клювача из моря Ирмингера. Известно, что 
основным способом изменения плавучести у клю-
ворылого окуня при вертикальных перемещениях 
является газорегуляция плавательного пузыря [11], 
однако некоторые исследования [12] указывают 
на слабые акустические изменения (следовательно, 
изменения объема плавательного пузыря) при ми-
грациях окуня в диапазоне до 100 метров. В работе 
Готье и Роуз (Gauthier, Rose) [12] высказана гипо-
теза об эндогенном цикле рассасывания и секреции 
газов плавательного пузыря при изменении глуби-
ны. В настоящей работе изучены биохимические 
механизмы поддержания плавучести клюворылого 
окуня (S. mentella) с участием запасных липидов, ко-
торые способствуют вертикальным миграциям оку-
ня в пределах мезопелагиали Северной Атлантики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сбор образцов тканей окуня-клювача (S. mente
lla) осуществляли в период проведения тралово-
акустической съемки в море Ирмингера и смежной 

Рис. 1. Карта-схема района сбора проб окуня-клювача (Sebastes mentella) в период МТАС 2021.
Примечание: Цифрами указаны номера тралов. Подрайон “А” – северо-восточный район исследований, подрайон 

“B” – юго-восточный район исследований; подрайон “E” – юго-запасный район исследований [13].
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акватории моря Лабрадор (Северная Атланти-
ка) в летний сезон (июнь–август 2021 г.) на бор-
ту научно-исследовательского судна “Атлантида” 
(рис. 1). Отлов рыбы проводили разноглубинным 
тралом 78.7/416 м, черт. 2492–02, с мешком черт. 
2539–00. Внутренний размер ячеи тралового 
мешка 125 мм, мешок с мелкоячейной вставкой 
с внутренний размером ячеи 16 мм. В соответ-
ствии с методикой выполнения съемки [13], вы-
полняли три типа тралений: (1) в акустическом 
слое водной толщи на скоплениях окуня, кото-
рого возможно идентифицировать акустическим 
способом; (2) от верхней кромки звукорассеива-
ющего слоя до глубины 500 метров; (3) на глуби-
не более 500 метров (табл. 1).

На биохимический анализ липидов у 143 особей 
окуня-клювача (66 самцов и 77 самок) были отобра-
ны фрагменты мышечной ткани и печени (табл. 1). 
Навеску тканей (2–3 г) индивидуально фикси-
ровали при –80°С в  низкотемпературном моро-
зильнике Eppendorf CryoCube F101h (Германия) 
до последующей транспортировки в лабораторию. 
Биохимические исследования выполняли на базе 
лаборатории экологической биохимии и с исполь-
зованием оборудования Центра коллективного 
пользования КарНЦ РАН.

Экстракцию общих липидов (ОЛ) из предва
рительно гомогенизированных тканей мышц 
и  печени проводили по  методу Фолча [14] сме-
сью хлороформ-метанол (2:1 по  объему). Да-
лее полученные экстракты ОЛ  подвергались 

хроматографическому разделению на отдельные 
классы липидов.

Качественное и количественное определение 
нейтрально заряженных молекул триацилглице-
ринов (ТАГ), эфиров холестерина (ЭХС) и  вос-
ков проводили методом высокоэффективной 
тонкослойной хроматографии с использованием 
комплекса оборудования CAMAG (Швейцария). 
Фракционирование ОЛ осуществляли на ультра-
чистых хроматографических пластинках на  сте-
клянной основе – HPTLC Silicagel 60 F254 Premium 
Purity (“Merck”, Германия). При помощи полуав-
томатического аппликатора Linomat 5 (“CAMAG”, 
Швейцария) наносили микроколичество пробы 
(2 мкл) штриховым методом, а разделение ОЛ на 
липиды разных классов проводили в автоматиче-
ской хроматографической камере для элюирования 
ADC2 (“CAMAG”, Швейцария) с использованием 
системы растворителей “гексан-диэтиловый эфир-
уксусная кислота” (32.0:8.0:0.8 по  объему) [15]. 
Окраску липидных пятен осуществляли в герме-
тичном дериватизаторе (“CAMAG”, Швейцария) 
путем распыления через форсунку 2 мл водного 
раствора медного купороса (CuSO4), подкисленно-
го ортофосфорной кислотой (H3PO4), с последую-
щим нагреванием пластины до 160°С в течение 15 
минут для визуального проявления окрашенных 
пятен. Сканирование окрашенной хроматогра-
фической пластины выполняли в камере денси-
тометра TLC Scanner 4 (“CAMAG”, Швейцария) 
в  режиме адсорбции при длине волны 360  нм. 

Таблица 1. Характеристика образцов клюворылого окуня (Sebastes mentella), отобранных на анализ 
липидов

Дата № трала Подрайон вылова Глубина траления, м Длина, мм
min-max

Масса, г
min-max Самки Самцы

18.06.21 5 A 550–850 360–450 526–992 4 1
18.06.21 6 A 350–450 370–410 568–890 1 1
19.06.21 9 A 320–450 310–410 382–798 3 2
19.06.21 10 A 350–450 320–370 340–594 6 5
22.06.21 18 A 270 310–360 354–584 5 5
25.06.21 28 A 550–850 330–430 394–1022 10 10
25.06.21 29 A 330–450 320–380 372–636 5 5
04.07.21 57 A 550–850 340–440 494–1060 3 3
04.07.21 58 A 320–450 400 832 1
05.07.21 60 A 550–850 390–410 766–880 1 1
06.07.21 63 A 550–850 350–420 546–948 1 6
06.07.21 64 A 320–450 330–390 450–668 1 4
07.07.21 67 A 330–450 340–380 488–690 10 0
27.07.21 109 B 320–450 320–390 418–722 6 5
27.07.21 110 B 550–850 320–390 418–784 5 5
01.08.21 125 E 550–850 340–390 502–712 5 5
02.08.21 128 B 300–450 320–370 418–606 5 5
11.08.21 153 E 400–450 340–380 474–708 5 3
Примечание: расшифровка районов и координаты тралов представлены на рис. 1.
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Качественное и количественное определение ли-
пидных компонентов проводили с учетом соот-
ветствия значений коэффициента подвижности 
аналитических стандартов ТАГ, ЭХС и  восков 
(“Sigma-Aldrich”, США).

Статистическую обработку результатов прово-
дили на языке программирования R (версия 4.4.1.) 
в  среде разработки RStudio (https://www.posit.
co) с  использованием дополнительных пакетов: 
“readxl” (версия 1.4.3.), “tidyverse” (версия 2.0.0.), 
“vegan” (версия 2.6–6.1). Для данных, сгруппиро-
ванных по району обитания окуня-клювача, глу-
бине его вылова, полу и исследуемой ткани/ор-
гану была рассчитана описательная статистика – 
среднее арифметическое и его ошибка, дисперсия, 
распределение выборки. Достоверность различий 
между группами выборок оценивали с помощью 
непараметрического теста Вилкоксона–Манна–
Уитни, а также с применением перестановочного 
многомерного дисперсионного анализа с исполь-
зованием матриц расстояний (ADONIS). Различия 
считали достоверными при p-value ≤ 0.05. Корре-
ляционный анализ (r) проводили по  Спирмену, 
а качественную оценку тесноты связи определяли 
по шкале Чеддока. Статистический анализ сходства 
между самцами и самками по накоплению липидов 
в печени осуществляли с использованием алгорит-
ма ANOSIM (R). Ординацию глубины и  районов 
вылова клюворылого окуня в  многомерном про-
странстве признаков проводили с применением ал-
горитма неметрического многомерного шкалирова-
ния (NMDS). Для определения наилучшей метрики 
расстояний в многомерном пространстве признаков 
использовали коэффициент корреляции Спирмена 
между исходной и моделируемой матрицами. Оценку 
меры расхождений между матрицами осуществляли 
при помощи показателя “Стресс” [16]. На ордина-
ционной диаграмме, полученной методом NMDS, 
по эмпирическим показателям биохимического ана-
лиза липидов (ТАГ, ЭХС и воска) были рассчитаны 
обобщенные аддитивные модели (GAM) с отрисов-
кой сплайн-регрессий в виде изолиний [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что накопление запасных липидов 
в  скелетных мышцах [5] и  печени [18] является 
не только стратегией депонирования энергетически 
ценных веществ в организме, но также и механиз-
мом поддержания плавучести в толще воды с целью 
минимизации расхода энергии. В нашем исследова-
нии было установлено, что совокупное содержание 
запасных классов липидов у окуня-клювача состав-
ляет 65% (или 4.74% сухого вещества) от общего ко-
личества липидов в мышцах (7.31% сухого вещества), 
а в печени – 57% (или 24.97% сухого вещества) от со-
держания ОЛ (43.81% сухого вещества).

Отмечено, что в мышцах клюворылого окуня ко-
личество ТАГ варьирует в пределах от 0.04 до 4.89% 
сухого вещества, а в печени в более широком диапа-
зоне от 0.73 до 35.96% сухого вещества. Перестано-
вочный многомерный дисперсионный анализ с ис-
пользованием матриц расстояний показал достовер-
ные различия в накоплении ТАГ в мышцах между 
отдельными горизонтами вылова (p-value ≤ 0.001) 
окуня-клювача, однако не было установлено раз-
личий между самцами и самками (p-value = 0.139). 
В печени же, наоборот, были отмечены достоверные 
различия (p-value ≤ 0.001) между самцами и сам-
ками по  содержанию ТАГ (соответственно 18.99 
и 13.77% сухого вещества), но не установлено от-
личий между горизонтами вылова (p-value = 0.110). 
Использование корреляционного анализа позволи-
ло определить “слабое”, однако значимое, сниже-
ние содержания ТАГ в мышцах окуня при увеличе-
нии глубины обитания (r = –0.25; p-value = 0.001), 
тогда как в печени данные изменения были недо-
стоверными как у самцов (r = 0.22; p-value > 0.05), 
так и у самок (r = 0.05; p-value > 0.05). В то же вре-
мя построение на основе биохимических данных 
обобщенных аддитивных моделей (GAM) между 
накоплением ТАГ в  мышцах и  печени и  глуби-
ной вылова окуня-клювача позволило устано-
вить разнонаправленную тенденцию содержания 
ТАГ в мышцах и в печени при увеличении глуби-
ны обитания (рис. 2). Согласно модели накопле-
ние ТАГ в мышцах рыб выше в горизонте глубин 
320–400 метров, чем на глубинах 550–850 метров, 
тогда как в  печени, наоборот, несколько выше 
на больших глубинах – 550–850 метров. Установ-
ленное (согласно GAM) увеличение содержания 
ТАГ в печени рыб с глубиной является результа-
том линейной зависимости глубины и содержани-
ем ТАГ в печени (в рамках анализа – это гладкая 
полиномиальная функция переменной), тогда как 
корреляционная зависимость отражает исключи-
тельно линейную зависимость. Тем самым обоб-
щенная аддитивная модель (в пределах доступных 
биохимических данных выборки) может указывать 
на более корректный экологический оптимум со-
держания ТАГ в печени, а также в мышцах, на раз-
ных глубинных горизонтах.

Липидные молекулы ТАГ являются “выгодной” 
формой запасания энергии у рыб ввиду их быстрой 
мобилизации из клеток и высвобождения большого 
количества энергии – 39 кДж на 1 г липида. Сни-
жение количества ТАГ в мышцах исследуемых рыб 
с глубиной и поддержание относительно постоянно-
го их уровня в печени в градиенте глубин указывает 
на основную роль данного липида в качестве энер-
гетического источника. В то же время относитель-
но низкая плотность ТАГ (0.93 г/мл) в сравнении 
с морской водой (1.024–1.026 г/мл), а также физи-
ко-химические свойства данных молекул (сжимае
мость, температура плавления и  температурное 
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расширение) могут способствовать положи-
тельной или нейтральной плавучести тела рыбы 
на определенных глубинах [7]. Известно, что вы-
сокая сжимаемость липидов делает любое по-
ложение нейтральной плавучести нестабильным 
на глубине – разница в плотности между липи-
дом и окружающей морской водой (на глубине) 
чувствительна к химическому состоянию веще-
ства [19]. Из этого следует, что молекулы ТАГ, при 
своих физико-химических параметрах, могут обла-
дать положительными свойствами плавучести лишь 
в определенном диапазоне глубин, тогда как после 
достижения равновесия плотностей (нейтральной 
плавучести) – свойствами отрицательной плавуче-
сти. Таким образом, установленные в нашем ис-
следовании изменения количества ТАГ в  мыш-
цах и печени в градиенте глубин могут быть также 
связаны с  изменением плавучести клюворылого 
окуня на разных глубинах. Кроме того, возможно, 
что накопление ТАГ в печени дополнительно мо-
жет оказывать компенсаторное влияние (а именно 

сохранение) на плавучесть организма на горизон-
тах 550–850 метров, где наблюдается активный ка-
таболизм данных молекул для энергетических нужд 
в мышцах, и, как следствие, изменение плавучести.

Количественное содержание других основ-
ных запасных классов липидов – ЭХС и восков – 
в мышцах окуня-клювача установлено в пределах 
соответственно 0.07–8.75 и 0.02–5.39% сухого веще-
ства, тогда как в печени соответственно 0.07–13.35 
и 0.59–7.64% сухого вещества. Отмечено, что со-
держание восков достоверно не различается между 
данными органами, тогда как количество ЭХС, на-
оборот, различается. Однако были выявлены отли-
чия в накоплении ЭХС и восков в мышцах окуня 
на отдельных горизонтах вылова (p-value ≤ 0.001). 
Согласно корреляционному анализу установлено 
разнонаправленное изменение содержания ЭХС 
и восков в мышцах при увеличении глубины оби-
тания окуня-клювача – “слабое” (по шкале Чед-
дока) снижение ЭХС (r =  –0.20; p-value ≤ 0.05) 
и увеличение количества восков (r = 0.17; p-value 
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Рис. 2. Ординация глубин вылова окуня-клювача (Sebastes mentella) методом неметрического многомерного шкалиро-
вания с наложением модели сглаженных изолиний сплайн-регрессий, построенных по эмпирическим значениям ко-
личественного содержания запасных липидов (триацилглицеринов, эфиров холестерина и восков) в мышцах и печени.
Примечание: цифрами, выделенными “зеленым” цветом, указаны глубины лова окуня-клювача.
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≤ 0.05). В печени же установлены исключительно 
половые различия по накоплению ЭХС и восков 
(p-value ≤ 0.001). Статистический анализ сходства 
(ANOSIM) позволил выявить достоверные гендер-
ные различия с некоторым перекрытием (R = 0.27; 
p-value = 0.001), сформированные, главным обра-
зом, более высоким содержанием ЭХС в печени 
самцов, по сравнению с самками – соответственно 
7.50 и 4.99% сухого вещества. Количество же восков 
в печени самцов и самок также достоверно разли-
чалось (p-value < 0.001) и составило соответственно 
3.25 и 2.19% сухого вещества.

Воска – низкоплотные (0.86 г/мл) и “медленно 
метаболизирующиеся” энергоемкие липиды, ко-
торые в основном аккумулируются во внеклеточ-
ном пространстве, вследствие чего являются не-
доступными для внутриклеточных специфических 
липаз [6]. Тем самым сохраняется относительно 
постоянное количество восков в тканях и органах, 
что подтверждается довольно слабыми (хоть и до-
стоверными) изменениями их количества у окуня 
в градиенте глубин, а также крайне слабыми изме-
нениями количества восков в мышцах при изме-
нении глубины на GAM модели (рис. 2). Ранее ряд 
исследователей [5,19] указывали на прямую связь 
между содержанием восков и глубиной обитания 
морских гидробионтов, а также на участие данно-
го липида в регуляции плавучести тела. Ввиду бо-
лее высокой разницы плотностей между восками 
и морской водой, по сравнению с ТАГ, накопле-
ние восков может придавать организму окуня 
сравнительно высокие скорости всплытия, сни-
жая тем самым энергетические затраты на двига-
тельную активность и газорегуляцию плаватель-
ного пузыря в период восходящих перемещений. 
Установленное слабое, однако достоверное сни-
жение содержания восков в мышцах клюворылого 
окуня при уменьшении глубины обитания может 
указывать также и на использование данного ли-
пида в качестве энергетического источника при 
всплытии окуня [20]. Кроме того, отмеченные 
достоверные различия между самцами и самка-
ми и выявленные различия по содержанию вос-
ков в печени между горизонтами 300–450 и 550–
850 метров на GAM модели (рис. 2) могут указы-
вать на  отличия в  скорости метаболизма между 
самцами и самками на разных глубинах.

Совокупное с восками накопление мультифунк-
циональных ЭХС, главным образом, также связано 
с депонированием энергии и интенсивностью об-
мена веществ в организме окуня-клювача. Ввиду 
различий в локализации между данными липидами 
ЭХС являются доступными для внутриклеточных 
липаз и могут быть быстро преобразованы в дру-
гие биохимические вещества. При этом, в отличие 
от восков, процесс гидролиза ЭХС до молекуляр-
ного ХС сопровождается изменением плотности 
липида с 0.95 г/мл до 1.065 г/мл, что может являться 

одним из дополнительных механизмов регуляции 
плавучести организма при вертикальных миграци-
ях. Тем самым установленное снижение содержа-
ния ЭХС в мышцах с глубиной может быть связано 
с достижением необходимой плавучести клюворы-
лого окуня, что подтверждается аддитивной моде-
лью в мышцах (рис. 2).

Установленные различия между окунями из ис-
следуемых районов вылова по  содержанию ТАГ 
в мышцах (подрайон “A” – 1.64, “B” – 1.75, “C” – 
2.18% сухого вещества; p-value ≤ 0.01) и  печени 
(подрайон “A” – 17.02, “B” – 13.86, “C” – 15.11% 
сухого вещества; p-value ≤ 0.05), а также по нако-
плению ЭХС в мышцах (подрайон “A” – 2.52, “B” – 
2.89, “C” – 2.46% сухого вещества; p-value ≤ 0.05), 
вероятно, связаны с отличиями в абиотических ус-
ловиях, таких как температура (средняя Т горизон-
тов вылова окуня в подрайоне “А” – 4.42°С, “B” – 
3.72°С, “C” – 3.48°С), а также с обилием, доступ-
ностью и качественным составом кормовой базы 
(степень наполненности желудка окуня-клювача 
в подрайоне “A” – 4, “B” – 3.5, “C” – 2,9), от кото-
рой прямо зависит качественный и количественный 
состав энергетически ценных липидов. Однако ис-
пользование модели нелинейной регрессии (GAM) 
при определении различий между окунем-клювачем 
из трех регионов вылова и количественным содер-
жанием запасных липидов в мышцах и печени рыб 
не выявило значимых изменений в количестве ТАГ, 
ЭХС и восков в особях из разных районов (рис. 3). 
Исключение составило накопление ТАГ в печени, 
которое было ниже в подрайоне “B”, что вероятно 
связано с особенностями метаболизма исследуемых 
окуней, отловленных в юго-восточной части района 
исследований (подрайон “B” – рис. 1).

Таким образом, запасные классы липидов 
низкой плотности, депонирующиеся в  мышцах 
и печени окуня-клювача, кроме ведущей энерге-
тической (резервной) функции могут также при-
нимать участие в поддержании и регуляции пла-
вучести рыбы при вертикальных перемещениях. 
Ввиду различий в физико-химических свойствах 
молекул, а  также их чувствительности к  гидро-
статическому давлению, качественный и  коли-
чественный состав запасных липидов, а  также 
их соотношений, могут являться одним из допол-
нительных механизмов регуляции и достижения 
оптимальной плавучести в  ходе вертикальных 
миграций, работающих в комплексе с основны-
ми физиолого-анатомическими и поведенчески-
ми механизмами. При этом данные механизмы 
практически не  различаются у  особей окуня-
клювача, отловленных в разных районах Север-
ной Атлантики (море Ирмингера и сопредельные 
воды), а  допустимые различия могут быть свя-
заны со  спецификой абиотических и  биотиче-
ских условий среды исследованного района. В то 
же время данные механизмы различаются между 
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самцами и самками окуня-клювача, что, вероятно, 
связанно с половыми отличиями в интенсивности 
метаболизма. Результаты исследования дополня-
ют немногочисленные исследования по изучению 
биохимических механизмов миграций коммерче-
ски ценного промыслового вида морских окуней 
Северной Атлантики  – окуня-клювача, а  также 
других гидробионтов со схожей двигательной ак-
тивностью. Практическая значимость полученных 
результатов состоит в их применимости для оценки 
состояния и функционирования как экосистемы 
северных морей в целом, так и отдельных ее видов, 
что существенно для промысловой ихтиологии.
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Рис. 3. Ординация подрайонов вылова окуня-клювача (Sebastes mentella) методом неметрического многомерного шка-
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The content of the main classes of storage lipids – triacylglycerols, cholesterol esters and waxes – in the 
muscles and liver of the beaked redfish (Sebastes mentella) and their changes in the depth gradient and 
in different areas of the North Atlantic were studied. Significant differences in the quantitative content 
of reserve lipids in beaked redfish’s from different fishing horizons were established. The analyzed 
changes the lipids in tissues and organs of fishes with increasing depth indicate the use of triacylglycerols, 
cholesterol esters and waxes as energy sources, as well as for maintaining buoyancy of the organism 
during vertical migration. The results of  the study can be used for further study of  the migration 
biochemical mechanisms of the commercial sea bass species of the North Atlantic – the beaked redfish, 
as well as other aquatic organisms with similar swimming activity. Reliable differences in the quantitative 
content of reserve lipids in sea bass from different fishing horizons were established.

Keywords: lipids, beaked redfish, mesopelagic zone, ecological-biochemical adaptations, vertical migra-
tion, North Atlantic
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Цель исследования состояла в выявлении закономерностей возрастной динамики частотно-зависи-
мой регуляции вариабельности сердечного ритма (ВСР) на основе анализа Холтеровских регистраций 
ЭКГ здоровых испытуемых 4 возрастных групп: новорожденные, годовалые младенцы, подростки 
и взрослые. Показан широкий спектральный состав ВСР, который формируется 9 модами Гильбера-
Хуанга в диапазоне частот от 0.0001 до 2 Гц. Показано снижение центральных частот всех мод в пост-
натальный период с выходом на плато в подростковом возрасте. Продемонстрировано быстрое раз-
витие системной гуморальной регуляции ВСР, характеризуемое консолидированным увеличением 
амплитуд соответствующих мод с выходом на плато в подростковом возрасте. Показан куполообраз-
ный характер возрастных изменений амплитуды мод, связанных с вегетативным контролем, с макси-
мумом в подростковом возрасте. Полученные результаты количественно демонстрируют возрастные 
консолидированные изменения параметров ВСР от новорожденных до зрелого возраста.

Ключевые слова: сердечно-сосудистая система, вариабельность сердечного ритма, возрастная динами-
ка, метод Гильберта–Хуанга, вейвлет-анализ
DOI: 10.31857/S2686738924060107

11Динамические механизмы формирования го-
меостаза организма человека изучены недоста-
точно полно, для широкого использования этой 
концепции в практической медицине. Значитель-
ный вклад в ее развитие был внесен академиком 
П.К. Анохиным, который сформулировал поло-
жение о том, что живой организм формируются 
на основе самоорганизующихся и саморегулирую-
щихся многокомпонентных функциональных си-
стем, совместная работа которых направлена для 
достижения полезных для организма приспособи-
тельных механизмов [1]. В дальнейшем она была 
развита в работах академика К.В. Судакова на ос-
нове принципов саморегуляции функциональных 
систем организма, а также построения целого орга-
низма на основе мульти-параметрического взаимо-
действия всех его функциональных систем [2, 3]. 

11Институт биофизики клетки Российской академии 
наук  обособленное подразделение Федерального 
государственного бюджетного учреждения науки 
“Федеральный исследовательский центр “Пущинский 
научный центр биологических исследований Российской 
академии наук””, Пущино, Россия
e-mail: grin_aa@mail.ru, nikolai.chemeris@mail.ru

Дальнейшее ее развитие предложено профессором 
P.C. Ivanov который постулирует, что человеческий 
организм представляет собой интегрированную 
сеть, в которой сложные физиологические системы 
постоянно взаимодействуют друг с другом для оп-
тимизации и координации своих функций. Взаимо-
действия между органами происходят на многих 
уровнях и в разных пространственно-временных 
масштабах, создавая различные физиологические 
состояния. Топология сети физиологических 
взаимодействий, а также связность всех систем 
организма приводят к глобально интегрированному 
поведению, которое формируется отдельными со-
стояниями и функциями [4, 5].

Считается, что множество взаимодействующих 
элементарных процессов, одновременно участвую-
щих в формировании разномасштабных динамиче-
ских состояний тканей, органов и целого организ-
ма, может приводить к поличастотным колебаниям 
изучаемых параметров конкретного процесса [6]. 
Основными характеристиками колебательного 
процесса (сигнала) являются амплитуда и частота. 
Амплитуда сигнала определяет его энергию. Энер-
гия позволяет оценить возможную работу, которую 
способен совершить анализируемый сигнал. Кроме 



70	  ГРИНЕВИЧ, ЧЕМЕРИС 

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 519 2024

того, амплитуда и частота сигнала, как по отдель-
ности, так и  в комплексе, содержат информа-
цию о процессах его породивших. Представления 
о роли информационных сигналов в функциони-
рования биологических систем начали развиваться 
еще в России и в настоящее время входят в широ-
кую международную практику [3]. Основная идея 
состоит в том, что эффективность действия ин-
формационных сигналов в первую очередь зависит 
от их “важности и своевременности” для биологи-
ческой системы, а их энергия может минимально 
превышать пороги срабатывания отдельных ее со-
ставляющих в составе целостной живой системы.

Так, применительно к процессу вариабельности 
сердечного ритма (ВСР) его поличастотный харак-
тер обусловлен влиянием эндо- и экзогенных про-
цессов с периодичностью от секунд, определяемых 
взаимодействием с  другими системами, а  также 
физическими и психоэмоциональными нагрузка-
ми, до нескольких десятков лет, определяемых воз-
растными изменениями. Считается, что основной 
вклад в энергию колебаний ВСР вносят колебания 
высокочастотной (0.15–0.4 Гц) и низкочастотной 
(0.04–0.15 Гц) части спектра, которые в основном 
формируются парасимпатической и симпатической 
системой, что послужило причиной сниженного 
внимания к анализу колебаний ВСР в очень низ-
кочастотном (0.003–0.04 Гц) и ультранизкочастот-
ном (0.0001–0.003 Гц) интервалах [7]. Ранее было 
показано резкое частотно зависимое снижение при 
уменьшении частоты вклада энергии спектральных 
компонент ВСР, полученных с помощью преобра-
зования Гильберта-Хуанга (Г-Х), в общую энергию 
спектра [8].

Методы анализа динамики ВСР проработаны 
и хорошо известны. На сегодняшний момент хоро-
шо изучена роль симпато-вагального баланса в ре-
гуляции частоты сердечных сокращений (ЧСС) или 
в формировании ВСР на коротких сигналах дли-
тельностью от 5 до 10 минут. На более длительных 
интервалах регистрации кардиоритма от десятков 
минут до суток и более механизмы формирования 
ВСР изучены менее детально, так как в основном 
были сосредоточены на исследовании динамики вы-
сокочастотных колебаний ВСР, которая формирует-
ся вагусной нервной регуляцией. В последние годы 
на основе запатентованного изобретения на “Способ 
количественной оценки суточной вариабельности 
сердечного ритма” предложен и обоснован новый 
подход к оценке ВСР на длительных промежутках 
времени [9, 10]. При этом на большой статисти-
ческой выборке выявлена связь изменений инте-
гральных параметров суточной ВСР с изменениями 
функционального и гемодинамического состояния 
кровеносной системы больных легочной гипер-
тензией, что может быть использовано для оценки 
динамики функционального состояния сердеч-
но-сосудистой системы (ССС) пациента на фоне 

проводимого лечения. Однако амплитудно-частот-
ные спектры медленных, сверхмедленных и ультра-
медленных колебаний ВСР изучены недостаточно 
полно, что во многом связано с некорректностью 
применения гармонических методов анализа к не-
стационарным и  нелинейным временным рядам 
ВСР. Эти недостатки не присущи методу спектраль-
ного анализа на основе преобразования Г-Х, кото-
рое позволяет разложить ряд ВСР на эмпирические 
моды с последующим представлением спектраль-
ных характеристик полученных мод на  основе 
вейвлет преобразования (ГХВ) [8,11]. Ранее нами 
было показано, что в результате ГХВ-анализа ко-
роткие 7-минутные ряды ВСР могут быть разложе-
ны на четыре эмпирические моды [8]. Эти резуль-
таты позволили предположить, что разработанные 
алгоритмы могут быть использованы для анализа 
длительных рядов ВСР, что позволит выявить но-
вые закономерности участия системной регуляции, 
определяемой широким диапазоном частот, в про-
цессах нормальных функциональных возрастных 
изменений от рождения до зрелого возраста.

Целью исследования было выявление возраст-
ной динамики частотно-зависимой регуляции ВСР 
в широком диапазоне частот на длительных Хол-
теровских регистрациях электрокардиограммы 
(ЭКГ) здоровых испытуемых четырех возрастных 
групп: новорожденные, годовалые младенцы, под-
ростки и  взрослые, в  условиях их  повседневной 
жизнедеятельности.

В работе были использованы записи суточно-
го Холтеровского мониторирования ЭКГ, взятые 
из международной базы данных (RR interval time 
series from healthy subjects, version 1.0.0) [12, 13]. 
В  исследование были включены участники без 
клинических симптомов заболевания, которые 
не принимали лекарств и чьи ЭКГ соответствова-
ли возрастным нормам. Холтеровское монитори-
рование регистрировалось в течение 24 ч цифро-
выми трехканальными регистраторами DMS300 7 
и DMS300 3A. Регистраторы DMS имели частоту 
дискретизации 1024 Гц на канал. Сигналы анали-
зировались с помощью программного обеспечения 
Galix и программного обеспечения CardioScan 10.0, 
11.0 для регистраторов DMS. Сердечные RR интер-
валы в записях были автоматически обнаружены 
и классифицированы программным обеспечени-
ем Holter, а затем проверены и скорректированы 
двумя специалистами кардиологами. Все записи 
были проанализированы такт за  тактом, чтобы 
идентифицировать и скорректировать как можно 
больше R-пиков. Временные ряды ВСР с  арте-
фактами более 8% не были включены в исследова-
ние, как и те, у которых артефакты длились более 
20 секунд. Было проанализировано 43 временных 
ряда ВСР здоровых испытуемых четырех возраст-
ных групп – новорожденные (1–2 месяц, n = 10, 
g1), годовалые младенцы (1–2 года, n = 10, g2), 
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подростки (11–17 лет, n = 14, g3) и взрослые (24–
55 лет, n = 9, g4). Длительность индивидуальных 
записей варьировалась от 9 до 24 часов.

Спектральный анализ временных рядов ВСР 
проводили с  использованием ранее разработан-
ного ГХВ-анализа, позволяющего получить спек-
тральные кривые эмпирических мод ВСР [8]. Срав-
нительный анализ спектральных кривых мод прово-
дился на основе оценки их максимальных амплитуд 
колебаний и соответствующих им частот. Для этого 
для каждой моды каждого испытуемого в группе на-
ходился максимум спектральной кривой и соответ-
ствующая ему частота.

Для статистического анализа использовали 
непараметрические методы в  силу малого раз-
мера выборок (от 9 до 14) и не выполнение теста 
Шапиро–Уилка для анализируемых параметров. 
Таким образом, полученные максимальные ам-
плитуды и соответствующие им частоты для за-
данной моды сравнивались попарно между всеми 
возрастными группами с помощью непараметри-
ческого метода Манна–Уитни.

Предварительные обработка и  анализ сигна-
лов, а также статистическая обработка результатов 
были проведены в среде Matlab R2016a (MathWorks, 
Natick, Massachusetts, USA). Различия считались 
статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

ГХВ-анализ показал, что все сигналы ВСР можно 
разложить на девять эмпирических мод. Их ампли-
тудно-частотные спектральные кривые в полулога-
рифмических координатах имели колоколообразную 
форму и перекрывались между собой на оси частот 
(рис. 1). Такая форма спектральных кривых мод на-
блюдалась для всех исследованных возрастных групп. 
Длинные Холтеровские записи кардиоинтервалов 
позволили оценить спектры мод в очень широких 
частотных интервалах от 1.1 × 10–4 – 2.0 Гц для ново-
рожденных до 1.1 × 10–4 – 0.4 Гц для взрослых.

Результат оценки возрастных изменений макси-
мумов спектральных кривых мод и соответствующих 
им частот представлены на рис. 2. Сравнение мод 
одинаковых номеров показало, что максималь-
ные амплитуды первых четырех мод у новорож-
денных (g1) самые низкие, по сравнению с дру-
гими группами, однако достоверные отличия 
наблюдались для мод 1, 2 и 4 . Частоты максиму-
мов всех мод у новорожденных были достоверно 
(кроме 9-й моды) сдвинуты в более высокочастот-
ную область по сравнению с другими группами. 
Сдвиг частот может быть обусловлен как высокой 
ЧСС, так и постнатальным периодом развития си-
стемной регуляции и, в частности, вегетативной 

Рис. 1. Спектральные кривые эмпирических мод ВСР подростков (11–17 лет, g3). Данные представлены как медиана 
и 25 и 75 перцентили. Числа на графиках – номера мод.
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нервной системы, которая активно развивается 
до 2 лет [14]. Системная же регуляция продолжа-
ет развивается вплоть до  позднего подростково-
го возраста [15]. Максимальные амплитуды самых 
низкочастотных мод 8 и 9 в 1.5–2 раза превышают 
соответствующие значения более высокочастот-
ных мод 3–7, причем для 9-й моды это достовер-
ные различия в группах. Эти наблюдения позволя-
ют разбить полученные моды для всех исследуемых 
возрастных групп на три группы мод и соотнести 
их с известными представлениями о механизмах 
регуляции ВСР  [7, 16]: 1-я группа  – это моды 1 
и 2, соответствующие вегетативному контролю ВСР, 
2-я группа – это моды 3–7, соответствующие ней-
рогуморальному контролю ВСР (терморегуляция, 
периферический вазомоторный тонус, ренин-анги-
отензиновая система), 3-я группа – это моды 8, 9, 
которые могут отражать как гуморальный контроль 
ВСР, так и колебательные режимы более сложно 
организованных системных процессов поддержа-
ния жизнедеятельности организма. Следует отме-
тить, что полученные данные указывают на несоот-
ветствие мод из первой группы (1–2) современным 
представлениям о частотных характеристиках вегета-
тивной регуляции ВСР новорожденных: симпатиче-
ская регуляция (0.04–0.15 Гц) и парасимпатическая 

регуляция или дыхательный ритм (0.15–2 Гц) [16]. 
Это говорит о необходимости уточнения границ со-
ответствующих частотных интервалов.

С увеличением возраста наблюдается сдвиг ча-
стот максимумов спектральных кривых мод в более 
низкочастотную область с выходом на плато для 
подростков и зрелого возраста. Достоверные раз-
личия для новорожденных и годовалых младенцев 
в сравнении между собой и с другими группами на-
блюдаются практически для всех мод. Напротив, 
достоверных различий в частотном сдвиге между 
подростками и зрелым возрастом практически нет. 
Аналогичные наблюдения демонстрируются и дру-
гими методами анализа ВСР у детей [15].

Изменение максимальной амплитуды вну-
тримодовых колебаний с возрастом имеет более 
сложный характер. В  первые два года значимо 
увеличиваются моды первой группы, а моды 2 и 
3 группы либо не изменяются, либо их изменение 
не значительно. Считается, что в этот период про-
исходит активное постнатальное развитие вегета-
тивной регуляции [16].

Дальнейшие возрастные изменения носят более 
глобальный системный характер. На это указывают 
двукратное увеличение максимальных амплитуд всех 
мод у подростков (g3) по сравнению с годовалыми 
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Рис. 2. Максимумы и соответствующие им частоты для спектральных кривых эмпирических мод ВСР для разных 
возрастных групп. Данные представлены как медиана и 25 и 75 перцентили. Числа на графике – номера мод.



	 ВОЗРАСТНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ВАРИАБЕЛЬНОСТИ СЕРДЕЧНОГО РИТМА... � 73

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 519 2024

младенцами (g2). При этом преобладающий характер 
по скорости развития сохраняется у вегетативной си-
стемы (1-я группа мод), где на первое место выходит 
парасимпатическая регуляция, о чем свидетельству-
ют и другие исследования [15]. Важно отметить, что 
в этот период осуществляется развитие, настройка 
и активное участие гуморальных процессов в регу-
ляции ВСР, определяющих ультранизкочастотные 
и очень низкочастотные колебанья, принадлежащих 
3-й и 2-й группам. Интересно, что увеличение ам-
плитуд этих колебаний, как и амплитуд 1-й группы, 
происходит в одно и то же количество раз, что ука-
зывает на определенную самосогласованность раз-
вития и настройки системной регуляции отдельных 
тканей, органов и систем органов, определяющей 
оптимальное функционирование целого организма 
в условиях меняющейся внешней среды.

И наконец, на этапе перехода от подростково-
го возраста (g3) к зрелому (g4) наблюдается отсут-
ствие достоверных изменений амплитуд мод 2-й 
и 3-й группы, но двукратное снижение амплитуды 
колебаний в модах 1-й группы. Это говорит о том, 
что окончательно настроенная системная гумораль-
ная регуляция проявляет высокую стабильность при 
переходе к зрелому возрасту, в то время как вегета-
тивный контроль более лабильный и продолжает 
значительно меняться с возрастом, снижая свою ак-
тивность. На небольшое снижение активности веге-
тативного контроля при переходе от позднего дет-
ства 15–16 лет к юношеству 20 лет указывают и дру-
гие исследователи [15]. Еще один момент, который 
следует отметить, это то, что с возрастом сохраня-
ется форма, описываемая относительным положе-
нием максимумов спектральных компонент мод 2-й 
и 3-й группы, что может быть результатом наличия 
связей между процессами, регулирующими ВСР.

Таким образом, с помощью метода ГХВ был про-
веден спектральный анализ ВСР испытуемых 4 воз-
растных групп в условиях их повседневной жизне-
деятельности в широком диапазоне частот на дли-
тельных Холтеровских регистрациях ЭКГ, который 
позволил оценить амплитудно-частотные характе-
ристики системной регуляции ВСР и их возрастные 
изменения. В отличие от традиционных методов 
Фурье- и вейвлет-анализа, показан более детальный 
спектральный состав ВСР в общепринятых частот-
ных интервалах: ультранизкочастотный, очень низ-
кочастотный, низкочастотный и высокочастотный. 
Было выявлено девять эмпирических мод. Показа-
но достоверное снижение частот максимумов спек-
тральных кривых всех мод в постнатальный период 
с выходом на плато в подростковом возрасте. Выяв-
лено несоответствие границ низкочастотного и вы-
сокочастотного интервалов расположению макси-
мумов первых двух мод у новорожденных, что го-
ворит о необходимости уточнения значений границ 
этих интервалов для этого возраста. Продемонстри-
ровано быстрое развитие системной гуморальной 

регуляции ВСР, связанное с консолидированным 
увеличением амплитуд мод 2-й и 3-й группы с вы-
ходом на плато в подростковом возрасте. Консоли-
дированные изменения указывают на наличие силь-
ной взаимосвязанности регуляторных процессов. 
Показан более сложный куполообразный характер 
изменения мод 1-й группы (вегетативный контроль) 
с максимумом в подростковом возрасте.

Новые результаты, полученные на основе спек-
трального метода Гильберта–Хуанга с последующей 
их визуализацией с использованием вейвлет преоб-
разования могут стать основой базовой технологии 
широкополосного анализа вариабельности сердеч-
ного ритма для ряда прикладных программ, пред-
назначенных для интегральной оценки функ-
ционального состояния регуляции сердечно-
сосудистой системы в  норме и  при различных 
патологиях. Базовая технология может быть ин-
корпорирована в уже существующие программные 
средства контроля ритма сердца на временных мас-
штабах от нескольких минут до нескольких суток, 
что может существенно расширить их диагности-
ческие возможности в оценке как функционально-
го состояния регуляторных систем сердечно-сосу-
дистой системы, так и всего организма в целом. Это 
открывает новые возможности как в области фунда-
ментальных исследований в кардиофизиологии, так 
и в практической кардиологии.
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AGE-RELATED CHANGES IN HEART RATE VARIABILITY FROM  
THE NEONATAL PERIOD TO ADULTHOOD
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The aim of  the study was to  reveal the regularities of  the age-related dynamics of  the frequency-
dependent regulation of heart rate variability (HRV) based on the analysis of Holter ECG recordings 
from healthy subjects of 4 age groups: neonates, one-year-old infants, adolescents and adults. A wide 
spectral composition of HRV is shown, consisting of 9 Gilbert-Huang modes in the frequency range 
from 0.0001 to 2 Hz. A decrease in the central frequencies of all modes is shown in the postnatal period 
with a plateau in adolescence. A rapid progression of systemic humoral regulation of HRV, characterized 
by a consolidated increase in the amplitudes of the corresponding modes with a plateau in adolescence, 
is demonstrated. The dome-shaped character of age-related changes in amplitude of modes associated 
with autonomic control with a maximum in adolescence is shown. The results obtained quantitatively 
demonstrate age-related consolidated changes in HRV parameters from neonates to adulthood.

Keywords: cardiovascular system, heart rate variability, age-related dynamics, Hilbert-Huang method, 
wavelet analysis



75

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ,  2024, том 519,  с.  75–78

УДК 571.27

БАКТЕРИИ ESCHERICHIA COLI И MICROCOCCUS LUTEUS  
АКТИВИРУЮТ ГЕН CG45045 В ЛИНИИ КЛЕТОК S2 ДРОЗОФИЛЫ
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Гуморальная иммунная система дрозофилы, наиболее изученная среди эукариот, активируется ка-
ноническими сигнальными путями IMD и Toll. Недавно выявлены новые потенциальные регуля-
торы врожденного иммунного ответа, такие как длинные некодирующие РНК (днРНК) и гены, коди-
рующие короткие полипептиды. Клетки S2, будучи макрофагоподобной клеточной линией, исполь-
зуются как модельная система для изучения молекулярных механизмов активации генов иммунного 
ответа. Мы использовали эту линию клеток для анализа влияния бактерий Escherichia coli и Micrococcus 
luteus на транскрипцию днРНК-CR30055 и генов CG45045 и CG44404, кодирующих короткие полипеп-
тиды. Обнаружено, что патогены активируют только CG45045, тогда как уровни транскрипции CR30055 
и CG44404 остаются неизменными. Также не наблюдалось активации гена Cecropin C и некоторых генов 
семейства Bomanin, что указывает на различия в паттернах активации генов иммунного ответа в клетках 
S2 и взрослых мухах. При этом наиболее высокая активация CG45045 наблюдалась между 6 и 12 часами 
инкубации клеток с патогенами. Паттерны активации CG45045 после воздействия E. Coli и M. Luteus 
были схожими, что может указывать на общие механизмы активации транскрипции этого гена. Таким 
образом, CG45045 может быть новым геном, вовлеченным в гуморальный иммунный ответ дрозофилы.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, полипептид, днРНК, IMD, Toll
DOI: 10.31857/S2686738924060116

11Плодовая мушка, являясь удобным модельным 
объектом, внесла значительный вклад в понима-
ние фундаментальных механизмов врожденного 
иммунитета. Активация гуморального иммунно-
го ответа начинается с запуска двух сигнальных 
путей: IMD и Toll [1, 2]. Путь IMD активируется 
грамотрицательными (Грам(-)) бактериями, тогда 
как Toll – грамположительными (Грам(+)) бак-
териями и грибами. Каскад активации сигналь-
ных путей IMD и Toll завершается привлечением 
специфических факторов транскрипции на про-
моторные области генов антимикробных пептидов 
(АМП). Ключевым фактором транскрипции для 
пути IMD является протеолитически расщеплен-
ный вариант белка Relish – Rel68, тогда как для пути 
Toll – это факторы Dif и Dorsal (рис. 1а). Привлече-
ние этих факторов приводит к гиперактивации генов, 
кодирующих антимикробные пептиды. К наиболее 

1Федеральное государственное бюджетное учреждение 
науки Институт биологии гена Российской академии 
наук, Москва, Российская Федерация
*e-mail: k-z-m@mail.ru

изученным генам АМП относятся Metchnikowin (Mtk), 
Drosocin (Dro), Cecropins (Cec) и т.д. [2, 3].

Помимо классических генов АМП, в настоя-
щее время активно исследуется вклад потенциаль-
но новых регуляторов в активацию врожденного 
иммунитета у насекомых. Это позволяет не только 
глубже понять механизмы их активации, но и из-
учить возможные взаимодействия гуморального 
иммунного ответа с другими сигнальными путями. 
К таким новым регуляторам относятся гены, коди-
рующие короткие полипептиды и длинные неко-
дирующие РНК (днРНК). Например, ген CG44404, 
активирующийся при заражении мух бактериями 
Enterococcus faecalis и M. luteus, кодирует пептид 
с антимикробной активностью [4]. Некоторые 
днРНК также участвуют в регуляции иммунитета: 
у млекопитающих они активируются в иммунных 
клетках [5], а у дрозофилы днРНК, например, такие 
как CR46018, CR33942 и CR11538 подавляют транс-
крипцию генов АМП, конкурируя с факторами 
транскрипции пути Toll [6].

Наш предварительный транскриптомный 
анализ выявил несколько новых потенциаль-
ных регуляторов иммунного ответа в клетках S2. 
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В частности, уровни экспрессии днРНК-CR30055 
и гена CG45045 повышались после ночной инку-
бации клеток S2 с бактериями E. coli и M. luteus. 
Для более детального анализа динамики экспрес-
сии этих генов, а также положительного контроля 
CG44404, мы исследовали паттерны их активации 
в разные моменты времени методом полимераз-
ной цепной реакции в реальном времени. Клетки 
инкубировали с E. coli и M. luteus в течение 1.5, 3, 
6, 12 и 24 часов. Успешность активации иммун-
ного ответа оценивали по уровню экспрессии со-
ответствующих генов АМП. Мы обнаружили, что 
наиболее высокий уровень активации Mtk, CecA1 и 
Dro наблюдается в интервале между 6 и 24 часами 
инкубации клеток S2 с патогенами (рис. 1б). Далее 
мы проанализировали влияние E. coli и M. luteus 
на  активацию CG45045, CG44404 и  CR30055. 

Мы не обнаружили какой-либо статистически зна-
чимой активации транскрипции CR30055 и CG44404 
(рис. 1в). Стоит отметить, что раннее уже было по-
казано несоответствие уровней транскрипции 
патоген-зависимых генов в культуре клеток и во 
взрослых мухах  [7]. Зачастую высокий уровень 
транскрипции генов иммунного ответа наблюдал-
ся во взрослых мухах, но не в культуре клеток. На-
пример, уровень транскрипции Diptericin (Dpt) зна-
чительно ниже в культуре клеток по сравнению со 
взрослыми мухами [7, 8]. Мы также обнаружили 
незначительное усиление транскрипции гена Dpt 
в клетках S2. Кроме того, уровень транскрипции 
Cecropin C (CecC) практически не менялся (рис. 1г). 
Наконец, мы проанализировали уровень транс-
крипции генов BomS1 и BomS3, которые относятся 
к кластеру генов семейства Bomanin, участвующих 

Рис. 1. Активация генов иммунного ответа в клетках S2. (a) Схема активации сигнальных путей IMD и Toll. (б),(в),(г) 
Анализ уровней экспрессии генов АМП, днРНК-CR30055, CG44404, BomS1 и CecC. Уровни транскрипции анализиро-
вали в следующих точках: К – 0 часов (ч), 1.5 ч, 3 ч, 6 ч, 12 ч и 24 ч. S2 клетки были обработаны инактивированными 
культурами E. coli (E.c.) с оптической плотностью (OD) 0.03 и M. luteus (M.l) с OD 1.2. Приведены средние значения 
и стандартные отклонения для трех независимых экспериментов. Активация рассчитана относительно К. Отличие 
является статистически значимым для генов АМП (б) во всех точках (p<0.05), кроме 1.5.
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в пути Toll [9]. Нам удалось детектировать только 
продукт амплификации BomS1. Уровень транскрип-
ции этого гена не менялся после обработки клеток S2 
E. coli и M. luteus (рис. 1г). Таким образом, данные из 
литературы и полученные нами указывают на то, что 
экспрессия некоторых патоген-зависимых генов от-
личается в культуре клеток и во взрослых мухах. Есть 
несколько объяснений этому феномену.

Во-первых, это может быть связано с доминиро-
ванием одного из сигнальных путей в макрофагпо-
добных клетках. Так, по данным FlyBase, в клетках 
линии S2 уровень транскрипции Relish существенно 
выше Dif/Dorsal [10]. Поэтому, возможно, в клет-
ках S2 преобладающим путем активации иммун-
ного ответа является путь IMD. Косвенно это так-
же подтверждается экспрессией преимущественно 
IMD-зависимых генов АМП, таких как CecA1 и Dro 
(рис. 1б). Во-вторых, поскольку линия клеток S2 
была выведена из 20–24-часовых эмбрионов, то, 
возможно, иммунная система на этой стадии раз-
вития мух сформирована не полностью. При этом, 
вероятно, активируются гены, которые могут обес
печить эмбриону устойчивую иммунную защиту.

Ранее было показано, что уровень транскрипции 
гена CG45045 практически не меняется у молодых 
самцов дрозофилы (0–2 дня) после инфицирования 
M. luteus [4]. В то же время наши данные свидетель-
ствуют о существенном усилении транскрипции 
CG45045 после обработки клеток S2 бактериями 
E. coli и M. luteus (рис. 2а). Наиболее высокий уро-
вень активации наблюдается в интервале между 
6 и  24 часами инкубации клеток S2 с  патогена-
ми (рис. 2а). Интересно, что паттерны активации 
CG45045 схожи после индукции иммунного ответа 
как E. coli, так и M. luteus. Это может свидетель-
ствовать о наличии общих механизмов активации 

CG45045 в клетках S2 в ответ на присутствие этих 
бактерий. Важно отметить, что в предыдущих 
исследованиях авторы анализировали уровень 
транскрипции CG45045 только у молодых мух [4]. 
В связи с этим влияние патогенов на экспрессию 
CG45045 на других стадиях развития мух остает-
ся неясным. Учитывая, что линия клеток S2 была 
получена из поздних эмбрионов, дальнейшие ис-
следования должны быть направлены на изучение 
роли CG45045 на эмбриональной стадии развития. 
Кроме того, данные базы FlyBase указывают на то, 
что транскрипция CG45045 значительно усилива-
ется у стареющих мух [10]. Высокий уровень экс-
прессии генов иммунного ответа на поздних стадиях 
развития может быть связан с хроническими воспа-
лительными процессами, которые, в свою очередь, 
влияют на продолжительность жизни [11]. Поэтому 
изучение функций CG45045 на поздних стадиях раз-
вития мух также представляет большой интерес.

Таким образом, мы изучили влияние инакти-
вированных культур бактерий E. coli и M. luteus на 
активацию днРНК и генов, кодирующих короткие 
полипептиды, в клетках линии S2 (рис. 2б). В от-
личие от взрослых мух, в культуре клеток S2 пато-
гены не индуцируют экспрессию генов CG44404, 
CecC и BomS1/S3. При этом нам удалось частично 
подтвердить результаты предварительного транс-
криптомного анализа, а именно то, что патогены 
стимулируют активацию только CG45045, тогда 
как уровень транскрипции днРНК-CR30055 прак-
тически не изменился. Ввиду актуальности поиска 
и анализа новых потенциальных регуляторов, во-
влеченных в иммунный ответ, в дальнейшем пред-
стоит более детально изучить влияние патогенов 
на механизмы активации этих генов на различных 
стадиях развития мух.
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Рис. 2. Уровень транскрипции CG45045 и модель активации этого и других генов в культуре клеток S2. (а) Клетки 
были обработаны инактивированными культурами E. coli (E.c.) и M. luteus (M.l.). Активацию транскрипции анали-
зировали в следующих точках: К – 0 часов (ч), 1.5 ч, 3 ч, 6 ч, 12 ч и 24 ч. Приведены средние значения и стандарт-
ные отклонения для трех независимых экспериментов. Активация рассчитана относительно К. Отличие является 
статистически значимым для CG45045 во всех точках (p<0.05), кроме 1.5 ч и 3 ч. (б) Схематическая иллюстрация 
воздействия бактерий на транскрипцию патоген-зависимых генов в культуре клеток S2.
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ESCHERICHIA COLI AND MICROCOCCUS LUTEUS BACTERIA  
ACTIVATE THE CG45045 GENE IN THE DROSOPHILA S2 CELL LINE

Yu. A. Polunina, A. E. Pravednikova, M. Gassa, Academician  
of the RAS P. G. Georgiev, Yu. V. Shidlovsky, Z. M. Kachaev*

Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
*e-mail: k-z-m@mail.ru

The humoral immune system of Drosophila, the most studied among eukaryotes, is activated by the 
canonical IMD and Toll signaling pathways. Recently, new potential regulators of the innate immune 
response have been identified, such as long non-coding RNAs (lncRNAs) and genes encoding short 
polypeptides. S2 cells, being a macrophage-like cell line, are used as a model system to study the molecular 
mechanisms of immune response gene activation. We used this cell line to analyze the effect of Escherichia 
coli and Micrococcus luteus bacteria on the transcription of lncRNA-CR30055 and the CG45045 and 
CG44404 genes encoding short polypeptides. It was found that pathogens activate only CG45045, while 
the transcription levels of CR30055 and CG44404 remain unchanged. No activation of the Cecropin C 
gene and some Bomanin family genes was observed, indicating differences in the activation patterns of 
immune response genes in S2 cells and adult flies. The highest activation of CG45045 was observed between 
6 and 12 hours of cell incubation with pathogens. The patterns of CG45045 activation after exposure to E. 
Coli and M. Luteus were similar, which may indicate common mechanisms of transcriptional activation of 
this gene. Thus, CG45045 may be a novel gene involved in the humoral immune response of Drosophila.

Keywords: innate immunity, polypeptide, lncRNA, IMD, Toll
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IGFBP6 МОДУЛИРУЕТ ПРОТЕОСТАЗ, АКТИВИРУЯ МИШЕНИ ATF4  
И СНИЖАЯ ЭКСПРЕССИЮ РЕТРОТРАНСЛОКОНА ЭПР
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Сниженная экспрессия белка IGFBP6 приводит к росту метастатического потенциала клеток рака 
молочной железы (РМЖ). В опухолевых клетках повышен уровень синтеза белка, что приводит к ком-
пенсаторной перенастройке протеостаза. Одним из инструментов изучения протеостаза служат бел-
ковые токсины семейства РИБ-II, необратимо инактивирующие рибосомы, в частности, вискумин. 
В данной работе исследовано воздействие нокдауна гена IGFBP6 на протеостаз клеток линии РМЖ 
MDA-MB-231. Обнаружено, что рибосомы клеток MDA-MB-231IGFBP6 с нокдауном IGFBP6 менее эф-
фективно модифицируются токсином. По-видимому, это связано со снижением транспорта катали-
тической субъединицы вискумина из эндоплазматического ретикулума (ЭПР) в цитоплазму. В клет-
ках MDA-MB-231IGFBP6 снижена экспрессия субъединиц ретротранслокона HRD1/Derlin, входящего 
в состав ассоциированной с ЭПР системы деградации белков (ERAD). Кроме того, обнаружен рост 
экспрессии мишеней фактора транскрипции ATF4, который является компонентом пути ответа ЭПР 
на несвернутые белки (UPR).

Ключевые слова: вискумин, ЭПР, MDA-MB-231, IGFBP6, UPR, ERAD
DOI: 10.31857/S2686738924060126

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

ЭПР – эндоплазматический ретикулум; UPR – 
unfolded protein response; ERAD – ER-associated 
degradation; РИБ-II  – рибосом-инактивирую-
щие белки II типа; РМЖ – рак молочной железы; 
ПЦР-РВ – ПЦР в реальном времени; ФТ – фактор 
транскрипции.

ВВЕДЕНИЕ

11Для поддержания протеостаза важное значе-
ние имеет эффективный ответ клетки на  нако-
пление несвернутых белков. Его осуществляет 
система ответа на  несвернутые белки (unfolded 
protein response, UPR) и  связанная с  ней систе-
ма деградации белков, ассоциированная с  ЭПР 
(ERAD – ER-associated degradation). В мембране 

11Национальный исследовательский университет Высшая 
школа экономики, факультет биологии и биотехнологии, 
Москва, Россия
*e-mail: jmakarova@hse.ru

ЭПР локализованы три сенсора UPR: PERK, ATF6 
и IRE1α. Каждый из них направляет регуляторные 
каскады, причем ERAD активируют только ATF6 
и IRE1α [1].

Одним из  инструментов изучения UPR 
и ERAD служат цитотоксические белки семей-
ства РИБ-II, одним из которых является рицин. 
Эти белки проникают в цитоплазму с поверхно-
сти клетки, с помощью ретроградного транспор-
та попадая сначала в ЭПР, а затем в цитоплазму. 
В ЭПР происходит восстановление дисульфид-
ной связи между двумя субъединицами токсина, 
после чего одна из них (А-субъединица) с помо-
щью системы ERAD транспортируется в цито-
плазму [2, 3]. С использованием рицина получен 
ряд важных данных о функционировании ERAD, 
однако его высокая токсичность служит препят-
ствием для более детальных исследований. Хоро-
шей альтернативой может служить родственный, 
но менее токсичный белок вискумин (Mistletoe 
lectin I, ML-I), содержащийся в  омеле белой 
(Viscum album) и способный ингибировать синтез 
белка в клетке [4]. В больших дозах это приводит 
к  гибели, однако малые дозы могут оказывать 
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терапевтическое воздействие, поэтому вискумин 
рассматривается как антиопухолевый препарат. 
Основной механизм действия, как и  у  рици-
на, заключается в гидролизе гликозидной связи 
А-4324 28S рРНК, что приводит к остановке син-
теза белка [5].

Ранее было показано, что клетки линии рака 
молочной железы MDA-MB-231 c  нокдауном 
IGFBP6 MDA-MB-231IGFBP6 имеют повышенный 
уровень пролиферации и  более высокий мета-
статический потенциал по сравнению с контро-
лем [6, 7]. IGFBP6 связывает факторы роста IGF1 
и IGF2. Механизм его антионкогенного действия 
остается малоизученным. Известно, что в связи 
с активной пролиферацией раковые клетки, как 
правило, имеют высокий уровень синтеза белка 
и  поэтому нуждаются в  корректировке протео-
стаза. Часто это достигается за счет повышения 
интенсивности UPR.

В данной работе изучено воздействие виску-
мина на  клетки линии рака молочной железы 
MDA-MB-231 с нокдауном гена IGFBP6. Показана 
более высокая устойчивость их рибосом к ток-
сину, причиной которой может быть сниженная 
экспрессия компонентов ERAD. Обнаружена 
активация экспрессии мишеней фактора транс-
крипции (ФТ) ATF4, который является частью 
пути UPR PERK-eIF2α-ATF4.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии

Клетки MDA-MB-231 были трансфицирова-
ны лентивирусными векторами pLVX-shRNA1 
(Clontech Laboratories, USA) с shРНК к гену IGFBP6 
(линия MDA-MB-231IGFBP6) и контрольной shРНК 
к гену люциферазы светлячка Photinus pyralis (ли-
ния MDA-MB-231luc) [8]. Клетки MDA-MB-231luc 
и  MDA-MB-231IGFBP6 культивировали в  культу-
ральных флаконах 25см2 (Corning, США) при 37°C 
с 5% CO2 в среде DMEM/F12 (Gibco, США) с до-
бавлением пенициллина и стрептомицина (ПанЭко, 
Россия) до конечной концентрации соответственно 
100 ед/мл и 100 мкг/мл (ПанЭко, Россия), 10% FBS 
(HyClone, США) и 1% GlutaMAXTM (Gibco, США).

Оценка доли рибосом,  
модифицированных вискумином

Долю модифицированных рибосом определя-
ли методом ПЦР-РВ. Использовали праймеры 
к 28S рРНК, соответствующие: 1) участку с не-
модифицированным нуклеотидом (RIPII_nmod), 
2) участку с  модифицированным нуклеотидом 
(RIPII_mod), 3) участку, отдаленному от  де-
пуринизированного сайта, для детекции всех 

транскриптов 28S рРНК (RIPII_ctrl) (табл.  1). 
Vilo-ревертаза, доходя до депуринизированного 
сайта, встраивает в кДНК dATP, тогда как для 
интактного сайта – dTTP. На основе этой осо-
бенности детектировали модифицированные 
и немодифицированные участки 28S рРНК. Зна-
чения пороговых циклов ПЦР (Ct) для RIPII_ctrl 
использовали для нормировки значений, полу-
ченных для RIPII_mod и RIPII_nmod в каждом 
образце РНК.

Экстракция РНК

Клетки MDA-MB-231luc и  MDA-MB-231IGFBP6 
лизировали с использованием QIAzol Lysis Reagent 
(QIAGEN, Германия). Экстракцию РНК прово-
дили с помощью набора miRNeasy Miсro Kit (50) 
(QIAGEN, Германия) в соответствии с протоколом 
производителя. Концентрацию и чистоту препара-
тов РНК измеряли с помощью спектрофотометра 
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, США).

Обратная транскрипция  
и количественная ОТ-ПЦР

Обратную транскрипцию проводили с исполь-
зованием набора SuperScript VILO cDNA Synthesis 
Kit (Thermo Fisher Scientific, США); в  реакцию 
брали 200 нг РНК. Использовали амплификатор 
DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (Bio-
Rad, США). Для проведения количественной ПЦР 
в реальном времени (кПЦР-РВ) использовали набор 
5X qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия). Последо-
вательности используемых праймеров приведены 
в табл. 1. Отбор праймеров проводили с использо-
ванием программного обеспечения Primer-BLAST. 
Возможность образования праймерами вторичных 
структур (шпильки), гомо- и гетеродимеров оце-
нивали с  помощью программного обеспечения 
OligoAnalyzer 3.1. Температура плавления прайме-
ров составляет 64±2℃. Конечная концентрация 
праймеров – 5 μM. В реакцию добавляли кДНК, 
разбавленную в 15 раз свободной от нуклеаз во-
дой для измерения экспрессии целевых генов или 
разбавленную в 50 000 раз для оценки доли инак-
тивированных рибосом. Амплификацию проводи-
ли с помощью амплификатора DTprime detecting 
amplifier (ДНК-Технология, Россия). Проводили 
35 циклов кПЦР-РВ (94℃ – 20 сек, 64℃ – 10 сек, 
72℃ – 15 сек).

Бионформационный анализ экспрессии мРНК  
и  белков

Для анализа транскриптомов клеток MDA-
MB-231luc и MDA-MB-231IGFBP6 использованы ис-
ходные данные секвенирования, полученные нами 
ранее (GSE247735) [8]. Первичные прочтения были 
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предобработаны с использованием fastp 0.23.2, по-
сле чего картированы на референсный геном чело-
века (GRCh38) с помощью STAR 2.7.10b. Анализ 
дифференциальной экспрессии генов был проведен 
при помощи R пакета DESeq2. Поправка на мно-
жественную проверку гипотез была выполнена ме-
тодом Бенджамини – Хохберга. При анализе рас-
сматривались гены со скорректированным p-value 
(FDR) < 0.05. К исходной матрице независимо была 
применена нормализация median of ratios из R паке-
та DESeq2, полученные значения были нормирова-
ны на длины генов (т.п.н.), что сделало возможным 
сравнение уровня экспрессии как между образцами, 
так и между генами в пределах одного образца. Для 
анализа протеомов клеток MDA-MB-231luc и MDA-
MB-231IGFBP6 использовали нормированные log2 
значения iBAQ [6].

Для анализа представленности активирован-
ных мишеней транскрипционных факторов в ли-
нии MDA-MB-231IGFBP6 использовали базу дан-
ных TRRUST v2 (https://www.grnpedia.org/trrust). 

Рассматривали только активирующие взаимодей-
ствия между ФТ  и мишенями. Чтобы проанали-
зировать значимость количества активированных 
мишеней каждого ФТ, использовали односторон-
ний точный тест Фишера (fisher_exact, библиотека 
SciPy 1.13.1). Мишень считали активированной, если 
наблюдалось изменение экспрессии в линии с нок-
дауном более чем в 1.5 раза (FDR < 0.05) по сравне-
нию с контрольной. Считали, что обогащение акти-
вированными мишенями ФТ наблюдается, если зна-
чение FDR точного теста Фишера было менее 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Нокдаун IGFBP6 снижает эффективность  
модификации рибосом вискумином

В клетках MDA-MB-231IGFBP6 после обработки 
вискумином число поврежденных рибосом было 
ниже, чем в контрольных клетках MDA-MB-231luc, 

Таблица 1. Последовательности и эффективности праймеров

Ген Праймер Эффективность Длина ПЦР продукта, п.н

HERPUD1 f-5’-ACCCCAACAATAACTTACAGGAAGG
r-5’-ATAAAGGAGGGGCTGGTCTGC 1.99 ± 0.07 109

HERPUD2 f-5’-GGTCATCAGCAGGCTCCCAA
r-5’-CCATCATCCATAAGACGCTCCATTT 2.06 ± 0.07 101

SEL1L f-5’-ACCAGCTTTGACCGCCATTG
r-5’-GCAGCCTCTTCTTCAGTTTCACAA 2.07 ± 0.08 189

EDEM2 f-5’-TATCGGGCTGGTCGGCAA
r-5’-CCAGTCATCGAAGCGGGTGT 1.89 ± 0.08 196

AUP1 f-5’-TCAGTCCCTACCCACAGCCT
r-5’-CGTCTCTCTGTGAATCTCCTTCTTG 2.13 ± 0.12 168

SYVN1 f-5’-GAGGACCGTGTGGACTTTATGGA
r-5’-GGATGCTGTGATAGGCGTGG 1.97 ± 0.09 130

DERL1 f-5’-CCACACCTCAGTTTTTGTACCGC
r-5’-AGTTGTGTCTCCCGCCTCC 1.99 ± 0.06 123

DERL2 f-5’-AGGCAGGCAGTTACAGGGTT
r-5’-CTGTCAAGCAACACAGGGCT 2.15 ± 0.08 178

DERL3 f-5’-TTACACCGCAGCCTGTGTCC
r-5’-CGGCAGTAGCGGAACACGA 1.93 ± 0.19 192

SEC61A1 f-5’-GTGGTCATCTATTTCCAGGGCTTC
r-5’-TGCAGGATGATGGGGATGTTGG 2.17 ± 0.04 122

SEC61A2 f-5’-AAGGGTTACGGCTTGGGGTC
r-5’-CCCTCAAACTCAGTACCTCTGCC 1.93 ± 0.09 122

SEC61B f-5’-CACCCTCATCTCCAATATGCCTG
r-5’-GCACTCCTTGTCCCACAGC 2.02 ± 0.08 147

SEC61G f-5’-AAGGACTCCATTCGGCTGGTT
r-5’-CACCCTCACACTTGTTCACCAAT 2.05 ± 0.04 218

RIPII_nmod f-5'-TGCCATGGTAATCCTGCTCAGTA
r-5'-TCTGAACCTGCGGTTCCTCT 1.87 ± 0.15 45

RIPII_mod f-5'-TGCCATGGTAATCCTGCTCAGTA
r-5'-TCTGAACCTGCGGTTCCACA 2.0 ± 0.2 45

RIPII_ctrl f-5'-GATGTCGGCTCTTCCTATCATTGT
r-5'-CCAGCTCACGTTCCCTATTAGTG 2.05 ± 0.2 81
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причем дополнительная инкубация в течение су-
ток в среде без вискумина увеличивала эту разни-
цу (табл. 2). Возможные причины могут состоять 
в  менее эффективном транспорте в  цитоплазму 
и/или более эффективной деградации вискумина 
клетками MDA-MB-231IGFBP6.

Вискумин, как и  другие токсины семейства 
РИБ-II, попадает из ЭПР в цитоплазму с помо-
щью системы ERAD. Транспорт белков люмена 
ЭПР в  цитоплазму осуществляется с  помощью 
ретротранслокона, состоящего из E3-убиквитин-
лигазы HRD1, одного из  трех белков семейства 
дерлинов – DERL1-3, одного из белков HERPUD1 
и HERPUD2, а  также адапторного белка SEL1L 
[1]. Этот ретротранслокон вовлечен и в транспорт 
рицина [3]. В транспорте рицина участвует также 
транслокон ЭПР Sec61 [9], который тоже вовлечен 
в ERAD [10].

Нокдаун IGFBP6 изменяет экспрессию  
ряда генов, осуществляющих транспорт  

и деградацию субстратов ERAD

Анализ транскриптомов клеток MDA-MB-231luc 

и MDA-MB-231IGFBP6 показал, что в клетках MDA-
MB-231IGFBP6 по сравнению с  контролем сниже-
на экспрессия компонентов ретротранслокона 
HERPUD1 и HERPUD2. Снижение экспрессии 
HERPUD1 показано также с помощью кПЦР-РВ, 
а тенденция к снижению экспрессии HERPUD2 
обнаружена в протеомах (табл. 3). Оба белка необ-
ходимы для правильной организации и функцио-
нирования ретротранслокона [1]. Также снижена 
экспрессия SEL1L и, кроме того, резидентного 
лектина ЭПР EDEM2, который инициирует ERAD 
белков люмена, осуществляя первую стадию удале-
ния углеводных остатков с растворимых субстратов 

Таблица 2. Доля модифицированных рибосом в клетках MDA-MB-231luc и MDA-MB-231IGFBP6 при обработке клеток виску-
мином (100 нМ) в течение 6 ч, а также в течение 6 ч с последующей 24 ч инкубацией (три повтора)

Время инкубации, ч MDA-MB-231luc, % MDA-MB-231IGFBP6, %
0 (Контроль) 0 ± 0 0 ± 0
6 20.1 ± 2.8 16.8 ± 1.1
6 + 24 41.5 ± 5.8 25.2 ± 1

Таблица 3. Экспрессия компонентов ретротранслокона HRD1/Derlin, транслокона Sec61 и некоторых вспомогательных 
элементов, осуществляющих транспорт растворимых белков между люменом ЭПР и цитоплазмой. Приведены данные 
анализа транскриптомов и протеомов MDA-MB-231luc\IGFBP6, а также данные ПРЦ-РВ. Кратность изменения (fold change) 
дана в линейной шкале. “-” – кратность изменения менее 1.1. Nd – белок не обнаружен в протеоме. Для всех значений 
изменений экспрессии в транскриптоме FDR < 0.001. Жирным выделены названия генов, для экспрессии которых обна-
ружены согласованные значимые изменения по данным анализа транскриптомов и ПЦР-РВ, и относительная экспрессия 
которых в транскриптомах выше 1.0

Название 
гена

Транскриптом, относительная 
экспрессия Кратность 

изменения 

ПЦР Протеом Сниженная 
экспрессия 
защищает 
от рицина

MDA-MB-
231luc 

MDA-MB-
231IGFBP6 

Кратность 
изменения FDR Кратность 

изменения FDR

Ретротранслокон HRD1/Derlin и ассоциированные белки
HERPUD1 93.6 66.0 –1.4 –1.6 3e-3 Nd + [13]
HERPUD2 70.3 54.2 –1.3 –1.2 0.20 –2.0 0.59 + [13]
SEL1L 134.1 1069 –1.3 1.2 0.19 –1.1 0.90 + [13]
HRD1 
(SYVN1) 125.6 125.4 – –1.3 0.09 Nd –

DERL1 79.3 72.5 –1.1 –1.1 0.59 –1.8 0.38 + [13]
DERL2 71.7 67.7 –1.1 1.1 0.85 1.9 0.34 + [13]
DERL3 0.7 0.4 –1.6 –5.5 9e-7 Nd + [13]
EDEM2 84.2 50.0 –1.7 –1.5 0.01 Nd + [3]
AUP1 317.0 621.6 2.0 1.5 0.01 2.4 0.02 –

Транслокон Sec61
SEC61A1 391.2 402.7 – – 0.86 1.3 0.25 –
SEC61A2 35.3 43.8 1.2 –2.2 3e-3 Nd –
SEC61B 255.1 188.7 –1.4 –1.8 0.04 1.1 0.13 –
SEC61G 84.7 109.5 1.3 – 0.87 1.1 0.25 –
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ERAD [11]. EDEM2 направляет растворимые суб-
страты ERAD, а также рицин [12], к транслокону. 
Описанные изменения могут способствовать сни-
жению транспортировки субстратов ERAD, вклю-
чая, вероятно, родственный рицину вискумин, 
из ЭПР в цитоплазму (рис. 1). Сниженная экс-
прессия DERL3, вероятно, не оказывает влияние 
на интенсивность транспорта, поскольку ген поч-
ти не экспрессируется в обеих линиях (табл. 3). 
Следует отметить, что для всех белков ретро-
транслокона HRD1/Derlin показано их  участие 
в транспорте рицина при полногеномном скри-
нинге с помощью shRNA [13] либо в отдельных 
экспериментах [3], табл. 3.

Помимо этого, и на основе анализа транскрип-
томов, и с помощью кПЦР-РВ обнаружено сниже-
ние экспрессии субъединицы SEC61B транслоко-
на Sec61 (табл. 3). Снижение экспрессии SEC61B 
может вносить вклад в сниженную доступность 
рибосом MDA-MB-231IGFBP6 для вискумина.

В то же время, с помощью всех трех методов 
анализа обнаружен рост экспрессии гена AUP1 
(табл. 3), задействованного в убиквитинировании 

транслоцированных в цитоплазму через трансло-
кон HRD1/Derlin субстратов ERAD [1]. Это, ве-
роятно, может способствовать более интенсивной 
деградации субстратов ERAD, включая вискумин, 
клетками MDA-MB-231IGFBP6 (Рис.1). Описанные 
изменения свидетельствуют об изменениях в си-
стеме ERAD и  могут вносить вклад в  меньшую 
доступность рибосом для вискумина в  клетках 
MDA-MB-231IGFBP6.

Нокдаун IGFBP6 активирует мишени  
ATF4  – ФТ, опосредующего UPR

Для всех ФТ проанализировали изменение экс-
прессии их генов-мишеней с помощью гиперге-
ометрического теста. В табл. 4 представлены ФТ, 
активированные мишени которых в линии MDA-
MB-231IGFBP6 значимо перепредставлены (экс-
прессия гена-мишени увеличивается более чем 
в 1.5 раза, FDR < 0.05). Наибольшую долю таких 
мишеней имеет ATF4 – ФТ, активируемый рези-
дентным сенсором ЭПР PERK, который запускает 
UPR при стрессе ЭПР.

Ранее в  нашей лаборатории было показано, 
что нокдаун IGFBP6 усиливает пролиферацию, 
а также метастатический потенциал клеток MDA-
MB-231 [6]. Раковые клетки в связи с усиленной 
пролиферацией имеют высокий уровень синтеза 
белка, что создает нагрузку на механизмы фолдин-
га. Поэтому во многих типах рака, включая РМЖ, 
происходит компенсаторная активация UPR, что 
позволяет перенастроить протеостаз под нужды ра-
ковой клетки [14, 15]. Активация ATF4 в клетках 
MDA-MB-231IGFBP6 может вносить вклад в такую 
активацию UPR.

Три других ФТ (табл. 4) – активаторы транс-
крипции, усиливающие клеточную пролиферацию. 
Их активация при сниженной экспрессии IGFBP6 
может вносить вклад в усиление онкогенного фе-
нотипа клеток MDA-MB-231IGFBP6.

Кроме того, и  Jun, и  Myc вовлечены в  ком-
плексную регуляцию UPR. Jun активируется в от-
вет на UPR и, в свою очередь, активирует UPR, 
связываясь c  промоторами участвующих в  нем 
генов, в том числе с промотором ATF4 [16]. Myc 
также активирует гены UPR, связываясь, в част-
ности, с  промотором ATF4, а  ATF4 стабилизи-
рует Myc, препятствуя его протеасомной дегра-
дации  [17]. Rela является субъединицей NFKB, 

Рис. 1. Снижение экспрессии EDEM2 и компонен-
та ретротранслокона HERPUD1/2 может умень-
шать транспорт вискумина из  ЭПР в  цитоплазму, 
а  рост экспрессии AUP1  – приводить к  росту уби
квитинирования и  деградации вискумина. MLA  – 
А-субъединица вискумина.

EDEM2

AUP1

HERPUD1/2

К проте
ас

оме К рибосоме

DERL HRD1
1/2/3

MLA

Разворачивание Люмен ЭПР

Цитоплазма

Таблица 4. ФТ с наиболее высокой долей активированных мишеней

ФТ Отношение шансов Число активированных мишеней/число всех мишеней p-value FDR
ATF4 6.10 8/21 3e-4 0.04
JUN 4.20 19/64 3e-6 1e-3
MYC 3.82 15/54 7e-5 0.01
RELA 2.43 31/158 4e-5 0.01
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который активируется при UPR, в том числе через 
путь PERK-ATF4 [18].

Интересно, что несмотря на увеличение актив-
ности UPR, не обнаружен рост ERAD. Возмож-
но, это связано с  тем, что ERAD активируется 
не PERK-ATF4, а сенсорами IRE1α и ATF6, экс-
прессия которых не изменилась.

Таким образом, в результате обработки виску-
мином в клетках РМЖ MDA-MB-231IGFBP6 инак-
тивируется меньшее число рибосом по сравнению 
с контролем. Это может быть связано со снижен-
ным транспортом токсина из ЭПР в цитоплазму, 
обусловленным снижением экспрессии элементов 
системы ERAD, а также с его более эффективной 
протеасомной деградацией. Рост экспрессии ми-
шеней ФТ  ATF4 свидетельствует об  активации 
UPR. Изменения экспрессии компонентов ERAD 
и UPR свидетельствуют об изменении протеостаза 
в результате снижения экспрессии IGFBP6. Отри-
цательная корреляция активности UPR с уровнем 
экспрессии IGFBP6 может вносить вклад в анти-
онкогенный эффект этого гена.
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IGFBP6 MODULATES PROTEOSTASIS BY ACTIVATING ATF4 TARGETS  
AND REDUCING ER  RETROTRANSLOCON EXPRESSION

O. E. Kolodeeva, O. E. Kolodeeva, I. D. Antipenko, A. A. Fatkulin,  
M. R. Yakhina, J. A. Makarova*

Faculty of Biology and Biotechnology, HSE University, Moscow, Russian Federation
*e-mail: jmakarova@hse.ru

Presented by Academician of the RAS V.G. Debabov

Reduced expression of the IGFBP6 protein leads to an increase in the metastatic potential of breast 
cancer (BC) cells. The level of protein synthesis in tumour cells is increased, leading to a compensatory 
adjustment of proteostasis. One of the tools used to study proteostasis is protein toxins of the RIP-
II family, which irreversibly inactivate ribosomes (particularly, viscumin). We investigated the effect 
of IGFBP6 gene knockdown on the proteostasis in the BC cell line MDA-MB-231. Ribosomes from 
MDA-MB-231IGFBP6 cells are less efficiently modified by the toxin. This is probably due to the reduced 
transport of the viscumin catalytic subunit from the ER to the cytoplasm. MDA-MB-231IGFBP6 cells 
showed reduced expression of the retrotranslocon HRD1/Derlin subunit, which is a component of the 
ER-associated protein degradation system (ERAD). For ATF4 transcription factor, which is a part 
of the ER unfolded protein response pathway (UPR), an increased expression of its targets was found.

Keywords: viscumin, ER, MDA-MB-231, IGFBP6, UPR, ERAD
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Проанализированы фенотипические проявления повышенной экспрессии генов Bap170 и e(y)3 (SAYP) 
у D. melanogaster. На модели крыловых дисков показано, что совместное умеренное повышение экс-
прессии генов Bap170 и e(y)3 приводит к нарушению жилкования крыльев, предположительно связан-
ное с подавлением сигнальных путей EGFR/Ras/MAPK. Сильная индукция совместной экспрессии 
указанных генов в крыловых дисках приводит к полному подавлению развития крыльев у взрослых осо-
бей. Убиквитарная совместная экспрессия Bap170 и e(y)3 летальна на стадии личинок 1 возраста и со-
провождается формированием меланотических опухолей. Указанные фенотипы наблюдаются только 
при совместной экспрессии Bap170 и e(y)3. Это указывает на сильный синергизм действия этих генов, 
гиперактивность которых проявляется в нарушении пролиферации и дифференцировки клеток.

Ключевые слова: SWI/SNF комплексы, PBAP, Bap170, ARID2, SAYP, сигнальный путь EGFR/Ras/
MAPK
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11Ремоделирование хроматина является одним 
из фундаментальных процессов регуляции состоя
ния эпигенетического ландшафта и  активности 
генов. Данный процесс у всех эукариот осущест-
вляется эволюционно-консервативными АТФ-
зависимыми комплексами ремоделирования хро-
матина – ISWI, CHD/Mi-2, INO80 и SWI/SNF [1]. 
Последний является специфичным фактором для 
активации транскрипции широкого спектра ге-
нов. Особенностью SWI/SNF комплекса является 
модульное строение с вариабельностью субъединиц, 
что связано с формированием нескольких функцио
нально отличающихся подсемейств. Главные под-
семейства SWI/SNF отличаются набором белков, 
которые составляют регуляторный модуль и  во-
влечены в процессы распознавания ДНК и РНК, 
эпигенетических модификаций гистонов, а также 
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взаимодействие с разнообразными транскрипцион
ными факторами. У дрозофилы выделяют канони-
ческий комплекс BAP (содержащий в регуляторном 
модуле субъединицы osa и d4), неканонический 
ncBAP/GBAP (содержащий субъединицы bicra 
и Brd7-9) и PBAP (Polybromo-содержащий BAP, 
содержащий субъединицы Polybromo, Brd7-9, 
SAYP и Bap170) [1–3] . Белки SAYP (кодируется 
геном e(y)3) и  Bap170 являются незаменимыми 
в развитии, их отсутствие летально [2, 4, 5].

Несмотря на понимание различий в структу-
ре комплексов, функциональные отличия BAP, 
ncBAP и  PBAP подсемейств описаны еще недо-
статочно. Одна из важнейших функций комплекса 
PBAP – участие в энхансер-зависимой регуляции 
активности генов [6] и регуляция экспрессии ге-
нов-мишеней различных сигнальных путей [7], 
что определяется взаимодействием ремоделера 
с  различными транскрипционными факторами. 
Подсемейство PBAP участвует в транскрипции ге-
нов-мишеней фактора Stat и рецептора Hr3 за счет 
взаимодействия этих факторов с SAYP [8, 9]. Для 
другого компонента PBAP – Bap170 – перечень 
взаимодействий описан слабо. Bap170 (гомолог 
ARID2 млекопитающих) относится к  семейству 
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ARID (AT-interacting domain) доменных белков, 
что позволяет им  связываться AT-богатыми мо-
тивами ДНК. Также в структуре Bap170 выделяют 
другой ДНК-связывающийся домен – RFX, а также 
повторы аминокислотного мотива LxxLL и два цин-
ковых пальца типа C2H2-типа на С-конце [4]. Пред-
положительно, Bap170 задействован в привлечении 
PBAP на целевые локусы [7].

Ранее на  модели морфогенеза крыльев было 
показано, что Bap170 является антагонистом сиг-
нального каскада рецептора эпидермального фак-
тора роста (EGFR), протоонкогена Ras и митоген-
активируемых киназ (MAPK) [4]. Для ряда мутаций 
в генах, кодирующих компоненты указанных пу-
тей, характерен фенотип нарушенного жилкова-
ния, при котором наблюдается недоразвитие жилок 
на крыльях. Гипоморфная мутация Bap170 частично 
спасает данный фенотип и  способствует восста-
новлению жилкования. Интересно, что гипоморф 
SAYP сам по себе также стимулирует формирование 
дополнительного материала жилок на крыльях [8].

Мы проверили поведение SAYP и  Bap170 
на данной модели также с помощью альтернатив-
ного метода – повышения уровня данных белков. 
Для этого мы использовали линии мух, несущих 
конструкции с кДНК белков Bap170 или SAYP под 
контролем UAS [4], сделанный с помощью век-
тора pUAST, в  сочетании с  различными GAL4-
драйверами (рис. 1).

В первых экспериментах мы  использовали 
драйвер Omb, имеющий специфичную экспрессию 

в крыловых имагинальных дисках личинки дро- 
зофилы.

Ранее было показано, что повышенная экс-
прессия доминант-негативной формы Ras1 RasN17 
в крыловом диске приводит к недоразвитию жил-
ки  L4, однако при одновременном повышении 
уровня Bap170 в  диске фенотип усугубляется: 
в большей степени нарушается формирование жил-
ки L4, также нарушается жилка L3 [4]. Мы  про-
верили нарушение жилкования при повышении 
экспрессии SAYP в этой системе. Оказалось, что 
формируется очень схожий фенотип: часть жилок 
L3 и L4 практически не развивается дистальнее зад-
ней поперечной жилки. Эффект повышенной экс-
прессии SAYP – более выраженный, чем у Bap170: 
также видны нарушения в  границе дистального 
края от латеральных жилок L2 до L4 (фенотип Ser), 
в дистальной части L2 подвергается искривлению 
в постериальном направлении (рис. 2).

Таким образом, SAYP и  Bap170 ведут себя 
очень сходно в  процессах, контролирующих 
экспрессию генов, вовлеченных в  жилкование 
крыла. На  фоне низкой активности каскадов 
EGFR/Ras/MAPK повышенный уровень SAYP 
или Bap170 усиливает фенотип крыла, характер-
ного для делеций компонентов указанных каска-
дов. Необходимо отметить, что в формировании 
края крыла также вносят вклад сигнальные пути 
Notch и Wnt, поэтому молекулярная интерпрета-
ция данного фенотипа требует дополнительной 
проверки.

(а)

tub
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Рис. 1. A – Используемые генетические конструкты Bap170 и SAYP для экспрессии с помощью системы GAL4-UAS, 
Б – Детекция трансгенных белков BAP170 и SAYP антителами к эпитопам 3xMyc и 3xFLAG соответственно в има-
гинальных дисках крыльев.
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Повышенная экспрессия факторов SAYP или 
Bap170 с  использованием промотора Omb у  мух 
дикого типа не имеет фенотипического проявле-
ния. Однако повышение экспрессии одновремен-
но и SAYP, и Bap170 приводит к потере ряда жилок 
на крыльях, при этом формируется фенотип, схо-
жий с описанным выше. Недоразвитие жилкова-
ния наблюдается также при совместной экспрессии 
SAYP и мутантных форм Bap170 c делецией ARID 
домена или LXXL мотива [4]. Интересно, что ко-
экспрессия SAYP и Bap170 без цинковых пальцев 
не приводит к формированию такого мутантного 
фенотипа, что указывает, скорее всего, на роль этого 
домена в формировании контакта с SAYP.

Повышенная экспрессия SAYP совместно c Bap170 
в крыловых дисках под контролем промотора nubbin 
с более сильной и широкой экспрессией, чем Omb, 
полностью подавляет развитие крыльев (рис. 3). 
При этом мухи с экспрессией SAYP или Bap170 при 
использовании данного драйвера имеют фенотип 
дикого типа. Это косвенно указывает на критически 
важную роль PBAP в контроле пролиферации и диф-
ференцировки клеток крыловых дисков.

Повышенная экспрессия Bap170 с использова-
нием убиквитарного промотора тубулина не имеет 
фенотипического проявления [4]. Мы также про-
верили фенотип мух с повышенной убиквитарной 
экспрессией SAYP и не обнаружили явных фено-
типических проявлений. Однако убиквитарная со-
вместная повышенная экспрессия SAYP и Bap170 
летальна для личинок первого возраста. При этом 

у погибших личинок наблюдается формирование 
меланотических опухолей. Данный тип опухолей 
связан с гематопоэтическими клетками и возника-
ет в результате гиперактивации сигнальных путей 
иммунного ответа и гематопоэза Toll/NF-kB и Jak/
Stat92E [10]. Сигнальные пути Ras и AP-1 также 
контролируют пролиферацию и дифференциров-
ку клеток гемолимфы, их нарушения дают схожий 
фенотип [11].

Наши данные позволяют заключить, что фак-
торы SAYP и  Bap170, являющиеся партнерами 
в PBAP [3], также тесно связаны с собой функцио
нально. Эффект повышенной экспрессии этих 
субъединиц по-отдельности не проявляется у мух 
дикого типа, но их совместная экспрессия вызы-
вает существенные нарушения в развитии. Ранее 
было показано, что специфические субъедини-
цы подсемейства PBAP стабилизируют друг друга 
в клетке [12]. Вероятно, только совместная экс-
прессия этих белков позволяет повысить их уро-
вень в клетке, экспрессия по-отдельности явля-
ется неэффективной. Как показали данные со-
вместной экспрессии SAYP и мутантных форм 
Bap170, скорее всего, цинковые пальцы белка 
Bap170 являются доменом, осуществляющим его 
взаимодействие с SAYP. Со стороны SAYP, как 
показано ранее, взаимодействующим доменом 
является SAY [3]. В структуре PBAF комплекса 
млекопитающих наблюдаются схожие законо-
мерности [13], поэтому можно ожидать схожих 
эффектов взаимной стабилизации субъединиц.

Полученные данные позволяют выдвинуть сле-
дующие гипотезы об участии SAYP и Bap170 в ра-
боте сигнальных путей. Полное отсутствие кры-
льев в системе nubbin-Gal4; UAS-SAYP, UAS-Bap170 
схоже с фенотипом подавления сигнального пути 
Hedgehog [14]. Можно отметить, что в морфогене-
зе крыла, а конкретно – в процессах жилкования, 
предполагается, что эффекты активации сигнальных 
каскадов EGFR/Ras/MAPK основаны на ингибиро-
вании транскрипционного репрессора Gro [15]. Gro, 
в свою очередь, подавляет транскрипционную актив-
ность фактора Su(H) – компонента пути Hedgehog 
[15]. Ранее было показано, что разные делеции 
Bap170 приводят к схожему фенотипу, характерного 
для гиперактивации каскада Ras или для повышен-
ной экспрессии dpp, что косвенно может указывать 
на взаимодействие PBAP с Gro [4]. С другой сторо-
ны, известно что сигнальный путь JAK/Stat92E огра-
ничивает активность сигнальных каскадов EGFR/
Ras/MAPK [16]. Вероятно, именно Stat92E привле-
кает комплекс PBAP к локусам генов-ингибиторов 
каскада EGFR/Ras/MAPK (например, argo). В поль-
зу предположения кооперации PBAP и Stat92E так-
же говорит образование меланотических опухолей 
у личинок [17]. Суммируя сказанное, негативная 
регуляция каскадов EGFR/Ras/MAPK комплексом 
PBAP на эпигенетическом уровне, скорее всего, 

Рис. 2. Повышенная экспрессия SAYP на фоне экс-
прессии RasN17 усугубляет фенотип нарушенного 
жилкования.

wild type

LV1 LV1
LV2 LV2

LV3
LV3

LV4 LV4

LV5 LV5

Omb‒GAL4, UAS‒RASN17; UAS‒SAYP

PCV PCV

wild type nubbin‒GAL4;  UAS‒SAYP, UAS‒BAP170

Рис. 3. Повышенная экспрессия субъединиц SAYP 
и Bap170 в крыловых дисках приводит к полному от-
сутствию крыльев у взрослых мух D. melanogaster.
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может осуществляться посредством кооперации 
с такими факторами, как Gro, Myc и Stat92E, од-
нако данные предположения требуют дальнейшего 
подтверждения.

Интересно отметить, что у  человека мутации 
ARID2 связаны с развитием различных типов рака 
(поджелудочной железы, кожи, головы, шеи и дру-
гих), пролиферативных болезнями крови. Ортолог 
SAYP – PHF10 – контролирует гематопоэз, взаи-
модействует с онкогеном MYC [18] и опосредует 
активность NF-kB [19], FOS [20]. Это указывает 
на  функциональную преемственность в  процес-
сах формирования опухолей у данных субъединиц 
у разных видов животных.
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EFFECTS OF OVEREXPRESSION OF SPECIFIC SUBUNITS 
SAYP, BAP170 OF THE CHROMATIN REMODELING COMPLEX 

IN DROSOPHILA MELANOGASTER
V. K. Chmykhaloa, *, Y. V. Shidlovskiia, L. A. Lebedevaa,  
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The phenotypic manifestations of  increased expression of  the Bap170 and e(y)3 (SAYP) genes 
in D. melanogaster were analyzed. Using the wing disc model, we show that moderate co-expression 
of Bap170 and e(y)3 genes in wing discs leads to abnormalities in wing veining. which was probably 
caused by suppression of EGFR/Ras/MAPK signaling pathways. Strong induction of co-expression 
of the above genes in wing discs leads to complete suppression of wing development in adults. Ubiquitous 
co-expression of Bap170 and e(y)3 is  lethal at the 1st instar larval stage and leads to the formation 
of melanotic tumors. The above phenotypes are observed exclusively when Bap170 and e(y)3 are co-
expressed. This evidence suggests a robust synergistic effect of the combined action of these genes, which 
is manifested in the hyperactivity of cell proliferation and differentiation.

Keywords: SWI/SNF complexes, PBAP, Bap170, ARID2, SAYP, EGFR/Ras/MAPK signaling pathway
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АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО  
И УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА... У РАДУЖНОЙ ФОРЕЛИ  

(ОNCORHYNCHUS MYKISS WALB.)  
ПРИ ВВЕДЕНИИ КРУГЛОСУТОЧНОГО ОСВЕЩЕНИЯ  
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У радужной форели Oncorhynchus mykiss Walb., выращиваемой в условиях аквакультуры на предприя
тии в Северной Осетии – Алании, исследовали активность ферментов энергетического и углеводного 
обмена (цитохром c оксидазы, пируваткиназы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, 1-глицерофосфат-
дегидрогеназы, лактатдегидрогеназы, альдолазы) при введении режима, включающего круглосуточ-
ное освещение и ночное кормление. Согласно результатам исследования, активность цитохром c ок-
сидазы и пируваткиназы в печени рыб из экспериментальной группы была достоверно выше, чем 
у контрольных особей, что свидетельствует о повышении уровня аэробного обмена синтеза АТФ. 
Активность альдолазы в органах рыб, выращиваемых при круглосуточном освещении, была ниже 
по сравнению с рыбами из контрольной группы, что указывает на снижение уровня использования 
углеводов в гликолизе в мышцах и интенсивности глюконеогенеза в печени. Выявленные различия 
позволяют предположить, что при введении круглосуточного освещения и ночного кормления на-
блюдаются метаболические перестройки в энергетическом и углеводном обмене, способствующие 
процессам биосинтеза и, соответственно, приросту массы рыб.

Ключевые слова: радужная форель, энергетический обмен, активность ферментов, фотопериод
DOI: 10.31857/S2686738924060144

ВВЕДЕНИЕ

11Фотопериод (отношение количества световых 
часов к часам темноты за 24 часа) влияет на неко-
торые показатели продуктивности рыб в культу-
ре, инициируя ряд изменений в их росте, питании 
и  репродуктивной функции [1]. На  основании 
экспериментальных данных [2] было высказано 
предположение о том, что влияние длительного 
искусственного фотопериода на ростовые харак-
теристики рыб, вероятно, связано с перераспреде-
лением доступной энергии, которая “перенаправ-
ляется” от развития гонад на соматический рост. 
В связи с этим в искусственных условиях предприя- 
тий аквакультуры (преимущественно за рубежом 

11Институт биологии – обособленное подразделение 
Федерального исследовательского центра  
“Карельский научный центр РАН”, Петрозаводск, Россия
*e-mail: kuznetsovamvi@yandex.ru

в  странах Северного полушария) используются 
методы увеличения скорости роста лососевых ви-
дов рыб за счет удлинения светового дня [2–4]. 
Большинство исследований посвящены влиянию 
фотопериода на  физиологические параметры 
рыб, однако недостаточно информации о  био-
химических механизмах регуляции метаболизма 
во  время роста, стимулируемого светом. Фото-
период влияет на процессы регуляции роста, что 
приводит к изменению уровней экспрессии генов 
регуляторных и структурных белков, которые опре-
деляют скорость метаболизма и синтеза структур-
ных и резервных веществ. Энергетический обмен 
– важнейший параметр, который может быть ис-
пользован для оценки состояния отдельных особей 
и популяции в целом. Активный рост рыб, в осо-
бенности на стадии раннего онтогенеза, а также 
в  первые годы жизни, обеспечивается высоко-
энергетическими процессами биосинтеза [5]. Ра-
нее, в наших исследованиях влияния фотопериода 
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на  искусственное выращивание молоди лосося 
в условиях северных широт (регион Белого моря) 
показано, что непрерывный свет (режим 24 свет:0 
темнота) способствовал ускорению роста особей, 
что сопровождалось изменением аэробного и ана-
эробного обмена в мышцах [6].

В условиях климата Южного региона России 
есть возможность выращивания форели при тем-
пературе воды в диапазоне 8–18oC, в отсутствие 
зимних периодов низких температур, что позво-
ляет рыбе питаться и расти круглый год. Введение 
дополнительного освещения в условиях Южного 
региона позволило бы ускорить темпы роста фо-
рели, обеспечивая повышение эффективности ис-
пользования кормов и получение рыб необходимой 
товарной массы в более короткий период. Исходя 
из этого, был поставлен эксперимент по влиянию 
постоянного освещения на рост и развитие моло-
ди радужной форели (0+) в условиях аквакульту-
ры в южном регионе России (Республика Северная 
Осетия – Алания). Целью данной работы было из-
учение изменений в активности ферментов энерге-
тического и углеводного обмена в мышцах и пече-
ни молоди форели в процессе роста и развития, при 
введении дополнительного освещения и кормления 
в ночное время суток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом данного исследования были двухлет-
ки радужной форели (1+), выращиваемые в бассей-
нах на предприятии ООО “Остров аквакультура” 
в Северной Осетии – Алании. Исследовали влия-
ние круглосуточного освещения на рост рыб. В на-
чале сентября особей форели со  средней массой 
500 грамм разделили на две группы: контрольная 
группа (контроль) – режим освещения естествен-
ный, кормление в светлое время суток через каж-
дые 2 ч; экспериментальная группа (опыт) – режим 
освещения постоянный (24С:0Т), кормление но-
чью, через каждые 2 ч. Бассейны с круглосуточным 
освещением были снабжены светодиодными LED 
лампами (36W, 6500K) по всему периметру вдоль 
стен, уровень освещенности составлял 700–800 lx 
под каждой лампой. Дополнительное освещение 
включали с наступлением сумерек. Условия есте-
ственного освещения: 10000–12000 lx – в сентя-
бре и октябре, 6500  lx – в ноябре, в пасмурную 
погоду– 500  lx. В  эксперименте использовали 

коммерческий корм марки Scretting Nutra HP (Ита-
лия). Для исследования отбирали двухлеток в на-
чале сентября (стартовая дата забора материала), 
октября и ноября; из каждой группы было взято 
по 10 особей. В азот фиксировали кусочки белых 
мышц, печень. Для лабораторных исследований 
отобраны средние по размерно-весовым характе-
ристикам особи (табл. 1).

Активность ферментов энергетического и угле-
водного обмена в  мышцах (цитохром c  оксида-
за (ЦО, КФ1.9.З.1), лактатдегидрогеназа (ЛДГ, 
1.1.1.27), альдолаза (КФ 4.1.2.13)) и  печени (ЦО, 
ЛДГ, пируваткиназа (ПК, КФ 2.7.1.40), глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназа (Г6ФДГ, 1.1.1.49), 1-глицеро-
фосфатдегидрогеназа (1-ГФДГ, КФ 1.1.1.8), альдо-
лаза) определяли индивидуально для каждой особи 
методом спектрофотометрии. Исследования прово-
дили на микропланшетном ридере CLARIOSTAR 
(BMG Labtech) по общепринятым методикам [7–10]. 
Активность ферментов выражали в мкмоль субстра-
та (продукта)/мин/мг белка. Концентрацию белка 
определяли методом Брэдфорд [11]. Статистический 
анализ полученных результатов проводили обще-
принятыми методами вариационной статистики 
с использованием критерия Шапиро–Уилкса, те-
ста Краскела–Уоллиса с последующим сравнением 
выборок по критерию Манна–Уитни. Все резуль-
таты считались значимыми при p<0.05. Все данные 
представлены как M±SE. Исследования выполнены 
на оборудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра “Карель-
ский научный центр Российской академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты исследования указывают на то, что 
при введении круглосуточного освещения радужная 
форель, выращиваемая в бассейнах рыбоводного хо-
зяйства в условиях Северной Осетии – Алании, ак-
тивно питается в ночное время, при этом имеет хо-
рошие параметры роста и выживаемости. Удельная 
скорость роста была в выше при опытном ночном 
кормлении по сравнению с контролем (10.6 г/день 
против 9.03 гр/день за первый месяц, 11.9 г/день про-
тив 10.2 г/день за второй месяц (p<0.05)).

Результаты исследования активности фермен-
тов в печени особей радужной форели демонстри-
руют различия между группами с круглосуточным 
и естественным освещением (рис. 1). В качестве 

Таблица 1. Средняя масса (г) и длина (см) молоди форели

Группа рыб 9 сентября 9 октября 10 ноября
масса длина масса длина масса длина

Контроль 507.9±47.9 33.0±0.7 836.4±38.6 38.4±0.8 1370.0±74.4 43.5±1.0
Опыт 572.5±28.1 35.0±0.4 895.0±38.8 39.6±0.6 1335.0±61.4 44.2±0.9
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показателя аэробного обмена использовали зна-
чение активности фермента дыхательной цепи 
митохондрий цитохром c оксидазы [12]. Согласно 
результатам, активность ЦО  повышалась через 
месяц исследования в  группе с  круглосуточным 
освещением и была выше по отношению к груп-
пе с естественным освещением в течение даль-
нейшего эксперимента (рис. 1а). Эти данные сви-
детельствуют о более высоком уровне аэробного 
обмена в печени рыб из экспериментальной груп-
пы. Вероятно, что при включении дополнитель-
ного освещения и кормлении рыб в ночное вре-
мя создаются условия, благоприятно влияющие 
на состояние рыб и усвоение корма, в том числе 

за  счет более низких температур и  стабильного 
уровня кислорода по сравнению с дневным вре-
менем суток. Имеются сведения о том, что высо-
кий уровень аэробного обмена позволяет рыбам 
использовать энергию не только для поддержания 
основного обмена веществ и физической актив-
ности, но и в процессах биосинтеза структурных 
и резервных соединений, требующих большого ко-
личества АТФ [13]. Активность ПК в печени рыб 
из экспериментальной группы в ноябре была выше 
по сравнению с рыбами из контроля (рис. 1б). Зна-
чение активности пируваткиназы может исполь-
зоваться как индикатор интенсивности образова-
ния пирувата, который используется в аэробном 

Рис. 1. Относительная активность ферментов (мкмоль/мин/мг белка) в печени особей радужной форели (1+) из кон-
трольной группы (режим освещения естественный, кормление в светлое время суток) и экспериментальной группы (ре-
жим освещения постоянный, кормление ночью): а) ЦО, б) ПК, в) ЛДГ, г) альдолаза. Различия достоверны при p<0.05: 
* – между контролем и опытом, a – в сравнении со значениями в предыдущем месяце в соответствующей группе.
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синтезе АТФ, а также в качестве предшественника 
для синтеза жирных кислот [13]. Эти результаты 
(с учетом высокой активности ЦО) указывают 
на высокую интенсивность образования пирува-
та и его использование в аэробном синтезе АТФ. 
Согласно данным Метон с коллегами [13], уро-
вень активности ПК в печени отражает условия 
кормления, в частности, он снижается во время 
голодания рыб. Возможно, ночное освещение 
выступает фактором, стимулирующим пищевую 
активность. Известно, что увеличение продол-
жительности светового дня вызывает повышение 
уровня гормона роста (соматотропина) у атланти-
ческого лосося [14], что, в свою очередь, повышает 
плавательную активность и аппетит рыб.

Круглосуточное освещение и перенос корм-
ления на ночное время отражались на перерас-
пределении субстратов, используемых в  энер-
гетическом обмене. По  уровню активности 
альдолазы в  печени различия между группами 
были установлены в ноябре (рис. 1г). Альдола-
за катализирует образование дигидроксиацетон-
фосфата и глицеральдегид-3-фосфата, которые 
впоследствии участвуют в процессах гликолиза, 
глюконеогенеза и образования липидов. Значе-
ния активности этого фермента у рыб в группе 
с круглосуточным освещением были ниже, что, 
указывает на снижение интенсивности глюконео-
генеза в печени [15].

Различий между группами особей форе-
ли в  активности ферментов 1-ГФДГ и  Г6ФДГ 

в печени не обнаружено. Г6ФДГ является клю-
чевым ферментом пентозофосфатного пути, 
в котором происходит образование пентоз и ге-
нерируется восстановитель в форме НАДфН, ис-
пользующийся в  реакциях биосинтеза жирных 
кислот, холестерина [16]. Роль 1-ГФДГ в печени 
связана главным образом с  процессом синтеза 
глицерофосфата из углеводов, который исполь-
зуется для синтеза структурных и запасных ли-
пидов [17–18]. Таким образом, ночное освеще-
ние и изменение в режиме питания не повлияли 
на процессы связывающие пути распада глюкозы 
с другими процессами биосинтеза.

Закономерности, установленные в динамике ак-
тивности ферментов в печени рыб показывают, что 
через месяц эксперимента уровень активности пи-
руваткиназы, альдолазы и Г6ФДГ повышался как 
в экспериментальной группе, так и в контроль-
ной (рис. 1б,в,г). Это свидетельствует об увеличе-
нии уровня использования углеводов в гликолизе 
и пентозофосфатном пути, что необходимо для 
осуществления процессов биосинтеза в процессе 
роста форели.

В мышцах молоди форели межгрупповых разли-
чий по активности ЦО не было выявлено (рис. 3а), 
но при этом в ноябре у рыб из группы с естествен-
ным освещением уровень активности ЦО снижал-
ся, в то время как при круглосуточном освещении 
оставался стабильным (рис. 3а). Это может свиде-
тельствовать о поддержании уровня аэробного об-
мена в экспериментальной группе за счет влияния 
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Рис. 2. Относительная активность ферментов (мкмоль/мин/мг белка) в печени особей радужной форели (1+) из кон-
трольной группы (режим освещения естественный, кормление в светлое время суток) и экспериментальной 
группы (режим освещения постоянный, кормление ночью): а) Г6ФДГ, б) 1-ГФДГ. Различия достоверны при p<0.05: 
a – в сравнении со значениями в предыдущем месяце в соответствующей группе.



	 Активность ферментов энергетического и углеводного обмена...  � 95

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 519 2024

света на кормовую активность и эффективность ус-
воения поступающих питательных веществ [1, 19].

Наблюдались различия в уровне активности аль-
долазы между исследуемыми группами в октябре 
и в ноябре (рис. 3г). Значения активности данного 
фермента у форели в группе с круглосуточным ос-
вещением были ниже, характеризуя снижение уров-
ня использования углеводов с целью энергообеспе-
чения мышц в пользу других субстратов (Llewellyn 
et al., 1998).

Полученные результаты по влиянию дополни-
тельного освещения и кормления ночью на со-
стояние форели согласуются с данными нашего 

исследования, проведенного на атлантическом 
лососе в  условиях выращивания на  предприя-
тии в Северной Осетии. Согласно данным экс-
перимента [20] активность альдолазы в печени 
и мышцах была ниже, а активность пируватки-
назы в печени выше у сеголеток лосося, выра-
щиваемых при постоянном режиме освещения 
и  круглосуточном кормлении. Можно предпо-
ложить о наличии определенных закономерно-
стей в  перестройке метаболизма при введении 
круглосуточного освещения, заключающихся 
в перераспределении субстратов, используемых 
в энергетическом обмене.
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Рис. 3. Относительная активность ферментов (мкмоль/мин/мг белка) в белых мышцах особей радужной форели (1+) 
из контрольной группы (режим освещения естественный, кормление в светлое время суток) и экспериментальной 
группы (режим освещения постоянный, кормление ночью): а) ЦО, б) ПК, в) ЛДГ, г) альдолаза. Различия достоверны 
при p<0.05: * – между контролем и опытом, a – в сравнении со значениями в предыдущем месяце в соответствую-
щей группе.
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Таким образом, результаты эксперимента 
указывают на то, что режим выращивания фо-
рели в  условиях аквакультуры с  круглосуточ-
ным освещением и ночным кормлением, когда 
наблюдаются более низкие температуры и ста-
бильный уровень кислорода, благоприятно ска-
зывается на состоянии рыб и способствует луч-
шему усвоению корма и приросту массы форели 
за счет метаболических перестроек в энергети-
ческом и углеводном обмене. Полученные дан-
ные могут быть использованы для разработки 
научно-методического обоснования внедрения 
круглосуточного освещения и ночного кормления 
в технологию выращивания форели в экологиче-
ских условиях Северной Осетии, что может спо-
собствовать повышению прироста выращиваемых 
рыб и, соответственно, увеличению выхода товар-
ной продукции.
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стием животных, соответствовали этическим стан-
дартам, утвержденным правовыми актами РФ, 
принципам Базельской декларации и  рекомен-
дациям биоэтического комитета ИБ КарНЦ РАН 
в протоколе № 11, 03 сентября 2024 года”.
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ACTIVITY OF ENERGY AND CARBOHYDRATE METABOLISM ENZYMES  
IN RAINBOW TROUT (ОNCORHYNCHUS MYKISS WALB.)  

WITH THE INTRODUCTION OF 24-HOUR LIGHTING  
IN AQUACULTURE CONDITIONS OF THE SOUTHERN REGION  

OF THE RUSSIAN FEDERATION
M. A. Rodin, M. V. Kuznetsova*, M. Yu. Krupnova, A. E. Kuritsyn,  

Academician of the RAS N. N. Nemova
Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russian Federation

*e-mail: kuznetsovamvi@yandex.ru

The activity of  energy and carbohydrate metabolism enzymes (cytochrome c  oxidase, pyruvate 
kinase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, glycerophosphate dehydrogenase, lactate dehydrogenase, 
aldolase) was studied in rainbow trout Oncorhynchus mykiss Walb. grown in aquaculture conditions 
at an enterprise in North Ossetia-Alania under a regime including 24-hour lighting and night feeding. 
According to the results of the study, the activity of cytochrome c oxidase and pyruvate kinase in the liver 
of fish from the experimental group was significantly higher than in the control individuals, indicating 
an increase in the aerobic metabolism level of ATP synthesis. The activity of aldolase in the organs of fish 
grown under 24-hour lighting was lower compared to fish from the control group, indicating a decrease 
in the level of carbohydrate utilization in glycolysis in muscles and the intensity of gluconeogenesis in the 
liver. The differences revealed suggest that with the introduction of 24-hour lighting and night feeding, 
metabolic changes are observed in energy and carbohydrate metabolism, facilitating biosynthesis 
processes and, accordingly, an increase in fish weight

Keywords: rainbow trout, energy metabolism, enzyme activity, photoperiod
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ДЛЯ ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ДИАГНОСТИКИ РАССЕЯННОГО СКЛЕРОЗА
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Демиелинизирующие заболевания – группа гетерогенных патологий, поражающих нервную си-
стему человека и существенно снижающих качество жизни. Одним из таких заболеваний является 
рассеянный склероз (РС) – воспалительное иммуноопосредованное заболевание центральной 
нервной системы (ЦНС), приводящее к нейродегенерации. На начальных этапах РС может ми-
микрировать под некоторые инфекционные, неопластические, генетические, метаболические, 
сосудистые и другие патологии. Точная дифференциальная диагностика данного заболевания 
важна для улучшения качества жизни пациентов и снижения возможных необратимых пораже-
ний ЦНС. В данной работе мы подтвердили возможность использования предложенной нами ранее 
кандидатной панели биомаркеров РС для отличия РС от заболеваний спектра оптиконевромиелита 
(ЗСОНМ) и бокового амиотрофического склероза (БАС). Мы показали, что предложенная панель 
(SPTAN1601-644 + PRX451-494 + PTK6301-344 + LMP1285-330) позволяет с высоким уровнем чувствительности 
отличить РС от БАС (AUC = 0,796) и ЗСОНМ (AUC = 0,779).

Ключевые слова: рассеянный склероз, РС, аутоантитела, вирус Эпштейна-Барр, демиелинизирующие 
заболевания
DOI: 10.31857/S2686738924060155

ВВЕДЕНИЕ

11Демиелинизирующие заболевания ЦНС – ге-
терогенная группа патологий, общим признаком 
которых является поражение нервной ткани с во-
влечением олигодендроцитов, приводящее к разно-
образным неврологическим нарушениям. Зачастую 
специфическая для каждого отдельного заболева-
ния симптоматика может появляться не сразу, за-
трудняя дифференциальную диагностику и откла-
дывая начало терапии. Одним из таких заболеваний 
является рассеянный склероз (РС) – иммуноопос-
редованное заболевание центральной нервной 

1Институт биоорганической химии  
им. Академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова  
Российской академии наук, 117997, Москва, Россия
2Научный центр неврологии, 125367, Москва, Россия
3Московский государственный университет  
им. М.В.Ломоносова, 119234, Москва, Россия
*e-mail: yasha.l@bk.ru,
**e-mail: gabibov@gmail.com

системы (ЦНС), при котором поражается миели-
новая оболочка нервного волокна [1]. С течением 
времени данное заболевание неизбежно прогресси-
рует, что отражает частичный переход от преиму-
щественно локализованного острого повреждения 
к распространенному воспалению и нейродегене-
рации в сочетании с недостаточностью компенса-
торных механизмов, таких как нейропластичность 
и ремиелинизация [2]. Однако на начальных этапах 
симптомы РС возможно перепутать с проявлением 
некоторых инфекционных, неопластических, ге-
нетических, метаболических, сосудистых и других 
идиопатических воспалительных демиелинизирую-
щих расстройств [3]. При этом диагностика РС мо-
жет быть произведена по критериям МакДональда 
на основании МРТ уже после первого эпизода кли-
нической атаки [4], когда воспалительное пораже-
ние миелиновой оболочки необратимо. К заболева-
ниям, для которых необходима дифференциальная 
диагностика с РС относятся заболевания спектра 
оптиконевромиелита (ЗСОНМ), ранее классифи-
цируемые как варианты течения РС, однако нужда-
ющиеся в принципиально иной терапии [5, 6]. При 
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ЗСОНМ очаги воспаления локализуются преиму-
щественно по ходу зрительного нерва и спинного 
мозга. Данное заболевание также характеризуется 
наличием антител к аквапорину-4. К первично ней-
родегенеративным заболеваниям относится боковой 
амиотрофический склероз (БАС). Для данной пато-
логии специфична симптоматика, связанная с по-
ражением двигательных нейронов, расположенных 
как в моторной коре, так и в ядрах черепных нервов 
и передних рогах спинного мозга. Однако диагно-
стика БАС зачастую вызывает сложности, особенно 
на ранних стадиях заболевания [7].

Ранее на основании уровня сывороточных ан-
тител к  потенциальным мишеням аутоиммунной 
агрессии нами были предложены следующие кан-
дидатные пептидные биомаркеры РС: (протеин-ти-
розин киназа 6 (PTK6301-344), периаксин (PRX451-494), 
альфа-II-спектрин (SPTAN1601-644)). При добавлении 
к представленной панели дополнительного анти-
гена  – латентного мембранного белка 1 (LMP1) 

вируса Эптшейна-Барр (ВЭБ) – наиболее вероятно-
го триггера РС – диагностическая чувствительность 
данной панели увеличивается. Цель данного иссле-
дования – определить возможность использования 
предложенной панели антигенов на выборках па-
циентов с неврологическими заболеваниями, от-
личными от РС. Такая валидация позволит опреде-
лить предсказательную ценность аутоантигенных 
маркеров на основе титра антиген-специфичных 
аутореактивных антител у пациентов с РС, но не 
у пациентов с другими заболеваниями, для кото-
рых также характерно поражение ЦНС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Определение количества антиген-специфичных 
антител к исследуемым антигенам в сыворотках 
крови пациентов с РС (n=28), БАС (n=14), ЗСНОМ 
(n=5) проводилось методом иммуноферментного 
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Рис 1. ROC-анализ подобранных комбинаций аутоантигенов и вирусного пептида вируса Эпштейна-Барр для диф-
ференциальной диагностики РС от других нейродегенеративных заболеваний. А – ROC-кривые, полученные при 
сравнении эффективности кандидатных панелей для дифференциальной диагностики РС и бокового амиотрофи-
ческого склероза (БАС). Б – ROC-кривые, полученные при сравнении эффективности кандидатных панелей для 
дифференциальной диагностики рассеянного склероза и заболеваний спектра оптиконевромиелита (ЗСОНМ). AUC 
(от англ. Area Under Curve) – площадь под кривой.
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анализа (ИФА). Для каждого пациента проводили 
по три измерения.

Для определения диагностической точности 
оптимальных комбинаций уровней аутореактив-
ных IgG в сыворотке крови использовался метод 
анализа CombiROC [8]. Лучшие комбинации био-
маркеров были определены путем анализа кри-
вых рабочих характеристик приемника (ROC), рас-
чета чувствительности (SE) и специфичности (SP) 
всех возможных комбинаций маркеров (http://
CombiROC.eu). Для оценки достоверности получен-
ных значений был произведен пермутационный тест.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Для создания эффективной панели канди-
датных биомаркеров мы  подобрали следующие 
комбинации пептидных мишеней: (1) PRX451-494 +  
PTK6301-344; (2)  SPTAN1601-644  +  PTK6301-344  +  
LMP1285-330; (3)  SPTAN1601-644  +  PRX451-494  +  
PTK6301-344  +  LMP1285-330. Данные аутоантиген-
ные и  вирусные пептиды были использованы 
для определения уровня специфических антител 
среди тотального пула IgG периферической кро-
ви пациентов с  РС, ЗСОНМ и  БАС. По  резуль-
татам данного анализа были построены ROC-
кривые, характеризующие точность используемой 
панели аутоантигенов для дифференциальной 
диагностики перечисленных нейродегенератив-
ных заболеваний (рис. 1). Характеристики, по-
лученные для данных ROC-кривых, представле-
ны в табл. 1. Из полученных данных видно, что 

использование двух (SPTAN1601-644 + PTK6301-344) 
или трех (SPTAN1601-644 + PRX451-494 + PTK6301-344) 
аутоантигенов в  сочетании с  вирусным белком 
(LMP1285-330) позволяют дифференцировать РС 
от БАС ( AUC > 0,7; рис. 1А). В свою очередь, для 
отличия РС от ЗСОНМ возможно использование 
панели двух аутоантигенов без добавления вирус-
ного пептида (PRX451-494 + PTK6301-344) или всех 
четырех антигенов (SPTAN1601-644 + PRX451-494 + 
PTK6301-344 + LMP1285-330) (рис. 1Б). При этом наи-
большее значение площади под кривой (AUC), ха-
рактеризующее большую точность распознавания, 
было получено для панели, содержащей все 4 био-
маркера (SPTAN1601-644 + PRX451-494 + PTK6301-344 + 
LMP1285-330 ) как в случае распознавания РС и БАС 
(AUC=0,796), так и  в случае распознавания РС 
и ЗСОНМ (AUC=0,779).

Далее для более надежной оценки достоверности 
полученных результатов и подтверждения эффектив-
ности предлагаемых панелей потенциальных марке-
ров РС мы провели статистический тест с перемеши-
ванием полученных значений титров антиген-специ
фичных антител для каждого донора (Рис. 2). Этот 
статистический критерий предполагает многократное 
случайное перераспределение набора наблюдаемых 
данных для более точной оценки достоверности по-
лученного результата. По результатам данного теста 
полученные значения AUC для наиболее эффектив-
ной панели (SPTAN1601-644 + PRX451-494 + PTK6301-344 + 
LMP1285-330) радикально отличаются от значений для 
перераспределенных образцов, что указывает на воз-
можность дальнейшего применения предложенной 
кандидатной панели четырех биомаркеров РС. При 

Таблица 1. Показатели, полученные по результатам ROC-анализа для различных комбинаций аутоантигенов и вирусного 
пептида LMP1

Группы 
сравнения

Комбинация 
биомаркеров AUC ACC SE SP

РС и БАС

PRX451-494 
PTK6301-344

0.625 0.786 0.929 0.500

SPTAN1601-644 
PTK6301-344 
LMP1285-330

0.717 0.786 0.964 0.429

SPTAN1601-644 
PRX451-494 PTK6301-

344 LMP1285-330

0.796 0.738 0.679 0.857

РС и ЗСНОМ

PRX451-494 
PTK6301-344

0,757 0.606 0.536 1

SPTAN1601-644 
PTK6301-344 
LMP1285-330

0.693 0.727 0.714 0.800

SPTAN1601-644 
PRX451-494 PTK6301-

344 LMP1285-330

0.779 0.758 0.750 0.800

Примечание. РС – рассеянный склероз; БАС – боковой амиотрофический склероз; ЗСНОМ – заболевание спектра оп-
тиконевромиелита; AUC (от англ. Area Under Curve) – площадь под кривой; ACC – диагностическая точность; SE – чув-
ствительность; SP – специфичность.
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этом видно, что в случае использования только двух 
(PRX451-494 + PTK6301-344) или трех (SPTAN1601-644 + 
PTK6301-344 + LMP1285-330) маркеров, полученные зна-
чения AUC не являются достоверными, так как они 
значимо не отличаются от значений AUC при случай-
ном распределении набора данных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

РС является крайне гетерогенным заболева-
нием, которое на сегодняшний день достоверно 
возможно диагностировать только после первого 
эпизода клинической атаки. Но даже после тако-
го эпизода симптоматические проявления РС ча-
сто бывают схожи с  другими неврологическими 
заболеваниями. Предложенная нами кандидатная 
панель биомаркеров (SPTAN1601-644 + PRX451-494 + 
PTK6301-344 + LMP1285-330) позволяет дифференци-
ровать РС от других исследованных заболеваний 
(AUC=0.796 для БАС и AUC=0.779 для ЗСНОМ), 
что свидетельствует о  ее высоком потенциале 
по отношению к РС. Тем не менее диагностическая 
ценность обнаруженных антигенов требует даль-
нейших исследований, и мы надеемся, что иден-
тифицированные пептиды смогут стать удобным, 

экономически эффективным и  значимым серо-
логическим биомаркером для диагностики рас-
сеянного склероза. Мы ожидаем, что дальнейшие 
продолжительные исследования, включая анализ 
спинномозговой жидкости, подтвердят наши вы-
воды и помогут установить роль выявленных анти-
генов в патогенезе рассеянного склероза.
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Рис. 2. Пермутационный тест (тест на перестановку). А – Различие РС от БАС (бокового амиотрофического склероза). 
Б – Различие рассеянного склероза от ЗСНОМ (заболеваний спектра оптиконевромиелита). AUC (от англ. Area 
Under Curve) – площадь под кривой; ACC – диагностическая точность; SE – чувствительность; SP – специфичность.



102	 ОВЧИННИКОВА  и др.

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 519 2024

изложенными в Хельсинкской декларации Все
мирной Медицинской Ассоциации. Исследование 
одобрено локальным этическим комитетом Науч-
ного центра неврологии. У всех пациентов, вклю-
ченных в исследование, было получено письменное 
согласие. Все клинические образцы были использо-
ваны в работе после их деидентификации.
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Demyelinating diseases are a group of heterogeneous pathologies that affect the nervous system and 
reduce the quality of life. One such disease is multiple sclerosis (MS), an inflammatory autoimmune 
neurodegenerative disease of the central nervous system (CNS). At the initial stages, MS can mimic 
some infectious, neoplastic, genetic, metabolic, vascular and other pathologies. Accurate differential 
diagnosis of this disease is  important to improve the quality of  life of patients and reduce possible 
irreversible damage to the central nervous system. In this work, we confirmed the possibility of using 
our previously proposed candidate panel of MS biomarkers to distinguish MS from neuromyelitis optica 
spectrum diseases (NMOSD) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS). We have shown that our proposed 
panel (SPTAN1601-644 + PRX451-494 + PTK6301-344 + LMP1285-330) allows us to distinguish MS from ALS 
(AUC = 0,796) and NMOSD (AUC = 0,779).

Keywords: Multiple sclerosis, MS, autoantibodies, EBV, Epstein-Barr virus, Demyelinating diseases
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