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Введение
В 27 выпуске межрегионального научного сборника представлены статьи 

ученых, проводящих исследования в учебных и научных организациях Москвы, 
Орла, Воронежа, Ялты и других городов. Особенностями данного выпуска 
является большое количество статей, подготовленных с использованием 
современных методом биологии. Значительная доля работ выполнена 
молодыми авторами (научными сотрудниками, аспирантами, студентами) и 
направлена на выяснение молекулярно-биохимических механизмов адаптивной 
реакции клеточного метаболизма к воздействию абиотических факторов. 
Представленные в сборнике работы посвящены исследованию регуляции 
метаболических потоков клетки на энзиматическом, транскрипционном и 
эпигенетическом уровнях.

Авторский коллектив сборника представлен учеными из разных научных
учреждений нашей страны и из-за рубежа:

- Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова,
  Москва
- Орловский государственный университет им. И.С. Тургенева, Орел
- Воронежский государственный университет, Воронеж
- Всероссийский НИИ лесной генетики, селекции и биотехнологии,
  Воронеж
- Воронежский государственный университет инженерных
  технологий, Воронеж
- Воронежский государственный лесотехнический университет
   им. Г.Ф. Морозова, Воронеж
- Воронежский государственный медицинский университет
  им. Н.Н. Бурденко, Воронеж
- Воронежский государственный педагогический университет,
  Воронеж
- ФГБНУ Всероссийский научно-исследовательский ветеринарный
   институт патологии, фармакологии и терапии, Воронеж
- ФГБУН Никитский ботанический сад – Национальный научный
   центр, Ялта
- ФГАОУ ВО Севастопольский государственный университет,
 Свастополь

От имени редакции выражаем благодарность всем авторам,
участвовавшим в издании 27 выпуска нашего сборника, посвященного памяти
профессора А.А. Землянухина, и приглашаем всех к плодотворному
сотрудничеству в будущем при подготовке 28 выпуска сборника.
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УДК 581.14
НЕКОТОРЫЕ ИНВАРИАНТЫ ИЛИ БИОЛОГИЧЕСКИЕ
КОНСТАНТЫ В ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ

РАСТЕНИЙ

Будаговская H.В.

Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова
E-mail: postnabu@mail.ru

Исследовались быстрые ответные ростовые реакции листьев
растений овса, ячменя, риса и стеблей гречихи на кратковременное
засоление (NaCl), внесение блокатора кальциевых каналов
верапамила и антиоксиданта амбиола в корневую зону растений с
использованием высокочувствительного метода - лазерной
интерференционной ауксанометрии. Отмечена двухфазная
адаптивная восстановительная реакция растений – быстрая (мин)
и медленная (ч). Обнаружены характерные временные интервалы
(инварианты) в ответных реакциях листьев и стеблей исследуемых
растений на действие указанных факторов. При измерении
скорости роста листьев и водонагнетающей активности корней у
экспериментальных растений зарегистрированы колебательные
процессы с периодами колебаний около 1 ч и 1 мин.
Рассматривается возможность использования понятия
«биологические константы» к инвариантным значениям
функциональной активности растений.

ВВЕДЕНИЕ
Высшие растения состоят из двух основных структурно-функциональных

частей – надземной части и корней. Эти части функционально скоординированы
в системе целого растения. Ранее мы обнаружили, что сооотношение
структурных и функциональных параметров надземной части и корней
представляет собой постоянную величину, которая может быть выражена
гармонической пропорцией «золотое сечение» при нормальных условиях
выращивания растений и при хорошей адаптации к стресс-факторам [1-3].
Значение «золотого сечения» в структурных и функциональных соотношениях
надземной части и корней мы приняли за инвариантное и обозначили как
«биологическая константа», понимая некоторую условность такого понятия.
Биологические константы в отличие от физических и химических могут иметь
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Некоторые инварианты или биологические константы....

некоторый диапазон значений с приближением к конкретному константному,
их инвариантность относительна, так как биологические системы
функционально динамичны. При нарушении динамической стабильности,
например, в условиях сильного стресса биологические системы могут выходить
за рамки нормальных параметров функциональной активности и тогда
соотношение таких параметров будет отклоняться от «золотой пропорции». Как
было отмечено в наших исследованиях, плохая адаптация растений к
неблагоприятным факторам среды приводит к нарушению гармонической
пропорции [1-3]. Это может иметь практическое значение для оценки
стрессоустойчивости растений.

В данной работе основное внимание уделено временным
характеристикам функциональной активности растений и выявлению
инвариантных значений в этих процессах. Использование
высокочувствительного метода - лазерной интерференционной ауксанометрии
позволило исследовать быстрые  (сек, мин) и более медленные (ч) ответные
реакции надземной части на действующие на корневую систему стресс-факторы
и биологически-активные вещества на целом растении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Скорость изменения линейных размеров листьев и стеблей растений

измеряли с помощью лазерного интерференционного ауксанометра ЛИНА-
ЭМЗД (Россия) в непрерывном режиме в течение нескольких часов (время
проведения эксперимента). Исследование быстрых ответных реакций растений
(сек, мин, ч) на действующий стресс-фактор или биологические активные
соединения проводили по разработанной ранее методике [3]. Растения
выращивали в почве или песке в чашках Петри диаметром 5 см, поливали
водопроводной водой. Во время эксперимента раствор NaCl (800 мМ) вносили
порциями по 0,5 мл и 1 мл в корневую зону растений (водный раствор, песок
или почву). Верапамил вносили в зону корней до конечной концентрации 1,5
мМ и 6 мМ, амбиол – 0,01 мМ. Эксперименты проводили при температуре 20–
23оС и влажности воздуха 60%.

Водонагнетающую активность корней оценивали по интенсивности
экссудации, которую определяли по методу Anderson и House [4] с некоторыми
модификациями на изолированных корнях (пятисантиметровая апикальная
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часть) 6-дневных  проростков, помещенных в водопроводную воду. Измерения
проводили с интервалом в 20 мин в течение нескольких часов при 30оС,
применялось термостатирование. Биологическая повторность опытов
шестикратная. На графиках представлены типичные результаты опытов на
индивидуальных корнях.

Объектами исследования являлись растения овса сорта «Горизонт»,
ячменя сорта «Ауксиняй», риса сорта «Суксианген», гречихи сорта «Молва»,
кукурузы гибрида «Пионер».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Рис. 1-5 демонстрируют быстрые ответные реакции растений на внесение

в корневую зону NaCl, блокатора кальциевых каналов верапамила и
антиоксиданта амбиола. На рис. 1 показано изменение скорости роста 2-го листа
растения овса после добавление NaCl в зону корней. Можно видеть, что после
внесения NaCl в корневую зону, рост листа прекращается и отмечается сжатие
его тканей (отрицательная область координат) вследствие оттока воды,
вызванного повышением концентрации NaCl в наружной среде. Через 2,5 ч
после добавления NaCl началось восстановление скорости роста листа и в
течение 1 ч скорость роста листа достигла половины исходной (до внесения
NaCl) скорости роста. Аналогичная двухфазная (быстрая – мин и более
медленная – ч) ответная реакция на кратковременное засоление наблюдалась
также в экспериментах с растеними ячменя: снижение скорости роста 2-го листа
после внесения NaCl и через 2,5 ч  начало восстановления, через 1 ч скорость
роста вышла на стационарный уровень, равный половине начальной скорости
(до добавления NaCl) (рис. 2). Временной интервал в 2,5 ч, по-видимому,
необходим для реализации адаптивных процессов, связанных с биосинтезом
de novo протекторных соединений, в частности, осмопротектора глицинбетаина,
образующегося в растениях ячменя в условиях засоления [5].  Подтверждением
этому могут быть эксперименты с растениями риса. У растений риса,
неспособных к образованию глицинбетаина [6], не наблюдалось подобное
растениям овса и ячменя адаптивное восстановление скорости роста листьев
после внесения NaCl в зону корней. Растения риса проявляли более низкую
солеустойчивость по сравнению с растениями овса и ячменя, рост листьев у
них прекращался даже при более низких концентрациях NaCl в зоне корней,

Будаговская Н.В.
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чем в экспериментах с растениями овса и ячменя [7]. Внесение экзогенного
глицинбетаина в корневую зону растений риса повышало их  устойчивость к
засолению [7].

Рис. 1. Влияние NaCl (80 мМ) на скорость роста 2-го листа 21-дневного
растения  овса, - момент добавления NaCl в корневую зону (водный раствор).

Рис. 2. Влияние NaCl  (100 мМ) на скорость роста 2-го листа 12-дневного
растения ячменя, -  момент добавления NaCl в корневую зону (песок).

Другим примером восстановительных реакций растений могут быть
результаты экспериментов по действию блокатора кальциевых каналов
верапамила на скорость роста растений. На рис. 3 отражено изменение скорости
роста 2-го листа растения риса после внесения верапамила в корневую зону.
Скорость роста листа после добавления верапамила снизилась и восстановление

Некоторые инварианты или биологические константы....
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ее началось через 3 ч. При более высоких концентрациях верапамила рост
листьев растений риса прекращался и восстановление не наблюдалось.

Рис. 3.  Влияние верапамила (1,5 мМ) на скорость роста 2-го листа 20-
дневного растения риса.  - момент внесения верапамила в корневую зону
(песок).

У растений гречихи исследовали влияние верапамила на скорость роста
стебля. Верапамил приводил к снижению скорости роста стебля, но через 2 ч
начиналось увеличение скорости его роста, включались восстановительные
процессы (рис. 4).

Рис. 4.  Влияние верапамила (6 мМ) на скорость роста стебля 12-дневного
растения гречихи.  - момент внесения верапамила в корневую зону (песок).

Будаговская Н.В.
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На рис. 5 показано изменение скорости роста 2-го листа растения овса
после добавления антиоксиданта амбиола в корневую зону. Отмечена
двухфазная (быстрая – мин и медленная – ч) ответная реакция листа на внесение
амбиола. Быстрая фаза увеличения линейных размеров листа может быть
связана с гидродинамическим эффектом – усилением транспорта воды из корней
в лист, вызванным амбиолом и, вследствие этого, повышением тургора тканей
листа и их растяжением. Кроме того, возможно, амбиол  непосредственно влияет
на растяжимость тканей. Стимуляторы роста, изменяя ориентацию
микротрубочек цитоскелета, делают оболочки клеток более растяжимыми [8].
Возможно, это происходит при действии на растения амбиола, что может
приводить к быстрому увеличению линейных размеров листа. Более медленное
увеличение скорости роста листа прослеживалось через 2 ч 50 мин после
добавления амбиола. Медленная фаза увеличения скорости роста листа может
быть индуцирована метаболическими изменениями, связанными с экспрессией
генов и биосинтезами de novo, что способствует  повышению скорости роста
листа. Интервал времени около 3 ч от момента добавления амбиола до начала
медленной фазы был необходим для таких изменений.

Рис. 5. Влияние амбиола (0,01 мМ) на скорость роста 2-го листа 9-
дневного растения овса.  - момент добавления амбиола в корневую зону
(песок).

Повышение скорости роста листа в результате медленной фазы оказалось
более значительным и устойчивым, чем при быстрой фазе, достигнутый уровень

Некоторые инварианты или биологические константы....
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скорости роста сохранялся в последующие 4 дня, далее измерения не
проводились. Двухфазная (быстрая – мин и медленная – ч) ответная реакция
листьев на внесение амбиола в корневую зону показана также в наших
экспериментах с растениями пшеницы и риса. При этом временной интервал
от момента внесения амбиола до начала медленной восстановительной реакции
составлял около 3 ч, как и для растений овса.

На основании представленных выше результатов экспериментов следует
отметить, что восстановительный период скорости роста листьев и стеблей
растений в ходе медленной фазы ответной реакции на действующие факторы
разной природы (NaCl, блокатор кальциевых каналов, антиоксидант) начинается
через 2-3 ч после внесения этих веществ в зону корней. По-видимому, это время
требуется для развертывания адаптационных  процессов, связанных с синтезами
de novo протекторных и других соединений и метаболических перестроек для
перехода на новый функциональный уровень. Этот временной интервал можно
отнести к инвариантным значениям, так как он был отмечен у разных растений
и при использовании разных действующих факторов.

Далее рассмотрим некоторые устойчивые параметры в таких
динамических процессах как колебательные. На рис. 6 и 7 представлены
графики изменения интенсивности экссудации корней кукурузы во времени,
характеризующие пульсирующий характер водонагнетающей активности
корней. Несмотря на то, что опыты проводились в разные дни и на корнях
разных растений, полученные результаты схожи: процессы экссудации имеют
колебательный характер, колебания хорошо выражены, имеют околочасовой
период. Период колебаний транспорта воды в корнях можно считать
определенным фиксированным значением, инвариантным.

Другие примеры инвариантности периодов колебаний функциональной
активности растений представлены на рис. 8-11. При измерении скорости роста
3-го листа растения риса были зарегистрированы высокоамплитудные
низкочастотные колебания с околочасовым периодом (рис. 8). Такие колебания
были получены при последовательном добавлении воды и NaCl в корневую
зону растения. Засоление вызвало отток воды из корня в наружное пространство
и за этим последовал отток воды из листа и его сжатие (отрицательные значения
на графике), так как уменьшилась водонагнетающая активность корня.
Засоление снижает водонагнетающую активность корней [9]. Растение

Будаговская Н.В.
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стремится сохранить водный статус листа и закрывает устьица. В системе корень
– стебель - лист - устьичный аппарат могут возникнуть колебания водного потока
при нарушении функциональной стабильности, вызванной добавлением NaCl
в зону корней. В приведенном эксперименте высокоамплитудные колебания
длились 2 часа, после постепенного затухания таких колебаний установилось
динамическое равновесие и скорость роста листа приблизилась к исходной (до
добавлении NaCl) скорости роста. В растении произошла адаптация к новым
условиям – повышению концентрации NaCl.

Рис. 6. Интенсивность экссудации корня растения кукурузы № 1.

Рис. 7. Интенсивность экссудации корня растения кукурузы № 2.

Некоторые инварианты или биологические константы....
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Индуцированные внешними факторами высокоамплитудные
низкочастотные затухающие колебания были отмечены также при измерении
скорости роста 2-го листа ячменя (рис. 10). В данном случае они были вызваны
добавлением NaCl в корневую зону и последующим отмыванием корней от
раствора соли. Также, как и в предыдущем случае, они имели околочасовой
период и также были затухающими, продлились 2 ч, как и колебания на рис. 8.

Рис. 8. Колебание скорости роста 3-го листа 16-дневного растения риса,
 – момент добавления  1 мл воды,  – момент добавления NaCl (0,5 мл, 800

мМ) в корневую зону (почва).

Помимо высокоамплитудных колебаний с периодом около часа, при
измерении скорости роста листьев отмечены низкоамплитудные
высокочастотные колебания с периодом менее 1 мин (рис. 9 и 11). Такие
колебания фиксируются постоянно при измерении скорости роста растений,
они проявляются и при возникновении индуцированных колебаний с периодом
около 1 ч.

Рис. 9. Фрагмент рис.8.

Будаговская Н.В.
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Рост растяжением связан с транспортом воды в растении и колебания с
периодом меньше 1 мин  могут отражать транспорт воды на клеточном уровне,
в то время как колебания с периодом около 1 ч могут быть связаны с транспортом
воды на уровне целого растения (корень – стебель - листья).

Рис. 10. Колебания скорости роста 2-го листа 15-дневного растения
ячменя. Измерению скорости роста листа предшествовало двукратное
добавление NaCl (1,0 мл, 800 мМ) в корневую зону (песок) с последующим
отмыванием корней от NaCl.

Важно отметить, что низкоамплитудные высокочастотные колебания
имеют подобные характеристики у разных растений: рис, ячмень (рис. 7 и 11)
и гречиха [10], периоды таких колебаний близки и соответствуют значениям
менее 1 мин. Это позволяет отнести их к инвариантным значениям.

Рис. 11. Фрагмент рис.10.

Некоторые инварианты или биологические константы....
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Различия в амплитудах  колебаний у растений риса и ячменя (рис. 9 и
11) могут быть объяснены разной степенью жесткости их тканей и,
соответственно, различиями в их растяжимости. Рис относится к растениям-
аккумуляторам кремния, клеточные стенки его армированы кремнием,
утолщены, что повышает их прочность [11].  Однако это делает ткани риса
менее эластичными в отличие от тканей ячменя, которые содержат меньше
кремния.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании рассмотренных в данной работе динамических

характеристик функциональной активности растений (овес, ячмень, рис,
гречиха) были выделены некоторые временные инвариантные значения,
типичные для всех опытных растений. При исследовании влияния факторов
разной природы (NaCl, блокатор кальциевых каналов верапамил, антиоксидант
амбиол), добавленных в корневую зону растений, на скорость роста растений
были зарегистрированы быстрые (мин) и более медленные (ч) ответные реакции
листьев и стеблей, связанные с быстрыми процессами (ионная и
гидродинамическая регуляция) и медленными (адаптивная настройка
метаболизма с участием синтезов de novo протекторных и других соединений).
Временной интервал от момента внесения каждого из действующих факторов
(NaCl, верапамил, амбиол) до начала повышения скорости роста листьев
составлял 2-3 ч для всех исследуемых растений. В случае засоления и действия
блокатора кальциевых каналов это был восстановительный адаптационный
период после снижения скорости роста листьев и стеблей.  В случае действия
антиоксиданта такой временной интервал требовался для устойчивой
стимуляции ростовых процессов, связанной с активацией экспрессии генов и
синтезов de novo необходимых веществ. Быстрая и кратковременная стимуляция
роста листьев происходила сразу после внесения антиоксиданта в зону корней.

Временной показатель 2-3 ч можно отнести к временным инвариантам.
Этот временной интервал определяет реактивность растений в ответных
реакциях на действие используемых экзогенных факторов.

Экспериментально зафиксированные колебательные процессы
транспорта воды и роста листьев у всех исследованных растений имели
основные периоды колебаний около 1 ч и 1 мин. Периоды колебательных

Будаговская Н.В.
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процессов можно считать инвариантными, так как они типичны для разных
растений. Помимо этого, время индуцированных колебаний от момента начала
до затухания – 2 ч также можно отнести к инвариантным, оно было отмечено у
разных растений.

Инвариантные значения функциональной активности растений
выражают ее стабильность, несмотря на высокую динамичность отдельных
процессов. Временная согласованность процессов и их пространственная
упорядоченность создают условия для эффективной регуляции функциональной
активности в системе целого растения. Функциональная стабильность растений
обусловлена скоординированностью физиологических процессов на уровне
разных подсистем (иерархическая соподчиненность). Временная организация
процессов, включая согласование ритмов колебательных процессов (частот или
периодов колебаний) обеспечивает динамическую устойчивость
функциональной активности растительного организма и проявляется в
существовании инвариантных значений или «биологических констант».
Возможные отклонения от инвариантных значений могут свидетельствовать о
плохой адаптации растений к стресс-факторам и это имеет диагностическое
значение. Плохая адаптация растений к неблагоприятным условиям среды
делает их нежизнеспособными. В связи с этим правомерно говорить о наличии
инвариантных значений или «биологических констант» у здоровых растений,
имеющих функциональную стабильность и высокую жизнеспособность.
Биологические константы имеют свои особенности, они свойственны только
живым организмам с их упорядоченной динамикой функциональной
активности.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1.  Budagovskaya, N.V. “Golden section” in proportions of structural and functional
parameters of photoautotrophic and heterotrophic organs and whole plant as an index
of harmonic development //Plant Physiol. Biochem. – 1996 - sp. issue: SO4-2.
2. Budagovskaya, N.V. Golden section in structure-functional organization of plants
//Biophotonics and Coherent Systems, L., Belousov, F-A., Pop, V., Voeikov, and R.,
van Wijk, (Eds.), Moscow University Press, Moscow, - 2000 - P. 67-74.
3. Budagovskaya, N.V., Interaction of plant shoots  and  roots: dynamics and stability
//Biophotonics and Coherent Systems, Belousov L.V., Voeikov V.L., Martinuik V.,
(Eds.), Springer. - New-York, - 2007. - P. 213-223.

Некоторые инварианты или биологические константы....



16

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

4. Anderson W.P., House C.R . A correlation between structure and function in the
root Zea mays L.  // J. Exp. Bot. 1967, vol. 18, p. 544-555.
5. Hattori T., Mitsuya S., Fujiwara T., Jagendorf A.T. , Takabe T. Tissue specificity of
glycinebetaine synthesis in barley. //Plant Science – 2009 – V. 175 – P. 112-118.
6.. Rathinasabapathi R., Gage, D.A., Mackill, D.J., and Hanson, A.W. Cultivated
and wild rice do not accumulate glycinebetaine due to deficiences in two biosynthetic
steps. // Photosynth. Res. 1993. - V. 33, - Р. 534–538.
7. Будаговская Н.В. Быстрые ответные реакции растений на засоление как
диагностический показатель солеустойчивости // Актуальная биотехнология, -
2018. - № 3, - С. 217-219.
8. Васильев А.В. Сравнительная структурно-функциональная характеристика
цитоскелета       животных и высших растений // Журнал общей биологии. -
1996. - Т. 57, С. 293-325.
9. Будаговская Н.В. Колебательные процессы как динамический язык
коммуникации и способ регуляции в целом растительном организме. //
Организация и регуляция физиолого-биохимических процессов: сб. науч. тр. -
Воронеж: Центрально-Черноземное книжное изд-во. -  2024. - С. 4-15.
10. Будаговская Н.В. Изменение колебательного режима скорости роста и
тургора растений гречихи после внесения хлористого натрия в корневую зону.
//Организация и регуляция физиолого-биохимических процессов: сб. науч. тр.
-  Воронеж: Центрально-Черноземное книжное изд-во. -  2022. - С. 4-9.
11. Yoshida S. Fundamentals of rice crop science. // International Rice Research
Institute, - Los Banos, Laguna, Philippines, - 1981. – 269 p.

Будаговская Н.В.



17

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

ХЕМОЛИТОТРОФИЯ БАКТЕРИЙ SPHAEROTILUS MOBILIS
FEOX-1 С УЧАСТИЕМ МАРГАНЦА

Алёмова А.С., Зеленин И.С., Конарева К.А., Новикова П.А.,
Грабович М.Ю.

Воронежский государственный университет, Воронеж
Е-mail: simacoffee@mail.ru

Важную роль в биогеохимическом цикле марганца играют
прокариоты, способные использовать реакции окисления и
восстановления марганца в процессах своей жизнедеятельности.
Впервые в ходе работы была показана способность бактерий
Sphaerotilus mobilis Feox-1 к росту в присутствие марганца в
качестве донора электронов. Изучена роль мультимедной оксидазы
mofA в процессах окисления марганца.

ВВЕДЕНИЕ
Различные соединения марганца оказывают существенное влияние на

здоровье человека и экосистемы. Комплексы Mn (III) и оксиды марганца (III,
IV) являются одними из сильнейших окислителей на нашей планете, при
определенных условиях конкурируя с кислородом, что придает им уникальную
способность разлагать даже самые стойкие формы углерода и окислять
токсичные вещества, а также органические и неорганические соединения.
Изучение процессов круговорота Mn имеет широкие экологическое,
геобиологическое, промышленное и медицинское значение. Важную роль в
окислительно-восстановительных реакциях марганца играют прокариоты.
Бактерии контролируют некоторые процессы круговорота марганца и
образование оксидов марганца в разнообразных экосистемах, как естественных,
так и искусственных [2]. Окисление марганца прокариотами может проходить
при участии ферментов – мультимедных оксидаз, одной из которых является
MofA у некоторых бактерий рода Sphaerotilus , предположительно
использующих марганец в качестве донора электронов при литотрофном росте.
Одним из доказательств литотрофии с участием марганца может быть
доказательство сопряженности процесса  окисления марганца (II) с
функционированием ЭТЦ. В частности, ингибитором терминального участка
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дыхательной цепи бактерий может выступать азид натрия в определённой
концентрации, при которой культура не погибает, однако интенсивность
процессов окисления марганца (II) замедляется [1].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование. Объектом исследования служила бактерия из рода

Sphaerotilus – S. mobilis Feox-1. Для культивирования использовали среду
следующего минерального состава (г/л): пептон – 0,25; дрожжевой экстракт –
0,25; MgSO4*7H2O – 0,1; CaCl2 – 0,05; MnSO4*5H2O  – 0,05; вода
дистиллированная – 1 л; стандартный набор витаминов 1 мл/л (B12, B1) и
микроэлементов 1 мл/л [3]. Бактерии культивировали в флаконах под ватными
пробками в течение 4 суток на жидкой питательной среде указанного состава
при температуре 27оС с 10 мМ раствором азида натрия и без его добавления.
Также для определения влияния меди на скорость окисления марганца после
автоклавирования в среду вносили раствор меди в разных концентрациях (мкМ)
– 0,05; 0,1; 0,15. Добавление меди в больших концентрациях ингибировало
рост клеток.

Анализ превращения марганца (II). Образование оксидов марганца
(IV) определяли при помощи качественной реакции с бензидином. Изменение
концентрации двухвалентного марганца определяли формальдоксимовым
методом.

Биоинформатический анализ. Биоинформатический анализ проводили
в программе BLAST. Первичное аннoтирование генoма прoвoдили при пoмoщи
интернет-платфoрмы RAST c иcпoльзoванием теxнoлoгии пoдcиcтем (http://
rast.nmpdr.org/).

Выделение суммарной РНК и синтез кДНК. Для экстрагирования РНК
из собранных бактерий воспользовались набором ExtractRNA («Евроген»,
Россия) согласно протоколу фирмы-производителя. Наличие и качество
полученной РНК определяли с помощью электрофореза в 1,5 % агарозном геле.
Для определения РНК использовали набор Qubit® RNA HS Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, США) на флюориметре Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific,
США). Постановку обратной транскрипции осуществляли с использованием
реактивов M-MulV (SibEnzyme, Россия) и Eppendorf Mastercycler согласно

Алёмова А.С., Зеленин И.С., Конарева К.А. и др.
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протоколу фирмы-производителя на приборе «Eppendorf Mastercycler
personal» [4].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
MofA – марганец-окисляющий белок, принадлежащий к семейству

мультимедных оксидаз (EC 1.16.3.3). Фермент катализирует превращение
двухвалентного марганца в четырехвалентный (либо напрямую, либо через
образование промежуточного продукта Mn (III)), кодируется геном mofA.

У S. mobilis Feox-1 наличие этого гена ранее не было выявлено, однако
биоинформатический анализ показал белок, гомологичный
охарактеризованному ранее белку S. discophora.

Для подтверждения способности бактерий рода Sphaerotilus к окислению
марганца было проведено измерение общего белка в четырехдневной культуре
в конце экспоненциальной фазы роста. Было выявлено, что в
хемолитогетеротрофных условиях прирост белка составил 20 мг/л в присутствие
марганца и 15 мг/л в отсутствие марганца в среде. Во время роста культуры в
среде происходило образование окислов Mn4+. Химический контроль не показал
подобных результатов, концентрация Mn (II) оставалась постоянной, что позволяет
исключить возможность химического образования оксида марганца (IV).

Рис. 1. Убыль Mn (II) при хемолитогетеротрофном у S. mobilis Feox-1.
ХЛГ - хемолитогетеротрофный.

Хемолитотрофия бактерий  Sphaerotilus mobilis....
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Для подтверждения способности L. mobilis Feox-1 к ферментативному
окислению марганца изучали экспрессию гена mofA – мультимедной оксидазы,
участвующей в данном процессе. Исследование динамики экспрессии показало,
что на первые сутки после внесения бактерий в хемолитогетеротрофные условия
экспрессия mofA резко возрастает; рост экспрессии продолжается до 72 часов
культивирования, после чего на 4 сутки наблюдается значительное уменьшение
относительного уровня транскриптов (рис. 2). По-видимому, падение
экспрессии связано с уменьшением количества Mn (II) в пробе, что согласуется
с данными количественного определения иона Mn2+.

Рис. 2. Динамика экспрессии гена mofA в хемолитогетеротрофных
условиях у L. mobilis Feoх-1.

Так как окисление марганца катализируется мультимедными оксидазами
(ферментами, в активном центре которых находятся атомы Cu (II)), в литературе
высказывались предположения о влиянии меди на окисление марганца.
Предположительно, медь должна оказывать стимулирующее влияние на
активность марганецокисляющих белков. Для определения влияния меди на
окисление марганца L. mobilis  Feox-1 к питательной среде после
автоклавирования добавляли медь для получения растворов разных
концентраций. Определение белка в пробах с разной концентрацией меди не
показало существенных различий в количестве бактериальных клеток.

Алёмова А.С., Зеленин И.С., Конарева К.А. и др.
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Также было определено количественное окисление марганца. Показано,
что при добавлении к культуре бактерий меди в концентрации 0,1 мкМ
окисление марганца начиналось на более ранних этапах и шло с большей
скоростью. При добавлении меди в концентрации 0,05 мкМ значительных
изменений относительно контрольных условий замечено не было. Медь в
концентрации 0,15 мкМ также вызывала более быстрое окисление марганца,
однако добавление меди в подобной концентрации вызывало ухудшение роста
культуры (рис. 3).

Рис. 3.  Убыль Mn (II) при хемолитогетеротрофном росте в присутствии
марганца и меди у S. mobilis Feox-1.

Исследование экспрессии генов оперона mofA также не показало
существенных различий при добавлении меди в разных концентрациях (рис.
4). Определено, что при хемолитогетеротрофном росте в присутствие марганца
в качестве донора электронов экспрессия mofA снижалась на 30% относительно
контрольных услових, экспрессия mofB сначала возросла, а затем также
снизилась на 30% относительно начальной концентрации. Изменение
экспрессия mofC было наиболее значительным: при добавлении меди к среде в
концентрации 0,05 и 0,1 мкМ экспрессия снизилась на 30%, а затем в
концентрации 0,15 мкМ уменьшилась на 50% относительно начальной
концентрации.

Проведенные исследования позволяют сделать вывод о независимости
экспрессии мультимедных оксидаз от наличия или же отсутствия меди в
питательной среде. Полученные данные об окислении марганца и экспрессии

Хемолитотрофия бактерий  Sphaerotilus mobilis....
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мультимедных оксидаз в присутствие меди в питательной среде согласуются с
данными, полученными для другого представителя Sphaerotilus – S. discophora
SS-1, что позволяет сделать вывод о невлиянии меди на экспрессию
марганецокисляющих белков. Однако при определенных концентрациях Cu (II)
наблюдалось более активное окислении марганца на начальных этапах роста
культуры, что может свидетельствовать о влиянии меди на мультимедные
оксидазы на посттрансляционном уровне.

Рис. 4. Экспрессия генов оперона mofA у L. mobilis Feoх-1 на 4 сутки
культивирования. ХЛГ - хемолитогетеротрофный.

Азид натрия (NaN3) – высокотоксичное соединение, действующее как
ингибитор IV комплекса электронтранспортной цепи. При добавлении азида
натрия к исследуемым микроорганизмом наблюдалось угнетение роста, а
также угнетение процессов окисления марганца. Было проведено измерение
прироста белка в культуре в конце экспоненциальной фазы роста. Показано,
что при добавлении азида в среду после автоклавирования прирост белка
составил 8 мг/л против 19 мг/л в условиях без азида. В ходе работы была
исследована динамика окисления марганца в хемолитогетеротрофных
условиях в присутствие марганца. При добавлении азида к культуре
окисление марганца шло с более медленной скоростью и на 96 сутки
останавливалось. В отсутствие азида окисление марганца шло более активно
и продолжалось далее по прошествие 96 суток (рис. 5).

Алёмова А.С., Зеленин И.С., Конарева К.А. и др.
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Рис. 5.  Убыль Mn (II) при хемолитогетеротрофном росте в присутствие
азида и в его отсутствие у L. mobilis Feox-1. А - в присутствии азида натрия. БА
- без азида натрия.

Измерение экспрессии генов мультимедных окисдаз в модельном опыте
(острый опыт – азид добавляли к культуре бактерий и инкубировали в течение
часа) показало, что при отсутствии азида в среде экспрессия mofA возрастала в
14,2 раза по сравнению с уровнем экспрессии в условиях с азидом. Была изучена
экспрессия генов оперона mofA – mofB и mofС. Наблюдалось полное подавление
экспрессии mofC при обработке культуры бактерий азидом, что может быть
связано с действием азида натрия на цитохромы. В отсутствие азида в среде
относительный уровень транскриптов для mofC составил 8,1 (рис. 6).

Рис. 6. Экспрессия генов в хемолитогетеротрофных условиях (острый
опыт) mofA, mofC у S. mobilis Feoх-1.

Хемолитотрофия бактерий  Sphaerotilus mobilis....
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Таким образом, исходя из полученных результатов, можно сделать вывод,
что NaN3 ингибирует процесс окисления марганца, а также работу мультимедной
оксидазы MofA и цитохрома с (МofC), принимающего электроны от МofA при
окислении марганца, что свидетельствует о сопряжении процесса окисления
марганца с дыхательной цепью и использовании марганца бактериями S. mobilis
в качестве донора электронов.
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ТРАНСГЕННЫЕ КЛЕТКИ И ИХ РОЛЬ В ИЗУЧЕНИИ
ОБУЧАЕМОСТИ ЖИВОТНЫХ

Антоненко В.Е., Стародубцев К.А., Чугунов М.А., Кокина А.В.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mail: maximus.firefly@gmail.com

В данной статье представлен обзор литературных данных,
посвященных исследованию роли трансгенных клеток в
обучаемости животных. Трансгенные технологии стали мощным
инструментом в нейробиологии и когнитивной психологии, что
открыло новые горизонты для изучения механизмов памяти и
обучения. Рассматриваются основные виды трансгенных клеток,
методы их создания, результаты ключевых экспериментов, а также
перспективы применения трансгенных технологий в изучении
обучаемости.

ВВЕДЕНИЕ
Обучаемость животных как комплексный феномен

Обучаемость животных представляет собой сложный феномен,
включающий процессы восприятия, обработки информации, запоминания и
воспроизведения. В 1990-е годы основными моделями исследовательских работ
служили поведенческие тесты. Однако с появлением трансгенных технологий
ученые получили возможность напрямую управлять молекулярными “ключами”
памяти, такими как белки-посредники синаптической пластичности, рецепторы
и факторы транскрипции [11].

История и методы трансгенеза
Разработка методов получения трансгенных животных и растений стала

важным этапом в развитии современной биотехнологии. Первые трансгенные
организмы были получены учеными из США в 1980 году, а в России первые
публикации на эту тему появились в 1982 году [8]. Однако лишь спустя почти
десять лет после создания данной технологии она стала широко использоваться
как в научных, так и в промышленных целях.

Трансгенный организм представляет собой организм, который во всех
отношениях подобен обычному, но содержит один или два новых гена
(трансгены), несвойственных ему в природе. Метод трансгенеза включает
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введение чужеродных последовательностей ДНК в геном трансфицированных
клеток и обеспечение их интеграции и передачи потомству. К практическим
применениям трансгенеза в животноводстве относятся:

· повышение плодовитости и репродуктивных показателей;
· улучшение использования корма и темпов роста;
· улучшение состава мяса и молока;
· повышение устойчивости к заболеваниям [7].
Успех процесса трансгенеза подтверждается интеграцией гена

устойчивости к антибиотикам и методами вестерн-блоттинга, Саузерн-
блоттинга, ПЦР и ИФА. Существует 4 основных способа доставки чужеродной
ДНК в клетки трансгенных животных (рис.1).

Рис. 1. Методы создания трансгенных животных [2].

Влияние трансгенных клеток на обучаемость
Трансгенные клетки оказывают влияние на обучаемость животных,

демонстрируя разнообразные результаты. Например, трансгенные мыши, у
которых были клонированы онкогены, а также мыши с нокаутированными
генами, подавляющими опухоли, стали эффективными моделями для изучения
рака у людей [10]. Были выведены сотни таких онкомышей, охватывающих
широкий спектр видов рака, и они совершенствуются для большей
репрезентативности.

Некоторые трансгенные мыши были модифицированы для увеличения
роста и силы мышц за счет сверхэкспрессии инсулиноподобного фактора роста

Антоненко В.Е., Стародубцев К.А., Чугунов М.А. и др.
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I (IGF-I) в дифференцированных мышечных волокнах [10]. В других случаях
изменение гена, участвующего в метаболизме глюкозы, привело к повышению
физической активности, увеличению продолжительности жизни и улучшению
аппетита без увеличения массы тела [1].

Примером трансгенных мышей, демонстрирующих выдающуюся
выносливость, являются особи, способные преодолевать расстояние в шесть
километров со скоростью 20 метров в минуту почти без остановки [9].
Исследования показывают, что обычные мыши прекращают бег на
третхсотом метре, в то время как трансгенные особи показывают
значительно лучшие результаты. В одном из экспериментов
специализированный тренажер для бега был наклонен под углом 25 градусов,
а скорость увеличивалась на два метра в минуту, каждую минуту.
Контрольные особи (обычные мыши) выдерживали на тренажере до 19
минут, в то время как трансгенные мыши преодолевали дистанцию до 32
минут. При этом замеры показали, что обмен газов у трансгенных мышей
происходил более эффективно, а уровень молочной кислоты в крови
оставался почти неизменным, в отличие от обычных мышей [6].

Механизмы, способствующие выносливости
Трансгенные мыши являются более выносливыми в отличие от обычных

мышей. Такой эффект может быть объяснен увеличением и “перенаправлением”
экспрессии гена, отвечающего за фермент PEPCK-C (фосфоенолпируват-
карбоксикиназу), который участвует в глюконеогенезе - синтезе глюкозы из
неуглеводных соединений (рис. 2). В процессе исследований была создана линия
мышей с измененным содержанием PEPCK-C, где участок гена, отвечающий
за этот фермент, был связан с промотором гена актина скелетных мышц. Это
привело к повышению концентрации PEPCK-C в скелетных мышцах до 1-3
единиц на грамм ткани (в контрольной группе - 0,08 единиц на грамм) [3].

При скрещивании трансгенных мышей удалось получить особей с
концентрацией фермента до 9 единиц на грамм, что более чем в сто раз
превышает уровень контрольной группы. В настоящее время таких особей
существует около 500, и они демонстрируют повышенное содержание PEPCK-
C и митохондрий, а также триглицеридов в мышечной ткани [5].

Трансгенные клетки и их роль ....
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Рис. 2. Структура фосфоенолпируват-карбоксикиназы [4].

При высоких физических нагрузках такие мыши начинают использовать
для получения энергии не глюкозу, а жирные кислоты, что позволяет им
производить меньше молочной кислоты и демонстрировать выносливость.
Более того, мыши с повышенным содержанием PEPCK-C хранят в пять раз
больше триглицеридов в скелетных мышцах и имеют значительно меньшее
количество триглицеридов в жировой ткани, несмотря на то что они потребляют
на 60% больше пищи, чем контрольная группа. Концентрация лептина и
инсулина в крови трансгенных мышей значительно ниже, чем у контрольных
животных того же возраста, что также может способствовать увеличению
продолжительности жизни.

Технология трансгенеза имеет огромный потенциал для будущих
исследований в области нейробиологии и когнитивной психологии. Если будут
решены социальные и этические проблемы, связанные с использованием
трансгенных организмов, эта технология может стать ключом к дальнейшему
пониманию механизмов обучаемости и памяти у животных.
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УДК 57.084.1
ЭФФЕКТ МИЛДРОНАТА И L-КАРНИТИНА НА

ПОВЕДЕНЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ МЫШЕЙ

Бабенкова П.И.1, Аджемян Д.С.1, Грибовская В.А.1,
Садовникова И.С.1, Калаев В.Н.1,2, Гуреев А.П.1

1 Воронежский государственный университет, Воронеж
2 Воронежский государственный университет инженерных технологий,

Воронеж

Работа посвящена оценке эффектов милдроната и L-карнитина
на показатели теста распознавания новых объектов,
использующегося для оценки памяти, обучаемости и
исследовательского поведения у животных.

ВВЕДЕНИЕ
Известно, пищевая добавка L-карнитин оказывает значительное влияние

на метаболизм жирных кислот и энергетические процессы во многих органах
и тканях. Кардиопротекторный препарат милдронат способен ингибировать
фермент гамма-бутиробетаингидроксилазу, что вызывает снижение синтеза
карнитина в организме. Кроме того, милдронат ингибирует специфические
переносчики, что приводит к значительному снижению концентрации L-
карнитина в тканях [1]. Милдронат сейчас также известен своими
потенциальными нейропротекторными эффектами при различных
неврологических расстройствах. Способность препарата ингибировать ß-
окисление и активировать гликолиз способствует его нейропротекторным
механизмам [2]. В свою очередь имеются данные о защитном действии L-
карнитина для различных видов расстройств, поражающих периферическую и
центральную нервную систему [3]. Так L-карнитин может улучшить качество
жизни за счет усиления митохондриального дыхания, высвобождения
нейротрансмиттеров и глобальных изменений экспрессии генов [4]. Важно
рассмотреть потенциальное влияние милдроната и L-карнитина на
исследовательское поведение, обучаемость, учитывая антогонистические
отношение между действующими веществами.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В эксперименте использовали двухмесячных самцов мышей линии

C57Bl/6, полученных из филиала Научного центра биомедицинских технологий
питомника “Столбовая”  (Москва, Россия).

В начале эксперимента 32 самца мышей разделили на три группы. Первая
группа (n=12) получала чистую питьевую воду ad libitum в течение четырех
недель, вторая группа (n=10) получала вместе с питьевой водой препарат L-
карнитин (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, USA) (200 мг/кг в день) и третья группа
(n=10) получала в составе питьевой воды препарат Милдронат (Grindex, Рига,
Латвия) (200 мг/кг в день) на протяжении четырех недель. Поведение самцов
по истечению 4 недель оценивалось при помощи теста распознавания объектов.

Оценка поведения осуществлялась согласно протоколу описанному
Lueptow (2017). Рассчитывались показатели: e1 как общее время исследования
во время обучения для двух одинаковых объектов; e2 как общее время
исследования во время тестирования для знакомого объекта и нового объекта;
d1 как время, потраченное на изучение нового объекта, минус время,
потраченное на изучение знакомого объекта; d2 как время, потраченное на
изучение нового объекта, минус время, потраченное на изучение знакомого
объекта, деленное на общее время изучения. В качестве альтернативы
рассчитывался индекс распознавания или предпочтения (d3). Это время,
потраченное на изучение нового объекта, деленное на общее время.

Статистический анализ проводили с использованием программы Statistica
12. Результаты выражали как среднее значение ± стандартная ошибка среднего.
Оценку статистической достоверности различий между группами осуществляли
с помощью критерия Краскела-Уоллиса.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Значениe d1 было на порядок ниже у самцов, получавших милдронат

по сравнению с контролем (p<0,05), также наблюдалось значительное
уменьшение показателя d2 в группе милдронат относительно группы L-
карнитин (p<0,05). Индекс предпочтения в группе милдронат, был в 1,44 раза
ниже, чем в группе, получавшей L-карнитин (p<0,05), а также в 1,36 раз меньше по
сравнению с контролем. Достоверных различий между группами по показателям
общего времени исследования предметов не было выявлено (рис. 1).

Эффект милдроната и L-карнитина ....
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В норме мыши проявляют более высокий интерес к изучению нового
объекта, что и отражают показатели данного метода оценки поведения.  Ацетил-
L-карнитин путем включения в образование нейротрансмиттеров может
положительно влиять на обучение и память, что подтверждается результатами
данного теста [3].

Рис. 1. Изменение показателей в тесте распознавания объектов: величины
e1 (А), величины е2 (Б), величины d1 (В), величины d2 (Г), величины d3 (Д),
где p<0,05 различия статистически значимы по сравнению с контролем (*), по
сравнению с группой L-карнитин (#).

Бабенкова П.И., Аджемян Д.С., Грибовская В.А. и др.
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Однако прием милдроната способен переключать метаболизм на
эффективное использование глюкозы, что также может является стрессовым
фактором для организма, но данного источника энергии может быть
недостаточно, так как мозг в условиях нагрузок использует ß-окисление как
резервный источник питания. Милдронат, действуя как ингибитор синтеза L-
карнитина, соответственно, может снижать уровень ацетилхолина, что также
может негативно сказываться на параметрах теста. Ранее было отмечено, что
при длительном приеме милдроната наблюдался дисбиоз и изменение поведения
у самцов мышей [5].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, метаболическая модуляция играет ключевую роль в

когнитивных функциях. В то время как L-карнитин поддерживает
энергетические потребности мозга, милдронат, хотя и оказывает
противоишемическое действие, тем самым привнося положительный эффект
при нарушениях нервной системы, может изменять поведенческие
характеристики за счет подавления карнитин-зависимых процессов.
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УДК 577.11
ВЛИЯНИЕ ФИТОПРОТЕКТОРНОГО ДЕЙСТВИЯ НА

ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ ФУМАРАТГИДРАТАЗЫ В
ГЕПАТОЦИТАХ КРЫС

В УСЛОВИЯХ АЛЛОКСАНОВОГО ДИАБЕТА

Бакарев М.Ю., Карев Д.П., Епринцев А.Т.

Воронежский государственный университет, Воронеж
Е-mail: bc366@bio.vsu.ru

Повышение уровня глюкозы в крови при внутрибрюшинном
введении 5% раствора аллоксана моногидрата способствует
индукции экспериментального сахарного диабета у крыс. В
условиях аллоксанового диабета наблюдается интенсификация
функционирования энзима фумаратгидратазы, что подтверждается
увеличением активности работы данного фермента.  При этом
было установлено, что количество изоформ исследуемого
фермента не изменятся у всех экспериментальных групп. При
использовании водного экстракта топинамбура наблюдается
положительная динамика уровня активности ФГ до значений,
характерных здоровой выборке животных.

ВВЕДЕНИЕ
Cахарный диабет – эндокринологическое расстройство,

распространяющееся по всему миру с огромной скоростью из года в год. Это
заболевание представляет угрозу здоровью и качеству жизни населения всех
стран мира [1]. В связи с приобретением сахарным диабетом статуса
неинфекционной пандемии, целью данной работы является исследование
вопросов изменения метаболизма в условиях экспериментального сахарного
диабета с использованием фитопротектора (в частности, влияние его на работу
ключевого фермента цикла трикарбоновых кислот - фумаратгидратазы) [2].
Фитопротекторы – это вещества, содержащиеся и полученные из растительных
организмов. Эти препараты не содержат ксенобиотиков, что создает очевидное
преимущество перед синтетическими препаратами. Одним из представителей
данной группы является топинамбур, так как его клубни обладают
фитопротекторным действием. Так при попадании в желудок, под действием



35

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

ферментов, он расщепляется до мономеров – молекул фруктозы. В условиях
сахарного диабета, фруктоза может выступать заменителем глюкозы и
усваиваться организмом, восполняя энергетические потери [3]. Также инулин
способен влиять на инсулинозависимые клетки, повышая сродство их
рецепторов к инсулину, в результате чего часть глюкозы попадает внутрь клеток,
уровень глюкозы в крови снижается, а клетка получает основной энергетический
субстрат.

Фумаратгидратаза (фумараза, ФГ, КФ 4.2.1.2) – фермент из класса лиаз,
который катализирует обратимое присоединение воды к дианиону фумаровой
кислоты с образованием малата - дианиона яблочной кислоты. Фумараза
является высоко консервативным белком во всех организмах относительно его
последовательности, структуры и ферментативной деятельности. Фермент
фумараза является сходным белком во всех организмах, при рассмотрении его
последовательности, структуры и функции. Этот фермент участвует в цикле
Кребса в митохондриях. Цикл трикарбоновых кислот является неотъемлемой
частью клеточного дыхания эукариот [2,4].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования служили самцы лабораторных крыс

(Rattus norvegicus L.) линии Wistar массой 250-300 гр., выращенные в виварии
при стандартном рационе. Индукцию диабета у исследуемых животных
вызывали введением внутрибрюшинно 5% раствора моногидрата аллоксана
из расчета 100 мг на кг веса животного в 0,9% растворе NaCI. Контрольные
животные выращивались при обычном пищевом режиме, без введения
аллоксана [5]. Водный экстракт топинамбура получали следующим способом:
5 г измельченных клубней земляной груши заливали 100 мл горячей воды.
Настаивали в течение 12 часов, после выпаривали и получали лиофилизат.
Опытной группе экстракт давали в концентрации 60 мг на 100 мл.

Для получения ткани печени опытных животных подвергали
краниоцервикальной дислокации под эфирным наркозом.  Определение уровня
сахара в крови производили с помощью глюкометра “Сателлит плюс” (Россия).
Выделение фермента производили путем гомогенизации печени в среде
выделения (1:5). Измерение активности ФГ определяли по увеличению

Влияние фитопротекторного действия на ....
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оптической плотности при 240 нм за 5 мин. Затем расчеты производили по
следующей формуле:

где Е – общая активность фермента, мкмоль/мин; D – увеличение
оптической плотности при 240 нм за 5 мин; Vобщ – общий объем раствора, мл;
Vвн – объем взятой на белок пробы, мл; tмин – время проведения эксперимента,
мин; е – коэффициент молярной экстинкции.

Электрофоретический анализ проводили по методу Davis.
Специфическое проявление этого фермента осуществляется косвенным
методом с использованием малатдегидрогеназы в качестве вспомогательного
фермента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Аллоксан является индуктором, способствующим стойкому и

направленному развитию экспериментального сахарного диабета. При
внутрибрюшинном его введении лабораторным крысам развивается диабет I
типа [2,6]. Экспериментально было показано, что аллоксановые инъекции
способствуют повышению содержания уровня глюкозы в крови. Измерение
уровня сахара в крови проводилось в течение 22 дней с интервалом в один
день.  Средний уровень сахара в крови у крыс на третий день эксперимента
после введения аллоксана достигал 22,6 мМ и в дальнейшем продолжал
увеличиваться [7]. На 10 день эксперимента у группы крыс, принимавших
экстракт топинамбура, происходило заметное снижение сахара в крови (рис.1).

Рис. 1. Динамика изменения уровня глюкозы в крови у крыс в норме,
при аллоксановом диабете и при действии фитопротекторов.

Бакарев М.Ю., Карев Д.П., Епринцев А.Т. и др.
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Была определена активность фумаразы в клетках печени крыс, которые
входят в различные экспериментальные группы. Полученные результаты
приведены на рис.2.

Рис. 2. Активность фумаратгидратазы в клетках печени в норме и при
патологиях.

Установлено, что в группе здоровых животных показатели удельной
активности фермента соответствуют значению 0,28 Е/г.с.м. Отмечается, что в
условиях индуцированного диабета происходит повышение активности АГ до
0,59 Е/г.с.м, что в 2,1 раза выше показателей группы здоровых животных. Было
определено, что пероральное введение водных экстрактов растений-
фитопротекторов понижает значение активности фумаразы и приближает их к
нормальным показателям.

Рис. 3. Изоферментный состав фумаратгидратазы. 1 – здоровая группа
крыс; 2 – группа крыс, больных диабетом; 3 – группа крыс, больных диабетом
и принимающих перорально водный экстракт топинамбура.

Влияние фитопротекторного действия на ....
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Проведенные электрофоретические исследования с последующим
окрашиванием геля тетразолиевым методом показали, что в печени животных всех
экспериментальных групп фумаратгидратаза присутствует в виде двух форм (рис.
3). Таким образом, можно сказать, что введение фитопротекторов в условиях
сахарного диабета не влияют на изоферментный состав фумаратгидратазы.
Значения Rf для ФГ1 и ФГ2 составили 0,12 и 0,20, соответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе исследования ферментативной активности фумаратгидратазы было

установлено, что у группы крыс, страдающих диабетом и не получавших
перорально фитопротекторов, наблюдается наибольшая удельная активность.
Ферментативная активность в клетках печени больных крыс, получавших экстракт
топинамбура, близка к показателю контрольной группы. В качестве контрольной
группы выступали здоровые животные, не получавшие инъекций аллоксана и не
употреблявшие в пищу растительные экстракты.  Электрофоретические
исследования, проведённые в полиакриламидном геле, показали, что количество
изоформ у контрольных животных, больных диабетом и принимавших
фитопротекторы, не изменяется, следовательно, дополнительных форм фермента
не образуется.
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УДК 577.11
ВЛИЯНИЕ ХЛОРИДА КАЛИЯ НА КАТАЛИТИЧЕСКУЮ

АКТИВНОСТЬ γ-ГИДРОКСИБУТИРАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ
В ЛИСТЬЯХ КУКУРУЗЫ IN VIVO

Бородкина Д. Е., Анохина Г.Б., Епринцев А.Т.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mail: dasadragunova96129@gmail.com

Полученные данные по динамике активности γ-
гидроксибутиратдегидрогеназы (ГБДГ) из листьев кукурузы
позволили оценить изменение функционирования исследуемого
фермента при засолении хлоридом калия разной
концентрации. Установлено, что максимальное увеличение
каталитической активности ГБДГ отмечается уже спустя час
инкубации проростков кукурузы в 150 мM и 200 мМ растворах
хлорида калия.

ВВЕДЕНИЕ

На протяжении уже долгого времени в биохимии большой интерес
вызывает изучение механизмов регуляции процессов метаболизма, которые
протекают в организмах различных уровней организации. Следует отметить,
что особое место занимают проблемы исследования ферментативных систем.
Роль и механизмы протекания ферментативных реакций, а также способы
передачи и реализации генетической информации последующим поколениям
занимают умы ученых уже не одно десятилетие [1].

Цикл трикарбоновых кислот занимает центральное положение в жизни
растений. Одним из критических этапов ГАМК-шунта является реакция,
катализируемая сукцинатсемиальдегиддегидрогеназой (ССАДГ, КФ 1.2.2.16).
В условиях продолжительного дефицита кислорода данный энзим перестает
функционировать, что приводит к возникновению ряда метаболических реакций
[2]. Для детоксикации янтарного полуальдегида и обеспечения
функционирования растительной клетки существует альтернативный путь,
включающий фермент γ–гидроксибутиратдегидрогеназу - энзим класса
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оксидоредуктаз (ГБДГ, КФ 1.1.1.61), катализирующий реакцию превращения
γ-гидроксибутирата до сукцинилового полуальдегида, при этом НАД +

восстанавливается до НАДН [3].
Недостаточная изученность механизмов адаптивного ответа

растительной клетки к действию различных стрессовых факторов, а также
малый объем данных, посвященных роли ГБДГ в метаболизме растительной
клетки делает достаточно интересным исследование функционирования ГБДГ
в условиях засоления солями калия в листьях кукурузы.

Целью данной работы является изучение влияния солевого стресса,
вызванного хлоридом калия на функционирование γ-
гидроксибутиратдегидрогеназы в листьях кукурузы (Zea mays L.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта были использованы 7-ми дневные проростки

кукурузы (Zea mays L.) сорта Воронежская–76, выращенные гидропонно при
десятичасовом световом дне в климатической камере “LabTech” (Корея) при
интенсивности света 25 Вт/м2 и температуре окружающей среды 25оС.

Для индукции солевого стресса в эксперименте растения помещались в
растворы хлорида калия различной концентрации на 24 часа. Для контрольной
группы растений раствор соли заменялся на воду. Проростки кукурузы из
контрольных и опытных групп были помещены в раствор без корневой системы.

Исследование включало отбор образцов до начала инкубации (нулевой
образец), а также в различные временные точки после начала эксперимента:
через час и спустя сутки.

Листья кукурузы гомогенезировали в среде выделения следующего
состава: 50 мМ Tris–HCl буфер (рН 9.0), 0,3 мМ ДТТ, 3 мМ ЭДТА, 0,1 мМ
CaCl2 и 0,05% Tween 80, после чего гомогенат центрифугировался при 3000 об/
мин в течении 5 минут. Полученный надосадок использовался для определения
активности ГБДГ.

Активность γ-гидроксибутиратдегидрогеназы в зеленых листьях
кукурузы определяли на спектрофотометре Evolution 260 Bio (Thermo Fisher
Scientific, США) по скорости образования НАДН при длине волны 340 нм в

Бородкина Д. Е., Анохина Г.Б., Епринцев А.Т.
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реакционной среде, содержащей: 16 мМ гидроксибутирата натрия (Sigma
Aldrich, США), 1 мМ НАД+, 100 мМ Tris–HCl буфер (рН 9.0). Запуск реакции
осуществляли путём добавления ферментного препарата. В качестве контроля
использовали среду спектрофотометрирования без добавления фермента.

Опыты проводили в 3-кратной повторности, аналитические определения
для каждой пробы осуществляли в трех повторностях. Статистический анализ
полученных данных проводился с использованием программы STATISTICA
12.0. Различия анализировали на статистическую значимость с использованием
критерия Стьюдента. На графиках значения представлены как среднее значение
± стандартная ошибка среднего (SEM). Представленные в работе различия
статистически достоверны (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В рамках проведенных нами исследований по влиянию хлорида калия

на каталитическую активность ГБДГ в листьях кукурузы нами было
проанализировано изменение общей ферментативной активности ГБДГ в
растворах хлорида калия различной концентрации (рис. 1).

Рис. 1. Динамика изменения активности γ-
гидроксибутиратдегидрогеназы при инкубации в 100мМ, 150мМ и 200мМ
растворах KCl.

Выявлено, что инкубация проростков кукурузы в 100мМ растворе
хлорида калия вызывала увеличение активности исследуемого фермента более

Влияние хлорида калия на каталитиескую активность ....
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чем в 10 раз к 6 часу солевого воздействия. Инкубация проростков в 150 мМ
растворе хлорида натрия вызывала максимальный подъем (в 19 раз)
каталитической активности γ-гидроксибутиратдегидрогеназы на третий час
эксперимента. В то же время, в 200мМ растворе хлорида калия максимальное
увеличение каталитической активности исследуемого энзима отмечалось также
на 3 час эксперимента (рис. 1) – показатели активности ГБДГ выше контрольных
в 46 раз. В контрольной группе растений активность ГБДГ оставалась на
постоянном уровне в течении всего времени эксперимента (колебания
незначительные).

Стоит отметить, что инкубация в 200 мМ растворе хлорида калия
способствует быстрому и более интенсивному развитию адаптивного ответа
со стороны ГБДГ, но при этом к 24 часу каталитическая активность существенно
снижается. Снижение концентрации KCl в среде приводит к развитию не такого
интенсивного, но более стабильного изменения активности исследуемого
фермента.

Во всех экспериментальных группах спустя сутки засоления
ферментативная активность ГБДГ снижалась, но при этом оставалась выше
значений, отмеченных в контрольной группе растений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведенное исследование показывает, что в условиях

солевого стресса, вызванного хлоридом калия, ферментативная активность γ-
гидроксибутиратдегидрогеназы увеличивается. При этом, концентрация
хлорида калия оказывает существенное влияние на степень активации
исследуемого фермента: чем выше концентрация хлорида калия, тем быстрее
происходит активация ГБДГ-системы и тем выше максимальные показатели
активности. Следовательно, этот энзим играет ключевую роль в адаптивном
ответе клеточного метаболизма в ответ на засоление. Вероятно, γ–
гидроксибутиратдегидрогеназа, в условиях действия повышенных
концентраций хлорида калия активируется, тем самым осуществляя утилизацию
янтарного полуальдегида, образующегося в ходе нарушения функционирования
ГАМК-шунта.

Бородкина Д. Е., Анохина Г.Б., Епринцев А.Т.
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Таким образом индукция ГБДГ защищает клетку от негативного действия
альдегидов, которые могут накапливаться и вступать в реакцию с ДНК, окислять
липиды мембран, модифицировать белки или влиять на транскрипцию генов,
связанных со стрессом. Этот механизм, вероятно, помогает растениям избежать
негативных последствий абиотического стресса и сохранять жизнеспособность.
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Метилирование ДНК – наиболее изученный механизм реализации
эпигенетического кода и регуляции уровня экспрессии генов.
Изучение активности ДНК-метилтрансфераз в щитках кукурузы
при прорастании семян, показало изменение анализируемого
показателя с достижением максимального значения на 4 день. По
мере развития семени кукурузы происходит изменение
интенсивности метилирования ДНК клеток кукурузы, что
обусловлено снижением каталитической активности цитозиновых
ДНК-метилтрансфераз.

ВВЕДЕНИЕ
Метилирование ДНК - важная модификация ДНК, которая играет роль в

управлении геномом и в регуляции экспрессии генов в процессе развития.
Метилирование осуществляется ДНК-метилтрансферазами, которые
катализируют перенос метильной группы к основаниям внутри спирали ДНК.
Растения содержат по меньшей мере три класса цитозинметилтрансфераз,
которые различаются по структуре белка и функции. Семейство METI, гомологи
метилтрансферазы Dnmt1 мыши, скорее всего, функционируют как
поддерживающие метилтрансферазы, но также могут играть роль в
метилировании de novo. Хромометилазы, которые являются уникальными для
растений, могут преимущественно метилировать ДНК в гетерохроматин;
остальной класс, имеющий сходство с метилтрансферазами Dnmt3
млекопитающих, являются предполагаемыми метилтрансферазами de novo.
Различные классы метилтрансфераз могут проявлять различную активность в
отношении цитозинов в различных контекстах последовательности.
Хромометилазы могут предпочтительно метилировать цитозины в
последовательностях CpNpG, в то время как метилтрансфераза МЕТ
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арабидопсиса отдает предпочтение цитозинам в последовательностях CpG.
Дополнительные белки, например DDM1, член семейства SNF2/ SWI2 белков,
ремоделирующих хроматин, также необходимы для метилирования ДНК
растений [3].

Разные типы метилирования ДНК влияют друг на друга. Так, наличие
метилированного CG сайта увеличивает вероятность метилирования
близлежащих сайтов CNG, а наличие метилированного CNG сайта увеличивает
вероятность метилирования близлежащих сайтов CNN. У ноль-мутантов met1
на фоне общего снижения уровня метилирования ДНК часто
гиперметилированы промоторы некоторых генов по сайтам CNG и CNN. У
комбинированных мутантов met1-drm-1drm2 заметно увеличено метилирование
CNG в структурной части многих генов, как бы отчасти «заменяя» исчезнувшее
CpG метилирование [3].

Множество ДНК-метилтрансфераз и их генов у растений, по-видимому,
имеет взаимный компенсаторный смысл, обеспечивая надежную модификацию
генома при различных, в том числе и неблагоприятных, условиях внешней среды
и при возможной инактивации отдельных элементов энзиматического
эпигенетического контроля [3].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовали щитки семян кукурузы

(Zea mays L.) сорта Воронежская 76, выращенные гидропонным способом при
температуре 25оС в течение 10 дней.

Активность цитозиновых ДНК-метилтрансфераз определяли
спектрофотометрическим методом в среде, содержащей: 10 мМ Трис-HCl, 50
мМ NaCl, 10 мМ MgCl2, 1 мМ DTT, рН 7,9, 80 мкМ SAM, 40 нМ ДНК [15].

Об активности фермента судили по изменению оптической плотности
среды фотометрирования при длине волны 256 нм по образовании S-
аденозилгомоцистеина в ходе реакции [12].

Опыты проводили в 3-х кратной биологической повторности,
аналитическое определение для каждой пробы – в трех повторностях. В
таблицах и на рисунках приведены данные типичных опытов, где каждое
значение есть среднее арифметическое. При математической обработке
использовали статистический критерий Стьюдента.

Изменение  активности цитозиновых ....
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение активности цитозиновых ДНК-метилтрансфераз показало

изменение анализируемого показателя в щитках кукурузы при прорастании
семян. На начальных этапах развития семян наблюдается высокий уровень
активности исследуемых ферментов с достижением максимального значения
на 4 день. Величина каталитической активности цитозиновых ДНК-
метилтрансфераз составляет 16,9 Е/г сырой массы (рис. 1). В дальнейшие дни
прорастания семян наблюдается снижение данного показателя с достижением
величины 4,0 Е/г сырой массы на 10 день прорастания семян. Соответственно,
по мере развития семени кукурузы происходит изменение интенсивности
метилирования ДНК клеток кукурузы.

Рис. 1. Общая активность цитозиновых ДНК-метилтрансфераз в щитках
при прорастании семян кукурузы.

Высокая активность ДНК-метилтрансфераз отражает их ключевую роль
в инициации и поддержании процессов, необходимых для успешного
прорастания и развития зародыша. Метилирование ДНК в щитке позволяет
контролировать работу генов, использовать питательные вещества,
приспосабливаться к окружающей среде и сохранять стабильность генома, что
крайне важно для ранних этапов жизни растения.

Федорин Д.Н. Вершинина С.Г., Епринцев А.Т.
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РНК-зависимое метилирование ДНК (RdDM) является
уникальным механизмом эпигенетической регуляции у растений.
Ключевую роль в реализации данного пути играют малые
некодирующие РНК. Довольно долгое время считалось, что
микроРНК, особый класс малых некодирующих РНК, не
оказывают особого влияния на функционирование системы RdDM,
однако в настоящее время появляется всё больше данных,
опровергающих данное утверждение. На сегодняшний день путь
RdDM лучше всего охарактеризован у покрытосеменных
растений, и в частности у модельного растения Arabidopsis
thaliana. Однако консервативные компоненты пути RdDM и
связанные с ними малые РНК также были обнаружены у других
групп растений, таких как печёночные и листостебельные мхи.

Метилирование ДНК – один из ключевых процессов изменения
экспрессии генов путем эпигенетической регуляции транскрипции [1].
Стратегия метилирования ДНК присутствует у многих эукариот, однако в
растениях функционирует уникальный механизм – РНК-зависимое
метилирование (RdDM) [2]. Данная система играет ключевую роль в глушении
мобильных элементов, транспозонов (ТЭ), которыми очень богаты
растительные геномы. Это происходит путем присоединения метильных групп
к новым ТЭ и усиления метилирования ДНК уже существующих ТЭ, подавляя
транспозиционные процессы и поддерживая стабильность генома [3].

Путь RdDM можно разделить на два основных процесса: производство
малых РНК и рекрутирование механизмов метилирования ДНК этими малыми
РНК. Эти два действия составляют RdDM, и в конечном итоге приводят к
метилированию цитозинов ДНК в определенных локусах [4].

Малые РНК стали ключевыми игроками в регуляции метилирования ДНК
(по различным остаткам цитозина в CG, CHG и CHH-мотивах) или модификации



49

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

гистонов, тем самым контролируя транскрипционные сети в организмах [5]. В
зависимости от структуры и биогенеза малые РНК классифицируются на малые
интерферирующие РНК (siRNA), микроРНК (miRNA), piwi-интерферирующие
РНК (piRNA). Долгое время считалось, что RdDM связано с действие siRNA,
однако на сегодняшний день всё больше появляется данных, подтверждающих
немалый вклад miRNA. MiRNA-направленное метилирование ДНК
осуществляют не только «канонические» miRNA (20-22 нт), но и длинные
miRNA, образующиеся из предшественников miRNA  [6].

Ключевыми игроками пути RdDM являются Pol IV (РНК-полимераза 4),
RDR2 (РНК-зависимая РНК-полимераза 2), DCL3 (Dicer-like 3) и AGO4
(Argonaute 4) [7]. Согласно каноническому пути RdDM продукция 24-
нуклеотидных малых интерферирующих РНК (siRNA) зависит от Pol IV. Pol
IV транскрибирует одноцепочечную РНК (ssRNA), которая преобразуется в
двухцепочечную РНК (dsRNA) с помощью RDR2. Затем dsRNA разрезается
белком DCL3, что приводит к образованию siRNA (siRNA 24 нт). Эти siRNA
загружаются в белок AGO4, а AGO4 взаимодействует с RISC (комплекс РНК-
индуцированный сайленсинга) и метилирует ДНК [8].

Стоит отметить, что посредством метилирования регулируется
процессинг микроРНК. Первым шагом в биогенезе микроРНК является
обработка первичных микроРНК (pri-miRNA) комплексом, состоящим из РНК-
связывающего белка DGCR8 и РНКазы III типа DROSHA. В клетках
млекопитающих обнаружено, что метилтрансфераза 3 (METTL3) метилирует
pri-miRNA, помечая их m6A для распознавания и обработки DGCR8. Было
показано, что подавление экспрессии METTL3 уменьшило связывание DGCR8
с pri-miRNA и привело к глобальному снижению количества зрелых miRNA и
одновременному накоплению непроцессированных pri-miRNA. Таким образом,
метка m6A действует как ключевая посттранскрипционная модификация,
способствующая инициации биогенеза miRNA [9].

В исследовании роли miRNA в метилировании ДНК риса (Oryza sativa)
были обнаружены десятки локусов miRNA, которые производят только 24 нт
miRNA (длинные miRNA, или lmiRNAs). [10].  В Arabidopsis thaliana  DCL3-
зависимые 24 нт варианты многих «канонических» miRNA  накапливаются в
значительном меньшем количестве [11]. Также было показано, что некоторые
lmiRNA могут направлять метилирование цитозинов ДНК в своих собственных

РНК-зависимое  метилирование ....
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локусах в цис-положении и в своих целевых генах в транс-положении, что
иногда приводит к транскрипционному подавлению генов [10]. 

Метилирование ДНК, направленное на малые РНК (RdDM), является
ключевым регуляторным путем, который влияет на многочисленные признаки
растений, изменяя экспрессию различных генов. Например, погружение в воду
привело к количественным изменениям микроРНК miR2936 и miR398, но это
не оказало сильного влияния на их предполагаемые целевые мРНК. Анализ
мутантов, затронутых в различных ветвях РНК-сигнализации, выявил
сопряжение сигнализации AGO1 с путем AGO4-зависимого РНК-направленного
метилирования ДНК (RdDM). AGO4-зависимый RdDM подавляет экспрессию
RPW8 4 (HR4) и изменяет его реакцию на погружение. Примечательно, что
метилирование второго экзона HR4 не только было снижено в ago4-1, но и в
растениях, сверхэкспрессирующих конститутивно стабильную версию
кислородного сенсора, связанного с APETALA2 12 (RAP2.12), что указывает
на сопряжение кислородной сигнализации с эпигенетической регуляцией
экспрессии генов [12].

Метилирование ДНК и регуляция посредством микроРНК в настоящее
время всё чаще рассматривают как единый блок клеточного ответа
растительного организма. Например, при обработке микроспоровых культур
капусты (Brassica oleracea) тепловым шоком было идентифицировано 508
дифференциально метилированных областей (DMR); 59,92% DMR
коррелировали с транскриптами, а 39,43% локусов miRNA были связаны с
уровнями метилирования. Важно отметить, что анализ сопряженности показал,
что 31 дифференциально экспрессируемый ген (DEG) был нацелен на
метилирование и miRNA, и был, в основном, вовлечен в реакцию активных
форм кислорода (ROS) и сигнализацию абсцизовой кислоты (ABA), что
указывает на то, что тепловой шок индуцировал метилирование ДНК, а miRNA
регулировали реакции ROS и ABA при эмбриогенезе микроспор [13].  

В настоящее время считается, что у растений большинство miRNA
являются специфичными для семейства или вида. Это подразумевает, что
большинство известных генов miRNA возникло относительно недавно в ходе
эволюции. В отличие от высококонсервативных древних miRNA, молодые
miRNA часто слабо экспрессируются, обрабатываются неточно, не имеют
мишеней и демонстрируют закономерности нейтральной изменчивости. [14].

Власенко А.А., Хомутова А.Е.
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Многочисленные пути регуляции генов, опосредованные малыми РНК, включая
микроРНК, часто связанные с RdDM, были охарактеризованы, в основном, у
цветковых растений. Однако для сравнительных исследований регуляции генов
наземных растений были изучены данные эпигенетические механизмы у
печеночника Marchantia polymorpha и мха Phsycomitrella patens. M. polymorpha
обладает механизмами регуляции посредством микроРНК и РНК-зависимого
метилирования ДНК, аналогичными тем, которые встречаются у цветковых [15].
Интересно, что у M. polymorpha  и P. patens 21 нт малые РНК преобладают над
24 нт малыми РНК в отличие от Arabidopsis [16], хотя, как говорилось выше,
если сравнить Arabidopsis с Oryza sativa количество 24 нт микроРНК в
Arabidopsis было значительно меньше [11].  Несмотря на малое количество 24
нт miRNAs, гены MpAGO4a, и MpAGO9, компоненты РНК-полимеразы IV-V
и MpDCL3 были обнаружены в геноме печеночника, что указывает на
существование механизма РНК-зависимого метилирования ДНК для
эпигенетической регуляции геномной ДНК у M. polymorpha. Однако, в M.
polymorpha только семь микроРНК (miR160, miR166, miR171, miR319/miR159,
miR390, miR408 и miR529/miR156) совпадают с таковыми у других наземных
растений. Шесть из семи консервативных микроРНК прямо или косвенно,
нацелены на факторы транскрипции. В частности, miR160 и miR166 регулируют
MpC3HDZ1 и MpARF3, что соответствует данным о их мишенях и в наземных
растениях [15].

Система РНК-зависимого метилирования ДНК посредством микроРНК
у растений, судя по всему, является древним эволюционным механизмом
эпигенетической регуляции. Исходя из филогенетических исследований на
различных растительных объектах,  а также экспериментальных работах по
изучению механизмов RdDM посредством малых некодирующих РНК, можно
предположить, что ферментативная система РНК-зависимого метилирования
ДНК появилась ещё в ранних растительных организмах и закрепилась
эволюционно как эффективная система эпигенетической модификации, в то
время как направляющая сила эволюции в ходе адаптации, малые РНК,
относятся к более вариабельным молекулярным инструментам. Можно было
образно представить, что микроРНК – это отмычки для опробирования новой
адаптационной реакции, а ферментативная система RdDM – сила,
проворачивающая ключ. Поэтому изучение механизмов эпигенетической

РНК-зависимое  метилирование ....
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регуляции, связанных с метилированием ДНК, в частности, у растений, более
широко и содержательно возможно с применение комплексного подхода как со
стороны системы метилирования ДНК, так и механизмов регуляции
посредством микроРНК.
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Исследовано влияние L-аргинина и абсцизовой кислоты в двух
концентрациях на рост и развитие  микроклонов различных видов
ивы при депонировании в условиях in vitro. При добавлении
абсцизовой кислоты в питательную среду отмечено негативное
воздействие на морфогенез регенерантов. Добавление в
питательную среду аргинина в концентрации 200 мг/л оказало
положительный эффект на жизнеспособность клонов, что
способствовало более высокой сохранности культур по сравнению
с контролем.

ВВЕДЕНИЕ
Проблема эффективного хранения культур ивы в условиях in vitro

решается разными методами. Наиболее часто микропобеги депонируют при
низких положительных температурах (1-10°С), низкой интенсивности света,
коротком фотопериоде. Помимо этого, в среду могут добавляться антиоксиданты
и стресс-протекторы, защищающие клетки растений от низких температур и
дефицита влаги. В этом случае интервал между пересадками удлиняется до 12
месяцев с дальнейшим возобновлением у 80-90% роста растений [1].
Беспересадочный период на безгормональных средах в условиях нормального
роста для культур ивы in vitro в значительной степени зависит от генотипа и
составляет от 2 до 4 месяцев. Увеличение периода субкультивирования
возможно, например, при введении в питательную среду веществ, тормозящих
рост растений, или замедляющих  процесс некротизации тканей регенерантов.
Одним из наиболее активных эндогенных ингибиторов ростовых процессов
является абсцизовая кислота (АБК). АБК рассматривается как антистрессовый
фактор [2, 3]. Установлено, что добавление в питательную среду АБК тормозит
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рост культуры in vitro [4, 5]. Амидная форма L-аргинина, являясь  легко
усвояемой для растений,  стимулирует  процесс  клеточного  деления  и
способствует  лучшему корнеобразованию  у  многих растений [6].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследований служили клоны различных видов ивы: 1И –

Salix dasyclados Wimm., 3И – S. caspica Pall., 5И – S. purpurea L., 6И – х S.
palustris Host. и 7И – S. viminalis L. [7]. Базовой была питательная среда ЅWPM,
культивирование микропобегов проводилось в стандартных
биотехнологических условиях (температура 25±2°С, фотопериод 16 ч день/8 ч
ночь, мощность освещения 2,0 клк). Хранение культур осуществляли в
биологических пробирках объемом 50 мл, закрытых алюминиевыми
колпачками. В питательную среду добавляли абсцизовую кислоту (АБК) в
концентрациях 5 и 10 мг/л, L-аргинина  – 100 и 200 мг/л. Контролем служили
микрорастения на питательной среде без добавок.

Через 3 недели учитывали укореняемость микропобегов (%) от общего
числа в каждом варианте, через 3 месяца измеряли высоту регенерантов,
подсчитывали число междоузлий и  сохранность. Жизнеспособность побегов
по внешнему виду (наличие новых листьев, некрозы, усыхание и т.д.)  так же
оценивали через  4 и 6 месяцев.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В серии опытов в питательную среду добавляли аминокислоту аргинин,

являющуюся источником азота  в  амидной  форме, и  абсцизовую кислоту  –
гормон, тормозящий рост и развитие растений. Уже на этапе ризогенеза четко
были видны различия: в вариантах сред с АБК   укореняемость побегов была
самой низкой (30-80%), корни у микрорастений хоть и были довольно толстыми,
но в тоже время короткими, неразвитыми (табл., рис. 1). Через три месяца после
посадки у трех клонов из пяти выявлены достоверно значимые различия высоты
побегов и числа междоузлий по сравнению с контролем (уменьшение в опытных
вариантах). Так высота побегов ивы оказалась на опытной среде в 1,5-3,7 раза
меньше, чем в контроле. Сохранность  у клонов 1И, 6И и 7И не превышала
50%, причем на среде с концентрацией АБК 10 мг/л у всех клонов была самой
низкой из всех испытанных вариантов (20-30%).

Внукова Н.И.
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Таблица .
Морфометрическая характеристика микрорастений клонов ивы на

различных по составу питательных средах

Примечание. 1 - Высота побегов, число междоузлий и сохранность подсчитаны
через 3 месяца после посадки
2 - отличия от контроля значимы при р<0,05
3 - отличия от контроля значимы при р<0,001

Эксперименты показали, что на среде с аргинином у всех генотипов
укореняемость была высокой (90-100%), морфометрические параметры
сопоставимы с контролем,  сохранность культур через 3 месяца составляла
100%. Однако при дальнейших наблюдениях выяснилось, что у всех клонов на
средах с 200 мг/л аминокислоты микрорастения дольше оставались зелеными,
выживаемость через 4 месяца составляла 90 –100% против 70 –80% в  контроле,
рис 2.

Клон Питательная среда ½
WPM с добавлением

Укореня
емость,

%

Высота
побегов,

см1

Число
междоуз
лий, шт1

Сохран
ность,%1

Аргинин,
мг/л

АБК,
мг/л

1И

- - 100 4,6±0,42 4,3±0,50 100
100 - 90 4,2±0,20 4,0±0,33 100
200 - 100 3,4±0,33 3,6±0,29 100

- 5 80 2,3±0,302 3,0±0,38 50
- 10 60 1,4±0,393 1,5±0,513 30

3И

- - 100 4,4±0,32 7,1±0,62 100
100 - 100 4,1±0,58 5,8±1,02 90
200 - 100 3,7±0,19 6,9±0,57 100

- 5 60 2,8±0,91 4,2±1,432 60
- 10 60 2,7±0,74 4,0±0,892 30

5И

- - 100 3,3±0,32 3,6±0,22 100
100 - 100 3,8±0,30 4,2±0,33 100
200 - 100 3,5±0,34 3,8±0,41 100

- 5 80 1,0±0,213 1,4±0,323 70
- 10 50 0,9±0,253 1,0±0,093 30

6И

- - 100 4,7±0,30 7,7±0,44 100
100 - 100 4,5±0,50 6,2±0,62 100
200 - 100 3,3±0,432 6,0±0,63 100

- 5 70 3,0±0,423 3,5±0,313 40
- 10 30 2,9±0,493 3,3±0,513 20

7И

- - 100 4,2±0,43 5,7±0,78 100
100 - 100 4,1±0,51 6,0±0,71 100
200 - 100 4,4±0,57 6,1±0,47 100

- 5 50 2,9±0,38 4,3±0,59 30
- 10 50 2,7±0,70 4,0±0,64 20

Влияние регуляторов роста на ....
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Рис. 1. Корни микрорастений ивы на среде ЅWPM через 2 недели после
посадки: слева – при добавлении АБК, справа – в контроле.

Рис. 2. Сохранность микрорастений клонов ивы через 4 месяца хранения
в культуральной комнате

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом для всех клонов ивы добавление в среду абсцизовой

кислоты (5-10 мг/л) сказалось негативно на процесс ризогенеза,
побегообразования и сохранность. Применение аргинина в концентрации 200
мг/л для испытуемых клонов оказало положительное влияние на
жизнеспособность  микропобегов. После четырех месяцев и в контроле и на
всех модификациях среды  у растений  начали активно развиваться процессы
некротизации, усыхания (в том числе из-за уменьшения количества среды в
сосудах), а через шесть месяцев большинство растений погибло, за исключением
культур на среде с аргинином (200 мг/л): около 20%  микрорастений ивы
оставались жизнеспособными вплоть до 8-го месяца. Однако, при наличии

Внукова Н.И.
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соответствующего оборудования (холодильника–витрины), предпочтительнее
способ хранения при пониженной температуре [1].

Исследование выполнено при использовании материалов биоресурсной
научной коллекции ВНИИЛГИСбиотех «Коллекция in vitro клонов ценных
генотипов лиственных древесных растений», УНУ № 569228.
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УДК 577.12
КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ

микроРНК MIR159В В ЛИСТЬЯХ КУКУРУЗЫ
ПРИ СОЛЕВОМ СТРЕССЕ

Волкова Ю.И., Федорин Д.Н.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mail: ulia.volk54@gmail.com

Раскрывается влияние микроРНК на регуляцию ключевых генов,
что может приводить к различным дефектам в развитии растений.
Рассматривается воздействие miR159B на посттранскрипционные
механизмы регуляции. Также исследуется оценка содержания
микроРНК miR159b в листьях кукурузы при воздействии
абиотического стресса, вызванного засолением.

ВВЕДЕНИЕ
МикроРНК представляют собой класс некодирующих молекул РНК, как

важнейших регуляторов различных биологических процессов в растениях.
МикроРНК играют важнейшую регуляторную роль ранней ответной реакции
клетки на стрессовое воздействие [8]. Было показано, что дисфункция
отдельных микроРНК и/или их способности должным образом регулировать
свои мишени вызывает дефекты цветения и формирования рисунка листьев
(miR159 и miR319), дефекты развития цветка и сроков (miR172), потерю
полярности органов и измененное развитие сосудов (miR165/166), дефектное
разделение органов и отклоняющееся количество цветочных органов (miR164),
а также дефекты формы и симметрии семядолей и розеточных листьев,
сниженная фертильность и неправильная экспрессия генов раннего ответа на
ауксин (miR160) [2].

МикроРНК miR159B представляет собой одну из самых древних
микроРНК в растениях [2]. Большинство видов растений содержат несколько
членов этого семейства, которые кодируют идентичные или очень похожие
изоформы, или “изомиры”, отличающиеся на один-несколько нуклеотидов.
Например, кукуруза имеет 11 различных локусов MIR159, кодирующих четыре
разные изоформы miR159. По большей части, изменение нуклеотидов
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происходит на концах микроРНК, в положениях, которые считаются менее
важными для ее специфичности [6].

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовали листья кукурузы (Zea

mays L.) сорта Воронежская 76, выращенные гидропонным способом при
температуре 25оС в течение 10 дней.

Солевой стресс имитировали инкубированием растений с корнями в 150
мМ растворе NaCl; контрольные растения подвергались воздействию воды.
Первый отбор образцов осуществляли непосредственно перед инкубацией, а
следующие отборы проводились через 3, 6, 12 и 24 ч. воздействия.

Выделение суммарной РНК из растительных образцов осуществляли
методом гуанидинтиоцианат-фенол-хлороформной экстракции. В качестве
осадителя использовали LiCl.

Обратную транскрипцию мРНК проводили с использованием обратной
транскриптазы M-MuLV (СибЭнзим, Россия) согласно инструкции
производителя.

Для получения кДНК анализируемой микроРНК проводили обратную
транскрипцию со специфическим разработанным зондом для miR159b.
Параметры проведения обратной транскрипцию следующие: инкубация смеси
при 16°C - 30 мин, 42°C - 30 мин, 85°C - 5 мин [1, 4].

Полимеразную цепную реакцию с генспецифичными праймерами
проводили с помощью набора реактивов AmpliSence (Хеликон, Россия).
Референсным геном выступал ген фактора элонгации ef-1ά [13]. Нуклеотидный
состав праймеров mir: прямой 5’- ACCTGGCGТТТGGAТТGAAG-3’, обратный
5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'. Параметры амплификации были следующие:
предварительная денатурация - 950С 5 минут, цикл - 950С - 30 сек., 580С - 30
сек., 720С - 30 сек. (детекция), финальная элонгация - 720С - 10 минут.

Применяли программное обеспечение Opticon MonitorTM Software (Bio-
Rad, США) для установления содержания miR159b на основе 2-ΔΔCt-метода [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Разработка зонда типа «стебель-петля» для оценки количества miR159b

методом полимеразной цепной реакции

Количественные изменения содержания микроРНК 159b ....
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1. Для количественного определения микроРНК применяется схема
обратная транскрипция-ПЦР. Для этого создавался специфически
организованный праймер по типу «стебель-петля», обеспечивающий
формирование кДНК-матрицы для дальнейшей ПЦР [7]. Схема разработки
зонда для количественной оценки miR_159b включает следующие этапы [4]:

1) Последовательность интересующей микроРНК
5’- UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUU-3’
Для увеличения размера ПЦР-продута, необходимого для его

количественной оценки методом ПЦР в реальном времени использовали
последовательность из 44 нуклеотидов, представляющую собой вариант
«стебель-петля», 5’GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGA
TACGAC-3' с комплементом из шести 3'-нуклеотидов. Эта шести нуклеотидная
последовательность представляет собой последовательность зрелой мРНК, что
является праймером обратной транскрипции «стебель-петля» miR159b:

5’GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACA
AGAGC-3'

2) Прямой праймер для ПЦР в реальном времени:
5’-ACCTGGCGТТТGGAТТGAAG-3 ’
3)Обратный праймер для проведения ПЦР в реальном времени:
5'-CAG CAT AGG TCA  CGT  CCC A-3'
После добавления к базовому зонду из 44 нуклеотидов

последовательности обратного праймера для ПЦР, к 3'-концу
последовательности стебельной петли добавили 21-нуклеотидный комплемент
микроРНК, что увеличило размер целевого продукта амплификации до 65
нуклеотидов. После этого добавили шесть 5'-концевых нуклеотидов прямого
праймера для ПЦР-РВ к 5'-концу полученного ранее зонда. Результатом
формирования специфического зонда для количественной оценки зрелой
микроРНК miR159b с помощью ПЦР в реальном времени является 71-
нуклеотидная кДНК второй цепи miR-H1, формируемая при проведении
обратной транскрипции. Таким образом, разработанный зонд позволяет
проводить количественную оценку miR159b в кукурузе в различных
экспериментальных условиях.

Результаты ПЦР-анализа кДНК со специфическими праймерами к
miR159b показали наличие одной полосы при электрофоретическом

Волкова Ю.И., Федорин Д.Н.



61

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

исследовании, что является результатом специфического связывания праймеров
с матрицей (рис. 1).

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продуктов со специфическими
праймерами к miR159b. М – маркеры длин нуклеотидных последовательностей,
ПЦР – продукт амплификации.

Размер полученных ПЦР-продуктов составил ~70 пн., что совпадает с
теоретически рассчитанным размером на основе разработанного зонда для
данной микроРНК. Таким образом, разработанный зонд позволяет проводить
количественную оценку miR159b в кукурузе в различных экспериментальных
условиях.

Рис. 2. Относительный уровень miR159b в листьях кукурузы при
засолении.

Количественные изменения содержания микроРНК 159b ....
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После проведения эксперимента и анализа результатов выделения
микроРНК и ПЦР в реальном времени, было выявлено, что при увеличении
выдержки объекта в солевом растворе, увеличивается содержание miR159b в
кукурузе (рис. 2). Следовательно, miR159b сильнее экспрессируется при
абиотическом стрессе растения, что может говорить о защитной функции,
увеличивая устойчивость растения. Засоление приводят к увеличению
содержания зрелой miR159b относительно контрольного варианта, что
указывает о ее солезависимой регуляции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты проведенного исследования показали, что создание солевого

стресса приводит к увеличению содержания зрелой miR159b в листьях кукурузы.
К 24 часу экспозиции в 150мМ растворе хлорида натрия количество
анализируемой микроРНК увеличилось в 2,79 раза. Следовательно, солевой
стресс проявляется в накоплении miR159b в листьях кукурузы, что характеризует
ее как солезавимую микроРНК.
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УДК 591.1
ОБЛЕГЧЕНИЕ СИМПТОМОВ СИНДРОМА ЭНИГМЫ

У EUBLEPHARIS MACULARIUS

Голикова А.С., Гатауллина М.О.

Воронежский государственный университет, Воронеж
Е-mail: golikovaanna617@gmail.com

Синдром Энигмы у эублефаров — это довольно распространенное
неврологическое расстройство. Энигма-синдром, или ЭС, не
излечим и является результатом размножения двух эублефаров,
при котором по крайней мере один родитель болеет или является
носителем доминантного гена. Тяжесть Синдрома Энигмы может
быть различной у каждого отдельного эублефара. В данной статье
рассматриваются способы облегчения симптомов данного
заболевания с целью улучшения жизнедеятельности больных
особей.

ВВЕДЕНИЕ
Леопардовый геккон или пятнистый эублефар (Eublepharis macularius) -

вид ящериц, проживающий на территории Пакистана и Туркменистана,
являющийся популярным питомцем во всех странах мира благодаря своей
привлекательной внешности и простоте в уходе. Опытные заводчки занимаются
разведением самых разных окрасов эублефаров (морфами) [1].

Морфа - генетически обусловленная внешность (цвет чешуи, глаз,
наличие узоров) ящерицы. Некоторые морфы несут в себе различные мутации,
например, морфа Lemon frost нередко сопровождается злокачественными
опухолями [4]. Зачастую заболевания являются маркером на ту или иную морфу,
например, синдром Энигмы проявляется исключительно у морф Enigma.

Синдром энигмы - аутосомно-доминантное нарушение, неврологическое
расстройство [3]. На данный момент заболевание неизлечимо. К симптомам
относятся нарушение питания, нарушение координации, невнимательность,
«наблюдение за звездами», вращение вокруг своей оси, перевороты на спину,
судороги, клиническая смерть [2].

Целью исследования являлось облегчение симптомов данного
заболевания, а также их возможное исчезновение.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В статье исследовались 4 группы домашних ящериц морфы Enigma snow

весом 75 г и возрастом 3 года. Все животные ярко демонстрировали симптомы
заболевания, в частности, нарушение кординации и «наблюдение за звездами»
(запрокидывание головы, которое является маркером синдрома Энигмы) [2].
Животные были произвольно разделены на 4 группы: контрольная; ящерицы,
переселенные в больший террариум; ящерицы, подвергавшиеся тактильному
раздражению, а также группа, которая была переселена в больший террариум
и подвергшаяся тактильному раздражению.

При этом, площадь террариума была увеличена с 600 см2 до 2000 см2.
Для более быстрой реакции на появление человека и снижения негативной
реакции 1-2 раза в день в период бодрствования исследуемая особь бралась на
руки, высаживалась рядом с человеком и находилась так в течении 10-30 минут.

Исследовалось поведение всех групп животных, в частости, издавание
звуков тревоги, координация, количество промахов по корму, агрессия и другие.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Особенность особей морфы Enigma, имеющих синдром, является их

раздражимость, которая проявляется не сразу: если взять эублефара на руки и
поглаживать, ему необходимо затратить около 2х минут на осознание
произошедшего, затем появляется раздражение, попытки сбежать (с возможным
самоповреждением). Особи без синдрома понимают это еще до того, как их
поймают [3]. Но не смотря на повышенную агрессию, ящерицы с Энигмой
практически не издают звуков, в отличие от здоровых особей, которые могут
активно кричать при малейшем испуге [2].

Стоит отметить, что снижение симптомов действует кооперативно, т.е.
при тактильном раздражении животного с маленькой площадью террариума
(группа 2) прогресс был минимальным, а общение с ящерицей приводило к её
агрессивному поведению. При отсутствии тактильного раздражения с
увеличенным террариумом (группа 3) был прогресс, связанный с питанием:
ящерицы перестали отказываться от еды, и попадали по ней с 2-3 раза, но они
стали очень пугливыми, практически не выходили из укрытия, а после приёма
пищи становились перевозбужденными: бегали по террариуму, забирались на
укрытия, много кружились вокруг себя. У группы с большим террариумом и

Голикова А.С., Гатауллина М.О.
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тактильным раздражением (группа 4) есть положительная динамика:
“наблюдение за звёздами” и агрессия свелись к нулю, исчезли проблемы с
питанием: ящерица перестала промахиваться по еде, отказываться от нее.
Следовательно, пространство вокруг значительно влияет на координацию
эуюлефара. Также обнаружено, что скорость «осознания» нового
местоположения стала варьироваться от 10 секунд до 1 минуты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синдром Энигмы у леопардовых гекконов остается неизлечимым, но

при должном уходе и внимании симптомы сводятся к минимуму, могут вовсе
отсутвовать [2]. Одним из возможных методов облегчения состояния является
увеличение площади террариума, в котором обитает животное, совместно с
тактильным раздражением.
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УДК 577.12
АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ

ПИРУВАТДЕГИДРОГЕНАЗНОГО КОМПЛЕКСА
ПРИ СОЛЕВОМ СТРЕССЕ В ЛИСТЬЯХ КУКУРУЗЫ

Гомрани Саид Джамел-эддине, Чуйкова В.О., Федорин Д.Н.,
Епринцев А.Т.

 
Воронежский государственный университет, Воронеж

E-mail: saiddjamel-eddine@yandex.ru

Проведен анализ транскрипционной активности 2 генов
пируватдегидрогеназного комплекса в условиях засоления: PDH,
кодирующего пируватдегидрогеназу, и DLD, кодирующего
дигидролипоилдегидрогеназу. Показано, что уровень экспрессии
генов снизился до показателей ниже контрольных образцов
кукурузы при действии 150мМ раствора хлорида натрия.

ВВЕДЕНИЕ
В меняющемся мире растения испытывают различные виды

экологических стрессов (засоление, засуха, холод, наводнения, тяжелые
металлы, озон, ультрафиолетовое излучение и т.д.), которые влияют на рост
культур, урожайность и продуктивность [2]. Из факторов окружающей среды
засоление является одним из самых серьезных абиотических стрессов,
поскольку большинство злаковых растений чувствительны к нему. Засоление -
это накопление солей (часто с преобладанием хлорида натрия (NaCl)) в почве
и воде до уровня, который может оказать негативное воздействие на сельское
хозяйство [7].

Очевидно, что солевой стресс отрицательно влияет на всхожесть семян,
скорость фотосинтеза, физиологические и метаболические процессы выработки
энергии, жизнеспособность самых разных культур, в том числе  кукурузы,
посредством ионного, осмотического и окислительного воздействия [6].

Для выработки энергии все организмы  используют метаболические пути.
Важным этапом в этом процессе является переход  между гликолизом и циклом
лимонной кислоты. Комплекс пируватдегидрогеназы (PDC) играет ключевую
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роль в данной стадии катаболизма, превращая пируват в ацетил-КоА. Продукт
пируватдегидрогеназного комплекса вступает в цикл лимонной кислоты для
дальнейшего производства энергии. Эта реакция необходима для поддержания
клеточного дыхания и энергетического баланса [3].

Известно, что ПДК представляет собой мультиэнзимный комплекс,
катализирующий окислительное декарбоксилирование пирувата с образованием
ацетил-КоА и NADH. Преобразование происходит в ходе многоступенчатой
последовательности реакций, катализируемых несколькими ферментами и
коферментами. Растительные комплексы содержат три основных компонента:
пируватдегидрогеназу (E1, КФ 1.2.4.1), дигидролипоилацетилтрансферазу (E2,
КФ 2.3.1.12) и дигидролипоилдегидрогеназу (E3, КФ 1.8.1.4). Активные центры
 всех трёх ферментов находятся недалеко друг от друга. Их структурное
расположение способствует прямой передаче промежуточных продуктов
реакции, предотвращая их диффузию и потенциальную потерю. Коферментами
комплекса являются тиаминпирофосфат, ФАД, КоА, НАД и липоевая кислота [4].

Размер и состав комплекса различается у разных организмов, что
отражает адаптацию к метаболическим потребностям. В эукариотических
клетках комплекс находится в матриксе митохондрий, связывая гликолиз и цикл
лимонной кислоты. У бактерий PDC находятся в цитоплазме и имеют
структурные различия, обусловленные метаболизмом прокариот. Несмотря на
эти различия, архитектура, состоящая из множества ферментов, остаётся
неизменной, что подчёркивает её эволюционное значение [5].

Анализ международной базы данных NCBI позволил обнаружить, что в
настоящее время в геноме кукурузы обнаружено 3 гена, кодирующих ферменты
пируватдегидрогеназного комплекса: PDH- пируватдегидрогеназу, DLAT-
дигидролипоилацетилтрансферазу, DLD-дигидролипоилдегидрогеназу.

Несмотря на имеющиеся сведения о важной роли
пируватдегидрогеназного комплекса в участии выработки энергии,  данных о
механизме работы генов растительной ПДК в условиях засоления в настоящий
момент обнаружено не было. Целью данной работы являлось исследовать
динамику экспрессии генов PDH, DLAT, DLD пируватдегидрогеназного
комплекса в листьях кукурузы при действии солевого стресса.

Анализ экспрессии генов ПДК ....
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта для исследования были использованы листья 14-

дневной кукурузы (Zea mays L.), которая была выращена гидропонным способом
при 25оС, 12-часовом световом дне с интенсивностью света 25 Вт/м2.

Постановка эксперимента по действию солевого стресса осуществлялась
путём помещения растений из опытной группы  в 150 мМ водный раствор
хлорида натрия, и отбор образцов осуществляли через 1, 3, 6, 12,  24 часа от
начала эксперимента. В качестве контрольной группы использовались растения,
помещённые в воду на 24 часа.

Выделение суммарной  РНК из растительных образцов осуществляли
методом фенол-хлороформной экстракции. Специфическим соосадителем
являлся 12М LiCl.

Реакцию обратной транскрипции осуществляли с использованием набора
MMLV RT kit (ЗАО «Евроген») согласно рекомендациям производителя.

Подбор праймеров производился на основе нуклеотидных
последовательностей, представленных в международной базе данных NCBI с
помощью программы PrimerBlast (таблица 1).

Таблица 1.
Праймеры к генам пируватдегидрогеназного комплекса

Экспрессию генов исследовали с помощью проведения ПЦР в реальном
времени на приборе LightCycler96 («Roche», Швеция) с применением Taq-
полимеразы (ЗАО «Евроген») согласно рекомендациям производителя. В
качестве интеркалирующего красителя использовали SYBR Green I.

Гомрани Саид Джамел-эддине, Чуйкова В.О., Федорин Д.Н. и др.
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Количество матрицы контролировали с помощью параллельной
амплификации фактора элонгации EF-1A с ген-специфичными праймерами.
Относительный уровень экспрессии исследуемых генов рассчитывали с
применением 2-ΔΔCt-метода.

Опыты проводили в 3-4-кратной повторности, аналитические
определения для каждой пробы осуществляли в трех повторностях.
Предварительная оценка характера распределения проводилась по асимметрии
и эксцессу (Excel, Microsoft Office), а также с помощью критерия Колмогорова-
Смирнова [1].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для определения экспрессии генов пируватдегидрогеназного комплекса

использовали метод ПЦР в реальном времени.
В ходе исследования было установлено, что относительный уровень

транскриптов гена PDH, кодирующего пируватдегидрогеназу (КФ 1.2.4.1),
увеличился в 4 раза после 6 часов воздействия раствора 150мМ NaCl по
сравнению с контрольной группой (рис. 1). С течением времени экспрессия
гена уменьшилась до более низких значений относительно начальных
показателей контрольных образцов, что говорит о его инактивации в результате
длительного воздействия соли.

Рис. 1. Относительный уровень транскриптов гена PDH в листьях
кукурузы в условиях солевого стресса.

Анализ экспрессии генов ПДК ....
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Уровень экспрессии гена DLD, кодирующего
дигидролипоилдегидрогеназу (E3, КФ  1.8.1.4) – 3-го фермента
пируватдегидрогеназного комплекса, в первый час эксперимента увеличился
на 0,3 раза, что свидетельствует об адаптации фермента к кратковременному
воздействию засоления. В последующие часы влияния 150мМ раствора NaCl
наблюдается постепенное снижение экспрессии данного гена до уровня ниже
контрольных значений на 0.4 раза (рис. 2).

Рис.2. Относительный уровень транскриптов гена DLD в листьях
кукурузы в условиях солевого стресса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, был проведен анализ транскрипционной активности 2

генов пируватдегидрогеназного комплекса в условиях засоления: PDH,
кодирующего пируватдегидрогеназу, и DLD, кодирующего
дигидролипоилдегидрогеназу. Результаты экспрессии гена DLAT, кодирующего
дигидролипоилацетилтрансферазу, находятся на стадии исследования.

У растений, экспонирующихся в воде 24 ч, уровень мРНК генов PDH и
DLD отличается по сравнению с образцами, которые подвергались воздействию
солевого стресса. Относительный уровень транскриптов гена PDH в листьях
кукурузы повысился спустя 6 часов влияния 150мМ раствора хлорида натрия в
4 раза по сравнению с контрольной группой. Уровень мРНК гена DLD

Гомрани Саид Джамел-эддине, Чуйкова В.О., Федорин Д.Н. и др.
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увеличился на 0,32 раза спустя 1 час экспонирования образцов, на 6 час
экспрессия уменьшилась. В обоих случаях эксперимента по действию раствора
соли на 24 час произошло снижение показателей мРНК ниже контрольных
значений. Это свидетельствует об изменении динамики экспрессии генов ПДК
при засолении.
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УДК 612.8
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ГОРИЗОНТЫ
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Электроэнцефалография (ЭЭГ), как фундаментальный метод
исследования в области нейронауки, играет важную роль в регистрации и
изучении электрической активности мозга [1].

Со времени первой записи человеческой электроэнцефалограммы
немецким психиатром и нейрофизиологом Гансом Бергером в 1929 году, ЭЭГ
значительно эволюционировала, обогатившись техническими расширениями
возможностей анализа данных.

Методика ЭЭГ оказалась незаменимым инструментом в диагностике,
мониторинге и исследовании различных неврологических состояний, включая
эпилепсию, расстройства сна и когнитивные нарушения, благодаря способности
обеспечивать данные о работе нейронных сетей в реальном времени.

Основанные на принципах электрофизиологии мозга, фундаментальные
концепции ЭЭГ подразумевают изучение активности мозговых нейронов,
выражающейся через электрические потенциалы и ионные токи. Эта
биоэлектрическая активность мозга отражает не только внутренние процессы
обработки информации, но и функциональное состояние различных областей
мозга в различные периоды активности или покоя [2].

Важным аспектом метода электроэнцефалографии (ЭЭГ) является
регистрация электрических сигналов мозга, требующая тщательно
спланированного и стандартизированного размещения электродов на
поверхности кожи головы. Использование специализированных аппаратов и
единых стандартов расположения электродов по системе 10-20, обеспечивает
точность, воспроизводимость и сопоставимость результатов исследований. Эти
стандарты создают необходимую основу для объективного научного анализа и
позволяют использовать современные технологии усиления и цифровизации
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сигналов для высокоточной регистрации и анализа ЭЭГ данных, углубляя тем
самым понимание нейрофизиологических процессов.

Тщательный анализ ЭЭГ-сигналов раскрывает волновые паттерны, такие
как альфа-, бета-, дельта- и тета-ритмы, каждый из которых связан с
определенными психическими и физиологическими состояниями. Например,
альфа-ритмы преобладают во время покоя и расслабления при закрытых глазах,
бета-ритмы характеризуют активную умственную деятельность, а дельта- и тета-
ритмы часто выявляются в состоянии глубокого сна или могут
свидетельствовать о неврологических расстройствах [3].

Методология, лежащая в основе ЭЭГ, включает четко определенные
стандарты для проведения исследований: настройку оборудования,
контролирование условий эксперимента и подготовку участников. Важные
этапы также включают протоколы монтажа электродов и последующие
процедуры обработки и анализа сигналов, охватывающие фильтрацию,
исключение артефактов, спектральный анализ, определение источников
активности и статистическую обработку данных. Преобразование аналоговых
сигналов в цифровую форму и последующее использование сложных
алгоритмов обработки изыскивают значимую информацию из электрической
активности мозга, минимизируя влияние «шумов» [4].

Строгая методология ЭЭГ, направленная на обеспечение достоверности
и точности результатов, является основой для сопоставления данных между
различными исследованиями и лабораториями, что несомненно играет важную
роль в нейронаучных исследованиях и понимании сложных процессов в мозге.
Соблюдение установленных стандартов и процедур не только обеспечивает
научную строгость, но и позволяет формулировать объективные и значимые
выводы о функционировании мозга.

Электроэнцефалография играет важную роль в диагностике эпилепсии,
благодаря способности выявлять эпилептиформную активность мозга, которая
может не проявляться очевидно в клинической картине. Записи ЭЭГ, особенно
в интериктальном периоде, могут обнаружить специфические “спайки” и
“волны”, способствуя установлению диагноза и подбору лечения, включая
определение чувствительности к антиэпилептическим препаратам.

Помимо эпилепсии, ЭЭГ активно используется в диагностике
рассеянного склероза и других нейродегенеративных заболеваний, хотя здесь

ЭЭГ: фундаментальные концепции ....
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она выступает в роли вспомогательного инструмента наряду с МРТ. Отклонения
в электрической активности мозга, которые могут быть обнаружены при этом,
указывают на функциональные изменения, связанные с прогрессированием
дегенеративных процессов.

Также ЭЭГ находит свое применение в исследованиях сна и его
нарушений. В сочетании с полисомнографией, ЭЭГ способствует мониторингу
стадий сна и идентификации патологических изменений во время сна, таких
как сонное апноэ или нарколепсия, и нарушения, связанные с фазой REM-сна.

Мониторинг электроэнцефалографии (ЭЭГ) остается неоценимым
диагностическим инструментом в неврологии, предоставляя важнейшие
сведения о функциональном состоянии мозга и выявляя патологические
изменения. Тем не менее, метод ЭЭГ требует внимательного рассмотрения
анализа, который зависит от квалифицированности персонала, подчеркивая её
роль как ключевого компонента в комплексном подходе к неврологической
диагностике [5].

В последнее время применение ЭЭГ наблюдает расширение горизонтов
заключенное не только в области клинической практики, но и в проведении
когнитивных исследований, разработке интерфейсов мозг-компьютер (ИМК),
и в изучении значимости ЭЭГ в контексте нейрореабилитации. В когнитивной
науке ЭЭГ применяется для детального изучения мозговой активности,
возникающей в результате когнитивных процессов, как например, внимание,
память, мышление, давая возможность наблюдать за динамикой нейрональной
активности в прямом времени.

Технологии, связанные с интерфейсами мозг-компьютер, используют
ЭЭГ для преобразования мозговых сигналов в команды, управляющие
компьютером или другими электронными устройствами. Такие системы
становятся незаменимыми помощниками для людей с ограниченными
физическими способностями, предоставляя им возможность управлять
внешним миром с помощью мысленных команд.

В сфере нейрореабилитации электроэнцефалография (ЭЭГ) играет
центральную роль, предоставляя ценные прогностические инструменты,
позволяющие оценивать динамику ответа пациента на лечение. Эти средства
позволяют не только настраивать индивидуализированные реабилитационные
программы, но и ускорять процесс восстановления после неврологических
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травм и заболеваний. Использование ЭЭГ для мониторинга изменений в
нейронной активности становится надежным маркером как функционального
восстановления, так и нейронной пластичности. Это особенно актуально,
учитывая, что мозговая активность может предоставить прямую обратную связь
о прогрессе восстановления пациентов.

Кроме того, инновационные разработки в области ЭЭГ, включая
портативные устройства, расширяют возможности нейромониторинга, выходя
за рамки традиционных лабораторных условий. Такие портативные системы
значительно упрощают процесс записи мозговой активности, делая его
доступнее для пациентов с хроническими неврологическими заболеваниями.

Удобство использования и возможность непрерывной регистрации
активности мозга в реальных жизненных условиях значительно повышают
качество наблюдений, обеспечивая постоянную и объективную оценку
нейрофизиологического состояния пациентов, что невозможно достичь в
условиях стационарного исследования [6].

Применение алгоритмов машинного обучения радикально
трансформирует анализ ЭЭГ, повышая эффективность выявления нейронных
паттернов и обработки больших объемов данных, что делает возможным, к
примеру, детектирование микрособытий мозговой активности, которые
недоступны при традиционных подходах. Это значительно расширяет границы
диагностики и изучения мозга, закладывая основу для более точного понимания
различных патологий и нормальной нейродинамики.

Инновации в технологиях записи, такие как бесконтактная ЭЭГ,
предоставляют новые методы, которые избавляют от необходимости
физического контакта с кожей головы и связанных с этим неудобств, с
подобными традиционными электродами. Это усовершенствование имеет
потенциал упростить продолжительные процедуры мониторинга и сделать их
более комфортабельными для пациентов, снижая риск инфекций и улучшая
общее удобство исследований.

Тем не менее, бурный темп технологического прогресса в ЭЭГ
сопровождается важными этическими и правовыми задачами. Приоритетной
проблемой является конфиденциальность данных, которая подчеркивает
критическую важность защиты личной информации пациентов в условиях
повышенной угрозы неправомерного доступа или раскрытия данных. Защита
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медицинской информации и обеспечение ее конфиденциальности должны
находиться в центре внимания всех участников медицинских исследований.
Кроме того, этические соображения в области клинических исследований
продолжают эволюционировать с расширением диапазона доступных
технологий. Эти изменения требуют тщательной оценки этических аспектов
исследований, включая справедливость, уважение к личной автономии и
достоинству участников, которые сталкиваются с новыми рисками и
возможностями в рамках применения высокотехнологичных устройств [1].

Таким образом, передовые инновации в объеме ЭЭГ прокладывают
путь к значительным достижениям в понимании мозга и обещают новые
практические приложения для улучшения здоровья и благополучия. Вместе с
этим, они ставят перед наукой и обществом серьезные вызовы с точки зрения
этики и права.

Следовательно, необходим сбалансированный подход к использованию
и управлению данными, а также регулированию технологических инноваций с
уважением к личным правам и безопасности.
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АТФ-цитратлиаза - цитозольный фермент, играющий важную роль
в метаболизме растений и катализирующий АТФ-зависимое и
КоА-зависимое расщепление цитрата с образованием
оксалоацетата и ацетил-КоА. В нуклеотидной последовательности
промотора гена cts-atp показано распределение симметричных и
асимметричных сайтов, которые входят в общий статус
метилирования промотора АТФ-цитратлиазы. Это играет важную
роль в регуляции активности фермента путем подавления
транскрипции промоторной области гена. Анализ метильного
статуса промотора, в частности, соотношение симметричных и
асимметричных сайтов, показал, что метилирование как
эпигенетические механизм играет большую роль в регуляции
экспрессии.

ВВЕДЕНИЕ
АТФ-цитратлиаза (АТФ-ЦЛ КФ 4.1.3.8) - является основным ферментом,

отвечающим за синтез высокоэнергетического биосинтетического
предшественника цитозольного ацетил-КоА и оксалоацетата из цитрата -
метаболического продукта цикла Кребса и кофермента А (КоА) с
одновременным гидролизом АТФ до АДФ и фосфата [2]. Продукт, ацетил-КоА
- является жизненно важным строительным белком для эндогенного биосинтеза
множества соединений в растительных клетках, необходимых для синтеза
широкого спектра биомолекул, которые критичны для роста, развития, защиты
и адаптации растений. То, как функционирует АТФ-ЦЛ, может регулироваться
через эпигенетические модификации - метилирование ДНК, в частности,
цитозина. Например, метилирование промоторной области гена будет приводить
к его инактивации. Метилирование ДНК является значимой и наиболее
изученной эпигенетической модификацией генома, играющей ключевую роль
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в регуляции экспрессии генов, развитии, поддержании стабильности генома,
дифференцировке клеток и адаптации к окружающей среде [3].

Этот процесс позволяет подавлять определенные гены для их не
одновременной работы в каждой клетке, в результате чего транскрипция будет
невозможна, что приведет к тому, что биосинтез белка для этого определенного
гена предотвращается. Метилирование ДНК — это химическая модификация
ДНК, заключающаяся в присоединении метильной группы (-CH3) к одному из
нуклеотидных оснований, осуществляемое сайт-специфическими ферментами
-цитозиновыми ДНК-метилтрансферазами [1]. Эта модификация чаще всего
происходит по пятому атому углерода цитозина (5-mC), образуя 5-метилцитозин
в симметричных и асимметричных последовательностях CG, CNG и CNN.
Метилирование цитозина в ДНК растений может происходить в разных
контекстах нуклеотидных последовательностей, что приводит к разделению
на симметричные и асимметричные сайты метилирования. Различие
заключается в ориентации метилированных цитозинов относительно
центральной оси двойной спирали ДНК. Наиболее распространенный тип
симметричного метилирования - CpG. В этом контексте цитозин метилируется
в динуклеотидной последовательности 5'-CpG-3'. Поскольку эта
последовательность палиндромна, метилирование цитозина на одной цепи ДНК
часто сопровождается метилированием комплементарного цитозина на
противоположной цепи. В сайте симметричного метилирования растений
CpNpG - цитозин метилируется в последовательности, где N – любой нуклеотид,
кроме цитозина. Симметрия обеспечивается тем, что комплементарные
цитозины на противоположных цепях ДНК могут быть метилированы [4].
Асимметричный сайт метилирования представлен CpNpN - в этом контексте
цитозин метилируется в последовательности, где N – любой нуклеотид, за
исключением цитозина. Различные типы сайтов метилирования часто связаны
с различными биологическими функциями: в растениях CpG метилирование
часто ассоциируется с репрессией генов и может играть роль в развитии и
дифференцировке. CpNpG важен для поддержания геномной стабильности,
подавления транспозонов и регуляции экспрессии генов. CpNpN - этот
асимметричный тип метилирования особенно важен у растений для защиты
генома от транспозонов и регулирования экспрессии генов. Метилирование
CpG-динуклеотидов наиболее часто наблюдается в специализированных

Горячева А.В., Федорин Д.Н., Епринцев А.Т.



79

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

областях генома, называемых CpG-островками. В то время как отдельные CpG-
динуклеотиды вне островков могут подвергаться метилированию, этот процесс
значительно менее распространен. CpG-островки часто ассоциированы с
промоторными областями генов, при этом степень влияния на
транскрипционную регуляцию коррелирует с близостью островка к сайту
инициации транскрипции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовались листья кукурузы (Zea

mays L.), выращенные гидропонным методом при 12-часовом световом дне,
при температуре окружающей среды 25°С.

Выделение ДНК проводили методом фенол-хлороформной экстракции.
В качестве специфического осадителя ДНК применяли 10М ацетат аммония.
Для визуализации и анализа качества выделенной ДНК использовался
электрофорез в 1 % агарозном геле.

Нуклеотидная последовательность промоторной области гена cts-atp
была взята из базы данных NCBI. Очищенный и экстрагированный ампликон
секвенировали в ЗАО «Евроген» на платформе Illumina NovaSeq6000.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение влияния распределения симметричных и асимметричных

сайтов метилирования на транскрипцию генов, позволяет оценить и
проанализировать их вклад в общий метильный статус промоторной области
гена, обеспечивающий взаимодействие с факторами транскрипции, где
гиперметилирование этой области может приводить к нарушению связывания
транскрипционных факторов и РНК-полимеразы с нуклеотидной
последовательностью и снижать экспрессию. Особую роль в организации
взаимодействия РНК-полимеразы и промотора гена играют не только CG-
динуклеотиды, но и сайты CNG и CNN. Чтобы определить метильный статус
цитозинов в составе симметричных и асимметричных сайтов метилирования
применяли бисульфитное секвенирование.

Исследование характера распределения симметричных и асимметричных
сайтов в анализируемой последовательности промотора гена показало, что во
всем представленном фрагменте количество симметричных CG сайтов

Характер распределения сайтов метилирования ....
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равнялось 14, количество CNG сайтов -5, тогда как количество асимметричных
сайтов было равно 7 (табл. 1). Симметричные сайты CG и CNG составляют
величину метилирования промотора исследуемого гена на уровень больше, чем
ассиметричные сайты. При этом среди симметричных сайтов наибольшее
значение имеют CG, так как они определяют большую часть метилирования
промотора гена АТФ-цитратлиазы в листьях кукурузы.

Таблица 1.
Распределение симметричных CG, CNG и асимметричных CNN

сайтов в исследуемом фрагменте промотора гена cts-atp

Метилирование оказывает существенное влияние на регуляцию
экспрессии генов, в частности, основным показателем является метилирование
сайта инициации транскрипции (TSS). Метилирование таких симметричных
сайтов, как CpG-динуклеотидов, CNG и асимметричных сайтов CNN в районе
TSS связано с подавлением транскрипции гена, так как это препятствует
связыванию транскрипционных факторов и РНК-полимеразы, необходимых для
инициации транскрипции. В области TSS высокая плотность CG-динуклеотидов,
что связано с тем, что эта область часто расположена в CpG-островках (табл.
2). Метилирование этой области является мощным механизмом регуляции
экспрессии генов, так как метилированные CG-динуклеотиды могут
препятствовать связываю транскрипционных факторов, необходимых для
инициации транскрипции. На несколько порядков меньше количество
асимметричных сайтов CNN - 2 и также количество симметричных сайтов CNG.

Таблица 2.
Распределение симметричных CG, CNG и асимметричных CNN

сайтов в сайте инициации транскрипции (TSS) промотора гена cts-atp

Тип сайта метилирования цитозина Количество в анализируемой
последовательности

CG 14
CNG 5
CNN 7

Тип сайта метилирования цитозина Количество в области TSS
CG 14

CNG 5
CNN 2

Горячева А.В., Федорин Д.Н., Епринцев А.Т.
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Из всего общего фрагмента все симметричные сайты были представлены
в области сайта инициации транскрипции, тогда как асимметричные сайты
находились вне ее.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Распределение симметричных и асимметричных сайтов метилирования

в промоторе гена АТФ-цитратлиазы в листьях кукурузы показало, что в сайте
инициации транскрипции больший вклад вносит симметричный сайт CG, так
как TSS часто располагается в CpG-островках. В контексте общего
распределения метильного статуса симметричных и асимметричных сайтов
регулируется экспрессия гена, подавляя его активность через
гиперметилирование участков промотора.
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ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИИ И 24-ЭПИБРАССИНОЛИДА НА

СОДЕРЖАНИЕ ГЛИКОЗИДА РАСТЕНИЙ Pisum sativum (L),
В ОБРАЗОВАНИИ АГЛИКОНА КОТОРОГО

УЧАСТВУЕТ ГАМК

Ершова А.Н., Чичиль Т.С. 

ФГБОУ ВО «Воронежский государственный педагогический университет»,
Воронеж

Е-mail: profershova@mail.ru

Проведенные исследования показали, что при кратковременной
гипоксии (3-6 час) содержание специфического 5-окси-2-
пирролидон-β-глюкопиранозида и его агликона 5-окси-2-
пирролидона растений гороха, предшественником которого
является циклическая форма ГАМК, снижалось. Под влиянием
24-эпибрассинолида содержание агликона в проростках
возрастало до 220%. Предполагается присутствие в клетках
растений гороха активных ферментных систем, участвующих в
циклизации ГАМК, активность которых регулируется
фитогормонами, определяется присутствием АТФ и
функционированием цикла Кребса подобно тканям животных.

ВВЕДЕНИЕ
Одной из наиболее важных групп веществ вторичного происхождения

являются гликозиды. В природных гликозидах О-гликозидная связь соединяет
остатки моносахаров с неуглеводными компонентами (агликонами).
Относительная легкость образования и расщепления гликозидных связей всех
типов обеспечивает метаболическую подвижность соответствующих
соединений в живой клетке и объясняет широкое распространение этой
структурной единицы в живых системах [1]. В растениях гороха нами был
обнаружен необычный, свойственный только этому представителю бобовых,
путь метаболизма ГАМК, связанный с циклизацией ее углеродного скелета с
образованием 5-окси-2-пирролидона, который гликозидировался до 5-окси-2-
пирролидон-β-глюкопиранозида [2, 3]. По данным элементного анализа, ИК- и
УФ-спектрам, температуре плавления, обнаруженный нами 5-окси-2-
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пирролидон-β-глюкопиранозид совпадал с изосукцинимид-β-гликозидом (ИС-
гликозидом [4]. Наличие циклических производных ГАМК в виде 2-
пирролидона ранее отмечалось у ряда других растений. Так, циклическое
производное в виде 4-гидроксипирролидона было обнаружено в карпофорах
мухомора (Amanita muscaria), что подтверждает наличие соответствующих
ферментов - циклаз - в клетках, не только животных, но и растений [4].
Установлено, что ГАМК играет важную метаболическую и даже сигнальную
роль в растениях. Содержание ГАМК иногда на несколько порядков возрастает
в клетках растений при неблагоприятных условиях среды [5], включая гипоксию.
Показано, что фитогормоны кинетин и брассиностероиды повышают
устойчивость растений к неблагоприятным условиям среды.  Нами было
установлено [5], что под влиянием фитогормонов отмечалось увеличение
содержания свободных аминокислот, включая ГАМК. В связи с этим
исследовали влияние фитогормона 24-эпибрассинолида (24-ЭБ) и условий
кратковременной гипоксии на содержание ИС-гликозида в проростках гороха.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В опытах использовали 10-дневные проростки гороха сорта «Рамонский

77», выращенные в лабораторных условиях методом гидропоники при 12-
часовом фотопериоде. В надземную часть проростков, отделенную от корней
и семядолей, вводили с траспирационным током растворы фитогормона 24-ЭБ
(10мг/л) в 0,1М Na-фосфатном буфере (рН 7,2) в течение 12 и 24 часов. В другой
серии опытов проростки помещали на 3-6 ч в условия разных газовых сред:
воздух (контроль), азот (гипоксия) и СО2 (100%). Навеску растений (0,5–1,0 г)
фиксировали этанолом (+60°С), экстрагировали спиртом. Спиртовой экстракт
упаривали при +60°С, растворяли в 2мл 10%-ного изопропанола и проводили
разделение методом тонкослойной хроматографии на пластинках “Silufol”
(“Chemapol”, Чехия). Локализацию углеводов определяли по величине Rf и по
свидетелям. Содержание ИС-гликозида и его агликона определяли по
поглощению при 212 нм и 208 нм на СФ-56 (“ЛОМО”, Россия) [2,3],
рассчитывали по калибровочным кривым и выражали в мг г-1 сырой массы.
Содержание этил–β–гликозида определяли по образующейся при гидролизе
глюкозы глюкооксидазным методом [3].

Влияние гипоксии и 24-эпибрассинолида....
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Все опыты проводились в двух биологических и двух химических
повторностях. В таблице представлены результаты в виде средних
арифметических значений и их отклонений.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При помещении проростков гороха в условия кратковременной

гипоксии и среды диоксида углерода, как показано в таблице 1, наблюдались
значительные сдвиги в содержании ИС- гликозида и его агликона. После 3 -
часовой экспозиции эти изменения были хорошо заметны у растений как в
условиях гипоксии, так и в СО2–среде. Содержание гликозида в клетках
проростков гороха уменьшалось на 18-20%. Содержание агликона снижалось
при дефиците кислорода на 20-26 %, а в СО2-среде на 30-32% по отношению к
аэрируемым растениям. Как известно [4], в гипоксических условиях в растениях
накапливаются токсичные продукты обмена, включая этанол.

Таблица 1.
Влияние гипоксии и СО2-среды на содержание ИС-гликозида в
проростках гороха в течение 3 и 6 часов (мг г-1 сырой массы, %)

Одним из механизмов его детоксикации в клетка является образование
этил-β-гликозида. Донором глюкозы в синтезе этил-β-гликозида может
выступать и ИС-гликозид [4]. Было показано, что СО 2-среда при
кратковременном 6-часом воздействии увеличивала содержание этого
соединения в клетках растений гороха почти в два раза, в условиях же обычной
гипоксии этого не наблюдалось.

Время,
часы

Соединения воздух гипоксия СО2-среда
мг · г-1 сырой
массы

мг · г-1 сырой
массы

мг · г-1 сырой
массы

3

ИС-гликозид 3,80±0,15
100%

3,00±0,15
80%

3,12±0,16
82%

Агликон 2,56±0,07
100%

2,02±0,10
79%

1,87±0,07
73%

Этил-β-
гликозид

0,26±0,01
100%

0,17±0,01
65%

0,22±0,01
85%

6

ИС-гликозид 3,65±0,10
100%

2,85±0,07
78%

2,90±0,08
80%

Агликон 2,41±0,02
100%

1,78±0,02
74%

1,65±0,08
68%

Этил-β-
гликозид

0,24±0,01
100%

0,23±0,01
96%

0,41±0,01
170%

Ершова А.Н., Чичиль Т.С. 
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При действии фитогормона 24-ЭБ содержание ИС-гликозида в
проростках гороха через 12 часов увеличивалось на 15%. Содержание агликона
при этом снижалось на 18%, а эндогенной глюкозы почти на 20%. Однако через
24 часа содержание агликона возрастало до 220% по отношению к контрольным
растениям.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования показали, что на содержание специфического

ИС-гликозида растений гороха оказывают влияние как условия снабжения
растений кислородом, так и обработка фитогормонами.

В условиях дефицита кислорода и СО2-среды тормозилось образование
агликона и самого ИС-гликозида даже при кратковременных 3-6 часовых
экспозициях. Это свидетельствует о том, что процесс циклизации ГАМК с
образованием 5-окси-2-пирролидона в клетках растений гороха зависит от
работы цикла Кребса и снабжения АТФ, как это установлено для тканей
животных [5]. В то же время при дефиците кислорода отмечалась активизация
синтеза этил-β-гликозида, для которого ИС-гликозид является донором глюкозы
в реакции гликозидирования, что позволяет нейтрализовать накопившийся при
дефиците кислорода этанол.

На скорость метаболизации ГАМК по пути образования агликона ИС-
гликозида влиял и фитогормон 24-ЭБ, который увеличивал содержание агликона
в проростках гороха более чем в два раза. Это позволяет предположить
присутствие в клетках растений гороха достаточно активных ферментных
систем, участвующих в циклизации ГАМК с образованием пирролидоновой
структуры, что ранее было установлено только для небольшого количества
растений. В тканях млекопитающих образование циклической структуры типа
2-пирролидона изучено гораздо лучше, при этом показано и психотропное
действие этого класса веществ. Полученные данные расширяют наше
представление о путях метаболизации непротеиногенной аминокислоты ГАМК
в растениях, а также указывают на важную роль вторичных метаболитов,
включая гликозиды, в растениях. Изучение строения и роли различных
гликозидов углубляют наши знания о многообразии химических компонентов
растений и показывают необходимость их дальнейшего изучения.

Влияние гипоксии и 24-эпибрассинолида....
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УДК 577.218
ВЛИЯНИЕ ВЕРАПАМИЛА НА КАТАЛИТИЧЕСКУЮ

АКТИВНОСТЬ
ГЛУТАМАТДЕКАРБОКСИЛАЗЫ КУКУРУЗЫ

Жихаренко А.Д., Москвина П.П., Анохина Г.Б., Епринцев А.Т.

ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет»,
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Глутаматдекарбоксилаза (ГДК, КФ 4.1.1.15) – один из ферментов
обходного пути цикла трикарбоновых кислот ГАМК-шунта,
обеспечивающего адаптацию метаболизма растения к
воздействию стрессовых условий. Выявлено, что инкубация
проростков кукурузы в растворе верапамила приводит к снижению
активности глутаматдекарбоксилазы, вероятно, ввиду блокировки
кальциевых каналов, вызываемой данным соединением, что в
свою очередь способствует нарушению передачи клеточных
сигналов и формированию ответной реакции на различные
факторы.

ВВЕДЕНИЕ
Глутаматдекарбоксилаза (ГДК, L-глутамат-1-декарбоксилаза, КФ 4.1.1.15,

glutamatic acid decarboxylase) – один из основных ферментов ГАМК-шунта,
метаболического пути, который протекает в обход двух реакций цикла Кребса
и активируется при воздействии на растение различных стрессовых факторов
[3]. ГДК была обнаружена в дрожжах, бактериях, тканях растений и животных.
У последних данный фермент играет важную роль в функционировании нервной
системы, так как и субстрат, и продукт реакции, катализирующей ГДК, являются
важнейшими нейромедиаторами [3].

Известно, что работа некоторых энзимов тесно сопряжена с уровнем
кальция в клетке, что обусловлено как структурными особенностями
ферментной системы, так и участием кальция в кальций-кальмодулин-
опосредованной системе передачи клеточных сигналов.

Кальций является важным структурным элементом, регулятором
метаболических процессов, а также универсальным для живых систем
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сигнальным агентом-посредником, обеспечивающим взаимосвязь между
мембранными рецепторами и экспрессией генов. Кроме того, ионы кальция,
связываясь с фосфолипидами, стабилизируют липидные бислои и, таким
образом, обеспечивают структурную целостность клеточных мембран.

В клетку кальций поступает через специализированные белки
плазматической мембраны, так называемые катионные каналы, обычно
состоящие из четырёх субъединиц (исключение – TPC1, имеющий две
субъединицы) [5]. Кальциевые сигналы служат для кодирования внешних и
внутренних стимулов, силы и продолжительности их воздействия, преобразуя
информацию о стимулах в физиологический и генетический ответы [4].

В связи с этим, целью работы было исследование влияния верапамила –
блокатора кальциевых каналов на каталитическую активность
глутаматдегидрогеназы в проростках кукурузы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Модельным объектом нашего исследования являлись 10-12 дневные

проростки кукурузы (Zea mays L., сорт Воронежская 76). Растения выращивали
гидропонным способом при 25 оС, 12-часовом световом дне с интенсивностью
света 25 Вт/м2. Опытная группа растений инкубировалась в течение одного часа
в темноте в 10-4 М растворе верапамила [1]. Растения из контрольной группы
растений инкубировались в воде на протяжении всего эксперимента.

Выделение ГДК
Для экстракции ГДК листья кукурузы растирали в среде, содержащей 20

мМ ацетатного буфера (рН 4,8), 1,5 мМ ДДТ, 1,5 мМ ЭДТА, 0.1 мкМ
пиридоксальфосфата. Центрифугировали 5 минут при скорости 3000 g [7].

Определение активности ГДК
Измерение активности глутаматдекарбоксилазы из листьев кукурузы

осуществляли спектрофотометрически путем измерения оптической плотности
раствора, содержащего 20 мМ ацетатный буфер (pH 4,8), 70 мкМ бромкрезола
зеленого, 10 мМ пиридоксаль-5-фосфата, 2 мМ глутамата. Измерение проводили
при длине волны 620 нм в течение 3 минут [7].

Статистическая обработка данных
Опыты проводили в 3-кратной повторности, аналитические определения

для каждой пробы осуществляли в трех повторностях. Статистический анализ

Жихаренко А.Д., Москвина П.П., Анохина Г.Б. и др.



89

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

полученных данных проводился с использованием программы STATISTICA
12.0. Различия анализировали на статистическую значимость с использованием
критерия Стьюдента. На графиках значения представлены как среднее значение
± стандартная ошибка среднего (SEM). Представленные в работе различия
статистически достоверны (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что различные стрессовые факторы оказывают значительное

влияние на изменение активности глутаматдекарбоксилазы в листьях кукурузы
[2]. В данной работе мы исследовали влияние верапамила на каталитическую
активность глутаматдекарбоксилазы в проростках кукурузы.

Верапамил - первый представитель антагонистов кальция, впервые
синтезированный в 1959 г, относится к группе фенилалкинаминов.

Данное соединение нарушает кальциевый гомеостаз в клетках листьев,
о чём свидетельствует повышенный отток кальция из сегментов листьев [6].

Выявлено, что верапамил оказывает ингибирующее влияние на
каталитическую активность ГДК (Рис. 1). На гистограмме видно, что растения,
инкубировавшиеся в течение 1 часа в растворе верапамила, демонстрировали
низкие значения ферментативной активности глутаматдекарбоксилазы -
активность ГДК в 8 раз ниже, чем в образцах из контрольной группы растений.

Рис. 1. Влияние верапамила на ферментативную активность
глутаматкарбоксилазы в проростках кукурузы.

Влияние верапамила на каталитическую активность....
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Таким образом, мы можем сделать вывод о том, что вызываемая
верапамилом блокировка кальциевых каналов приводит к существенному
снижению ГДК-активности в проростках кукурузы. Полученные данные
указывают на кальций-зависимый характер функционирования
глутаматдекарбоксилазы, что может быть связано со структурой фермента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе работы был проведен анализ влияния верапамила

на активность глутаматдекарбоксилазы в проростках кукурузы.
Выявлено, что инкубация проростков кукурузы в растворе верапамила

приводит к ингибированию активности глутаматдекарбоксилазы, что вероятно
обусловлено блокирующим действием, которое данное оказывает на кальциевые
каналы.
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УДК 591.1
ПОВЕДЕНЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ КРЫС ПРИ РАЗВИТИИ

ХРОНИЧЕСКОЙ АЛКОГОЛЬНОЙ ЗАВИСИМОСТИ

Зотова П.В., Селина В.Д., Макарова Ю.В., Гатауллина М.О.

Воронежский государственный университет, Воронеж
Е-mail: marina.gataullina@gmail.com

Этиловый спирт при воздействии на организм млекопитающих –
мощное наркотическое вещество, вызывающее развитие
зависимости. Его употребление угнетает функционирование
систем организма, способствует возникновению патологических
изменений, что в конечном итоге приводит к смерти. Влияние
этанола на поведенческие реакции отслежено на лабораторных
крысах.

ВВЕДЕНИЕ
Крысы часто используются как модельный организм в исследованиях

благодаря компактному мозгу, высокой воспроизводимости поведенческих
реакций и хорошо изученной анатомии лимбической системы — ключевой
области, связанной с эмоциями и мотивацией [1]. Их мозжечок, стриатум
и префронтальная кора тесно связаны с двигательным контролем и
реакциями на стресс, что делает их особенно подходящими для теста
«Открытое поле» [2].

Хронические воздействия этанола вызывают у грызунов ряд
поведенческих и физиологических изменений. Длительное потребление
этанола вызывает тревожные реакции, гипоактивность и избегание
открытого пространства [4], что отражает дисбаланс нейромедиаторных
систем, включая ГАМК и дофамин [5]. В период абстиненции у животных
наблюдаются симптомы тревожности, включая снижение времени,
проведенного в центре поля, и увеличение периферической активности [3].

Целью данного исследования заключалась в изучении характеристик
поведенческих реакций крыс на различных этапах развития хронической
алкогольной зависимости.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проходили на базе кафедры физиологии человека и

животных Воронежского государственного университета в течение 16 дней. В
качестве экспериментального объекта были выбраны самцы нелинейных
лабораторных крыс (Rattus norvegicus) весом около 380 г и возрастом 6 месяцев.

Животные содержались в условиях сбалансированного питания.
Алкоголизацию опытной группы проводили 25% раствором этанола [7]. С 1-го
по 5-й дни опыта это был единственный источник жидкости [8], далее животным
дополнительно предлагали воду для предотвращения обезвоживания. Данная
методика наиболее эффективна при формировании хронической алкогольной
зависимости и обеспечивает потребление максимально возможных доз алкоголя,
что позволяет развиться токсическому воздействию на организм животных [7].

Влияние алкоголя на поведение крыс отслеживалось при помощи теста
«Открытое поле» (на 3, 5, 12, 15-е дни эксперимента), который является наиболее
распространенным и информативным методом для оценки эмоционального
состояния и уровня двигательной активности животных. Для этой цели грызунов
по отдельности помещали в круглую арену размером 65 см, огороженной
бортиком высотой 32 см. Пол камеры был разделен на 12 секторов, имеющих
ширину 12 см. В полу арены имелись 7 отверстий диаметром 3 см, одно из них
– в центральной зоне, несоприкасающейся с бортиками и диаметром 12 см.
Животных помещали около бортика, позволяли свободно перемещаться. В
течение 10 минут исследовалась горизонтальная и вертикальная двигательная
активность, груминг, исследование отверстий, подсчитывалось количество
дефекаций и мочеиспусканий [6]. Дополнительно исследовались динамические
изменения веса у животных на начало, середину и конец опыта.

Статистическая обработка материала выполнена при помощи Microsoft
Excel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе эксперимента были получены следующие результаты у двух групп

крыс: контрольной и опытной (табл. 1). Движение в обеих группах грызуны
начинали сразу после попадания в поле. Крысы из контрольной группы были
относительно активны на протяжении всего времени исследования, не избегали
открытого пространства, исследовательская деятельность грызунов росла.

Зотова П.В., Селина В.Д., Макарова Ю.В.  и др.
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 Таблица 1.
Результаты теста «Открытое поле» в контрольной и опытной
группах на 3, 5, 11, 15-е дни эксперимента (n=3, p<0,05)

В опытной группе на 3-й день наблюдается максимальная активность.
На 5-й день крысы активны в первую минуту и в середине эксперимента,
максимальное исследовательское поведение-регулярный груминг,
свидетельствующий о нервозности подопытных. На 12-й день наблюдается спад
активности. Перемещения только в 1-ую минуту эксперимента, как и на 15-й
день. Данные показатели активности у животных опытной группы могут быть
связаны с несколькими факторами:

1. Хроническое употребление алкоголя может вызывать угнетающее
влияние на центральную нервную систему, что приводит к снижению активности
и исследовательского поведения у крыс.

2. Алкоголь может негативно сказываться на когнитивных функциях, что
может привести к снижению интереса к окружающей среде и уменьшению
исследовательской активности.

3. Хронический алкогольный синдром может вызывать физическую
истощенность и общую слабость, что отражается на активности. Крысы могут
быть менее подвижными из-за общего ухудшения состояния здоровья.

4. Алкоголь может усиливать стресс и тревожность у крыс, что приводит
к избегающему поведению. В открытой среде крысы могут чувствовать себя
уязвимыми, поэтому предпочтут оставаться менее активными.

Поведенческие показатели

Контрольная группа Опытная группа

Дни эксперимента

3-й 5-й 11-й 15-й 3-й 5-й 11-й 15-й

Пересечение секторов 50 45 42 49 50 22 11 21

Выходы в центр поля 10 11 9 11 2 - - -

Количество стоек 8 7 6 6 6 2 - -

Исследовательская
деятельность 5 6 7 8 1 3 - -

Груминг (количество раз) 3 2 2 3 2 9 1 1

Дефекация (количество
экскрементов) 3 2 4 3 2 7 3 4

Уринация (количество раз) 1 - 1 1 1 - - -

Поведенческие реакции крыс ...
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Во время проведения эксперимента проводился контроль веса
экспериментальных животных. В норме вес крысы должен варьироваться около
380 г. На 3-й день эксперимента  средний вес опытной группы животных
составил: 330 г. На 12-й день эксперимента 320 г. На 15-й день вес животных
составил - 300 г. Длительное употребление алкоголя может вызывать
токсические эффекты на организм. Это может проявляться в виде ухудшения
состояния здоровья, также приводящее к снижению веса. Вес контрольных
животных существенно не изменялся.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате сравнительного анализа экспериментальных групп крыс,

контрольной и опытной, подверженной хронической алкогольной зависимости,
выявлено выраженное воздействие этанола на центральную нервную систему.
Происходит угнетение нейронной активности, сопровождающееся развитием
стрессового состояния. У животных опытной группы наблюдается избегание
открытых пространств, что свидетельствует о формировании тревожных
реакций, что сопровождается снижением уровня исследовательской активности.
Метаболические нарушения проявляются в замедлении обменных процессов,
что способствует накоплению токсичных веществ, снижению активности и
ухудшению общего состояния организма, что подтверждается снижающейся
динамикой изменения массы тела.
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Показано изменение активности гексо- и глюкокиназы в печени
крыс с аллоксановым диабетом при пероральном приеме сульфата
цинка. Установлено, что ионы цинка увеличивают активность
исследуемых ферментов у животных с патологией. Можно
предположить, что данный ион, обладая инсулиноподобным
действием, снижает концентрацию глюкозы в крови и делает ее
более доступной для клеток печени.

ВВЕДЕНИЕ
Сахарный диабет (СД) представляет собой глобальную медико-социальную

угрозу для здоровья человека и общества в целом, темпы роста распространенности
которой приобрели масштаб мировой эпидемии [1].

Широкая распространенность СД и многообразие патогенетических
вариантов данного заболевания обусловливают актуальность поиска и разработки
новых пероральных сахароснижающих препаратов [4]. К одной из перспективных
белковых биомишеней для создания новых противодиабетических средств
относится фермент гексокиназа (ГК, КФ 2.7.1.1) [6]. Различают четыре изофермента
гексокиназы: три из них, обладающих групповой специфичностью, содержатся в
различных органах и тканях, а 4-й изофермент – глюкокиназа обнаруживается
только в печени. Глюкокиназа фосфорилирует только глюкозу при её высокой
концентрации в крови, что обеспечивает быструю утилизацию этого моносахарида
после приёма пищи. Глюкокиназа индуцируется инсулином и независима от
концентрации глюкозо-6-фосфата [3].

Учитывая высокую распространенность СД и его осложнений,
возникающих на фоне перестройки биохимических путей, а также тот факт,
что Zn2+ важен для нескольких органических функций, которые нарушены у
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людей с диабетом, добавление этого питательного микроэлемента при сахарном
диабете может оказать благоприятное влияние на гликемический контроль и
работу ряда ферментных систем.

Таким образом, актуальность данной работы связана с углублением
фундаментальных знаний о роли ионов цинка в патогенезе инсулинзависимого
диабета. А именно, влияние цинка сульфата на активность и регуляцию гексо-
и глюкокиназы в условиях экспериментальной модели инсулинзависимого
диабета.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве экспериментального объекта были использованы самцы

лабораторных крыс (Rattus norvegicus L. линии Wistar) в возрасте 12 недель и
массой тела 150-200 г (n=12). Животные содержались в виварии при
одинаковых, стандартных условиях (температура 25 0С, естественное
освящение) и свободным доступом в течение дня к воде и корму.

Перед исследованием все крысы были произвольно разделены на 4
группы по 3 животных в каждой: «Норма» - крысы, которым внутрибрюшинно
вводили 0,9% NaCl, «Диабет» - крысы, которым внутрибрюшинно, однократно
вводился 5% раствор аллоксана (доза 100 мг/кг [11]); «Норма+Цинк» и
«Диабет+Цинк» - здоровые крысы и животные с патологией, которые получали
ежедневно сульфат цинка в виде БАДа «Цинкит» («Woerwag Pharma GmbH &
Co. KG», Германия) ежедневно в течение месяца, групповым способом через
автоматические ниппельные поилки, в дозе 36 мг/кг один раз в день.

Развитие патологии у крыс контролировалось уровнем гликемии. Забор
крови осуществлялся ежедневно в течение месяца утром из хвостовой вены,
натощак. Измерения проводили с помощью стандартного глюкооксидазного
метода глюкометром Сателлит Плюс («ЭЛТА» Россия).

Для получения ткани печени крысы были подвержены декапитации под
эфирным наркозом с последующей аутопсией. Вскрытие животных и извлечение
органов проводили на 31 сутки от момента введения аллоксана согласно
рекомендациям [2]. Забор биоматериала осуществлялся в течение часа с
последующей отмывкой ледяным 0,9% NaCl.

КнязеваА.Г., Фатьянова К.И., Селиванова Н.В.
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Активность гексо- и глюкокиназы определяли по общей схеме, описанной
в работе Walker & Rao,1964 [11], но с некоторыми изменениями. Гомогенаты
готовили в среде, содержащей: KCl (0,15 мМ); ЭДТА (5 мМ); MgCl2 (5 мМ); β-
меркаптоэтанол (10 мМ); Трис-НCl буфер  рН 7,3. Фосфорилирование глюкозы
оценивали путем связывания образующегося глюкозо-6-фосфата с NADP+ в
присутствии экзогенной глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в инкубационных
смесях, содержащих: Трис-НCl буфер (50 мМ) рН 7,5; MgCl2 (7,5 мМ); АТФ (5
мМ); НАДФ+ (5 мМ); 2 Е глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы; глюкоза (100 мМ
или 0,5 мМ).

Глюкокиназа рассчитывается исходя из разницы в показателях с 100 мМ-
и 0,5 мМ-глюкозы, а гексокиназу – по разнице в концентрациях с 0,5 мМ-
глюкозой в присутствии и в отсутствие АТФ [11] 

Также проводились частые проверки без АТФ, но со 100 мМ глюкозой,
чтобы убедиться, что ни одна из зарегистрированных активностей не
была вызвана присутствием глюкозодегидрогеназы [fl-D-глюкозо-NAD(P)
оксидоредуктазы, EC 1.1.1.47], которая также имеет высокий уровень Km для
глюкозы и также снижает уровень NADP+ [7], либо в препарате из печени
крысы или в добавленной глюкозо-6-фосфатдегидрогеназе [12]

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В результате исследования активности глюкокиназы из ткани печени крыс

были получены следующие данные. В группе «Норма» активность ПДК составила
15,72 Е\г сырой массы, в группе «Диабет» – 2,08 Е\г сырой массы, а в группе
«Диабет+Цинк» – 4,04 Е\г сырой массы (рис. 1А). Активность комплекса в группе
«Норма+Цинк» находилась на том же уровне, что и в контрольной группе, поэтому
на рисунке на представлена. Было обнаружено, что при аллоксановой интоксикации
активность глюкокиназы в гепатоцитах упала практически в 8 раз по сравнению с
контрольной группой.

Причины подобного падения неясны и требуют детального выяснения, но
можно предположить, что данный факт может быть связан со снижением
содержания сахара в клетках из-за нарушения работы инсулин-зависимого
транспортера глюкозы Глют-4.

Изменение акттвности глюкокиназы ...
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Аналогичные результаты получены и для другой формы фермента –
гексокиназы.

Рис. 1. Общая активность глюкокиназы (А) и гексокиназы (Б) из печени
крыс. Норма – здоровые животные, Диабет – крысы с аллоксановым диабетом,
Диабет + Цинк – крысы с патологией, получавшие сульфат цинка.

Анализ литературных данных показал, что ионы цинка имитируют ряд
эффектов инсулина, в том числе стимулируют транспорт и окисление глюкозы.
Дефицит цинка играет определенную роль во многих заболеваниях, таких как
синдром мальабсорбции, серповидно-клеточная анемия, хронические
заболевания печени и диабет. Ионы цинка участвуют в регуляции метаболизма
глюкозы. В-первую очередь это осуществляется за счет синтеза, секреции и
поддержание структуры молекулы инсулина [10].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, прием сульфата цинка животным с экспериментальным

сахарным диабетом способствует восстановлению функциональной  активности
гексо- и глюкокиназ в клетках печени, что, вероятно, связано с частичным
восстановлением гормонального баланса между инсулином и глюкагоном.
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Исследование особенностей поведения фицина в условиях
повышенных температур имеет теоретическое и прикладное
значение. В связи с этим целью данного исследования было
детальное изучение процессов термической инактивации и
агрегации фицина. Показано, что кривая инактивации
демонстрирует одноступенчатый характер, который вызван
быстрым снижением, а затем сохранением той же остаточной
активности за счет стабилизации молекулярной структуры
фермента. Термическая инактивация фицина сопровождается
агрегацией белка.

ВВЕДЕНИЕ
Фицин (КФ 3.4.22.3) – цистеиновая протеаза, выделяемая из латекса

растений рода Ficus. Фермент состоит из 222 аминокислотных остатков. Фицин
известен своей противогрибковой активностью, способен разрушать биопленки
Staphylococcus aureus  и Staphylococcus epidermidis  и демонстрирует
антипролиферативное действие на различные линии раковых клеток. Более того,
при иммобилизации на хитозане фицин проявляет ранозаживляющие свойства.
Фермент подвергается необратимой инактивации под действием сильных
окислителей и иодоацетата, в то время как мягкие окислители и двухвалентные
металлы могут ингибировать его, хотя и обратимо [1].

Подобно многим другим белкам [2], структура фицина претерпевает
значительные изменения в ответ на внешние факторы, такие как температура.
При повышении температуры происходит как обратимая потеря
функциональной активности, которая имеет практическое значение, так и
структурный распад (денатурация). Более того, температурная обработка может
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вызывать агрегацию молекул белка. Исследования показывают, что кинетика
процесса термической агрегации белка регулируется соотношением скоростей
разворачивания полипептидных цепей и их агрегации [3]. По этой причине
исследование поведения фермента в водных средах при нагревании
способствует фундаментальным теоретическим представлениям о кинетике
поведения фермента и термодинамике процессов денатурации и агрегации.
Учитывая, что медицинские технологии часто подразумевают
высокотемпературную обработку, например, на этапе стерилизации конечного
продукта, понимание «критических» температур для каждого компонента
системы имеет решающее значение для разработки соответствующих
технологических регламентов.

Целью данного исследования было изучение процессов термической
инактивации и агрегации водного раствора фицина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служил фицин (Sigma Aldrich). В качестве

субстрата выступал N-бензоил-DL-аргинин-p-нитроанилид (BAPNA) (Sigma
Aldrich). Цистеин использовался в качестве стабилизирующего агента для
протеазы.

Для определения доли инактивированных молекул раствор фермента
подвергался инкубации при температурах 60, 70 и 80 °C в течение 10–60 минут,
после чего следовало быстрое охлаждение и центрифугирование в течение 20
минут при 25 000 g с использованием центрифуги Jouan MR23i (Thermo Fisher
Scientific, США). Затем измеряли каталитическую активность фицина.
Непрогретый образец служил контролем. Доля инактивированных молекул (гin)
рассчитывалась как (1–A/A0), где A и A0 представляют собой каталитическую
активность экспериментальных и контрольного образцов соответственно. Для
сравнения определялась доля инактивированных молекул в  растворе фицина,
подвергшегося инкубации при температурах 60, 70 и 80°C в течение 10–60
минут с последующим измерением активности без предварительного
центрифугирования.

Для определения доли агрегированных молекул раствор фермента
инкубировали при температурах 60, 70 и 80°C в течение 10–60 минут, затем
быстро охлаждали и центрифугировали в течение 20 минут при 25 000 g с

Процессы термоинактивации и агрегации ...
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использованием центрифуги Jouan MR23i (Thermo Fisher Scientific, США). Затем
измеряли оптическую плотность супернатанта при 280 нм с использованием
спектрофотометра Shimadzu UV-2401PC (Shimadzu Scientific Instruments, Киото,
Япония). Ненагретый образец служил контролем. Доля агрегированных молекул
(гagg) рассчитывалась как (1–D/D0), где D и D0 представляют собой оптические
плотности растворов экспериментальных и контрольного образцов
соответственно.

Размеры молекул фицина и его агрегатов оценивали с помощью Nano
Zetasizer ZS (Malvern Panalytical Ltd., Великобритания). Обратнорассеянный
свет от He/Ne-лазера, излучающего на длине волны 632.8 нм с мощностью 4
мВт, улавливали под углом 173° в диапазоне температур 25–80°C.

Статистический анализ данных проводился с использованием
программного пакета Stadia 8.0 Professional. Статистическую значимость
различий между контрольными и экспериментальными значениями оценивали
с помощью t-критерия Стьюдента (при p<0,05), учитывая, что все параметры
имели нормальное распределение.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для исследования реакции фермента на термическое воздействие раствор

фицина с концентрацией 1 мг/мл подвергали в течение различных временных
интервалов до 60 минут воздействию температур 60, 70 и 80°C с последующим
определением каталитической активности. Рисунок 1 иллюстрирует динамику
процессов инактивации энзима.

Рис. 1. Зависимость каталитической активности фицина от времени
термической инактивации.

Королева В.А., Холявка М.Г., Панкова С.М. и др.
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Примечательно, что кривые термической инактивации для фицина при
60, 70 и 80°C демонстрируют одностадийный тип инактивации и
характеризуются быстрым снижением (время инкубации менее 10 минут)
каталитической активности, а затем сохранением той же остаточной активности
за счет стабилизации молекул фермента (время инкубации от 10 до 60 минут).

Фракция инактивированного фермента (гin) была далее выявлена путем
оценки интенсивности поглощения инактивированного раствора протеазы
после центрифугирования при 25 000 g. Установлено, что агрегированные
молекулы фермента могут сохранять остаточную активность.
Примечательно, что значения г in фицина при 60°C, рассчитанные без
центрифугирования, меньше, чем измеренные после центрифугирования.
Однако при 70 и 80°C разница между долей фермента, инактивированного
с удалением агрегированного белка центрифугированием и без него,
незначительна (Табл. 1).

Таблица 1.
Доля инактивированных молекул (гin) фицина в %

В течение 1 часа инкубации раствора фицина при 60°C наблюдается
снижение доли молекул нативного фермента (Табл. 2). Инкубация раствора
фицина при 70°C показывает более выраженную агрегацию, в то время как
при 80°C полная агрегация частиц в растворе фицина происходит в начале
процесса инкубации. Далее мы сравнили значения агрегированной фракции
белка, обозначенной как гagg, полученные с помощью метода динамического
рассеяния света (ДРС), со значениями г agg, определенными методом
спектрофотометрии. Результаты обобщены в таблице 2. Таким образом,
установлено, что сначала происходят процессы инактивации молекул
ферментов, а затем процессы их агрегации.

Процессы термоинактивации и агрегации ...
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Таблица 2.
Доля агрегированных молекул (гagg) фицина в %

Термическая инактивация фицина сопровождается агрегацией его
молекул. Частичная агрегация фермента начинается в течение первых
нескольких минут инкубации, а с ростом температуры и продолжительности
нагревания доля агрегатов в системе также увеличивается. Размеры как
активных, так и неактивных форм близки по значениям, это означает, что
существенного разворачивания молекул фицина после нагревания не
выявляется: в основном происходят конформационные изменения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Термическая инактивация фицина сопровождается агрегацией иолекул

белка. Процессы частичной агрегации фермента начинаются в течение первых
нескольких минут инкубации, а с ростом температуры и продолжительности
нагревания доля агрегатов в системе увеличивается.
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СУКЦИНАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ САХАНОЙ СВЕКЛЫ
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Полимеразная цепная реакция (ПЦР) является универсальным
методом молекулярной биологии, позволяющим амплифицировать
специфические участки ДНК с высокой точностью и
чувствительностью. Выбор подходящих праймеров — ключевой
этап в проведении ПЦР, так как именно от их характеристик
зависит эффективность и специфичность реакции. В данной статье
рассмотрены особенности подбора специфических праймеров для
ПЦР к генам BVRB_4g088410 и BVRB_6g128670 сахарной свеклы
Beta vulgaris L.  Правильный выбор праймеров позволит получить
достоверные данные и расширить понимание о функции генов
ключевых ферментов ЦТК при солевом стрессе у сахарной свеклы.

ВВЕДЕНИЕ
Сахарная свекла (Beta vulgaris  L.) является ценным

сельскохозяйственным культурным растением, играющим важную роль в
производстве сахара и других продуктов. В связи с этим, имеет место
необходимость повышения устойчивости данной культуры к неблагоприятным
условиям окружающей среды.

Аконитатгидратаза и сукцинатдегидрогеназа принимают участие в
метаболизме растений, производстве энергии и образовании промежуточных
продуктов обмена веществ, необходимых для различных клеточных процессов.
Эти ферменты могут быть связаны с устойчивостью растений к различным
стрессовым факторам, таким как засуха, засоление, холодовой стресс.
Исследование их генов может помочь выявить механизмы, которые
обеспечивают адаптацию сахарной свёклы к неблагоприятным условиям [1,2].
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Аконитатгидратаза (КФ 4.2.1.3) играет ключевую роль в процессах,
относящихся к дыхательному метаболизму, в частности, в цикле трикарбоновых
кислот. Фермент катализирует первую реакцию цикла по преобразованию
цитрата в изоцитрат через промежуточное соединение – цис-аконитат. [1].
Данные метаболиты имеют важное значение не только в энергетическом обмене
клетки, но и в организации конструктивного метаболизма. Кроме того,
аконитатгидратаза участвует в глиоксилатном цикле, в ходе которого у растений
образуются трикарбоновые кислоты, а также моно- и олигосахариды.

Сукцинатдегидрогеназа (КФ 1.3.99.1) представляет собой
ферментативный комплекс, который служит связующим звеном между циклом
трикарбоновых кислот и электрон-транспортной цепью [2]. СДГ катализирует
процесс окисления сукцината до фумарата с использованием
флавинадениндинуклеотида (ФАД) в качестве кофермента, также является
частью комплекса II дыхательной цепи, где осуществляет перенос двух протонов
на убихинон.

Понимание генетической структуры и функций данных ферментов может
помочь в изучении метаболических путей сахарной свёклы. В связи с этим
целью данной работы являлся подбор праймеров к генам BVRB_4g088410 и
BVRB_6g128670, кодирующим АГ и субъединицу А СДГ, сахарной свеклы Beta
vulgaris L., и определение температуры их плавления и размер ампликона.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для проведения анализа использовались нуклеотидные

последовательности генов B.vulgaris L., взятые из международной базы данных
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/).

Специфические праймеры подбирали с использованием нуклеотидных
последовательностей сахарной свеклы с помощью программы Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Полученные с помощью программы праймеры, проверяли на
специфичность с использованием компьютерной программы BLAST online
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Расчет вторичной структуры праймеров и их термодинамической
стабильности был проведен с помощью Oligo calculators (https://

Мажарина А.А., Сороколетова А.С., Селиванова Н.В.
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www.thermofisher.com/ru/ru/home/life-science/oligonucleotides-primers-probes-
genes/oligos-tools-utilities.html).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Праймеры являются очень важным компонентом ПЦР, так как именно

от них в значительной степени зависит специфичность амплификации. Для
обеспечения максимальной специфичности ПЦР необходимо, чтобы праймеры
были полностью комплементарны местам отжига и не допускали неполного
спаривания своих последовательностей с матрицей ДНК или РНК [3]. Важно
учитывать длину праймера, температуру отжига, а также последовательность
нуклеотидов.

Анализ и поиск нуклеотидных последовательностей генов
BVRB_4g088410 и BVRB_6g128670 сахарной свёклы проводили в базе данных
GenеBank. 

При подборе праймеров использовали программу Primer-BLAST. В
результате были получены несколько пар праймеров к каждому гену. С помощью
программы BLAST online полученные олигонуклеотиды проверяли на
специфичность.

По результатам проверки были выбраны праймеры, которые показали
100% специфичность к Beta vulgaris L. Не было установлено существенной
гомологии с нуклеотидными последовательностями генов каких-либо бактерий
или эукариот.

Далее провели анализ на наличие/отсутсвие сшивок и других вторичных
структур, помощью программы Oligo calculators.

Характеристика выбранных праймеров представлена в таблице.
Таблица 1.

Основные характеристики специфических праймеров на гены
BVRB_4g088410 и BVRB_6g128670 Beta vulgaris L.

Особенности  подбора  праймеров ...
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подобраны специфические праймеры к генам BVRB_4g088410 и

BVRB_6g128670, кодирующим АГ и СДГА в геноме сахарной свеклы (Beta
vulgaris L.). Определены температуры их плавления, что может помочь в
дальнейшем определении температур отжига данных олигонуклеотидов на
матрице.
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Выявлено, что филум Firmicutes присутствует в содержимом
кишечника 14-дневных и 30-дневных поросят. Относительное
содержание данного филума было одинаковым как в контрольной
группе, так и в группе поросят, в корм которым добавляли
пробиотик на основе Bacillus subtilis. При этом у 30-дневных
поросят контрольной группы отмечено повышение
относительного содержания Firmicutes в 1,4 раза по сравнению с
14-дневными поросятами. В то же время у 30-дневных поросят,
потреблявших пробиотик на основе Bacillus subtilis, отмечено
снижение относительного содержания филума Bacteroidetes в 1,7
раза по сравнению с 14-дневными поросятами. Не было выявлено
достоверных различий в относительном содержании этого филума
у контрольной группы и группы поросят, потреблявших
пробиотическую бактерию.

ВВЕДЕНИЕ
Микробиота кишечника играет ключевую роль в поддержании

физиологического гомеостаза у животных, включая свиней. Она участвует в
процессах пищеварения, синтезе витаминов, модуляции иммунной системы и
защите от патогенов. В нормальных условиях кишечник поросят населяют
лактобациллы, бифидобактерии, энтеробактерии и клостридии, формируя
сложное симбиотическое сообщество [1]. Однако в период воспалительных
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процессов, особенно в раннем постнатальном периоде, состав и функции
кишечной микробиоты существенно изменяются, что может приводить к
снижению продуктивности, ухудшению усвояемости кормов и ослаблению
иммунной защиты [2]. С 2006 года, после запрета антибиотиков в качестве
стимуляторов роста в странах Европейского союза, особое внимание уделяется
альтернативным методам поддержания здоровья кишечника. Одним из наиболее
перспективных направлений является использование пробиотических
препаратов на основе Bacillus subtilis, обладающих антагонистической
активностью по отношению к патогенам, способностью к синтезу ферментов
и стимуляции местного иммунитета [3]. Эти бактерии устойчивы к воздействию
желчи и кислой среды желудка, способны образовывать споры и сохраняться в
неблагоприятных условиях, что делает их удобными для применения в
животноводстве [4]. Особый интерес представляет изучение действия Bacillus
subtilis в условиях воспаления кишечника, когда наблюдается нарушение
микробного равновесия. Применение таких препаратов может способствовать
восстановлению микробиологического баланса, снижению выраженности
воспаления и улучшению общесоматического состояния поросят [5].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили образцы содержимого кишечника

поросят разных возрастов (14 суток и 30 суток) при классическом кормлении и
кормлении с добавлением пробиотика Бацелл-М (Биотехагро, Россия).
Выделение ДНК осуществляли комплектом реагентов ПРОБА-ГС (ДНК-
технология, Россия). После окончания выделения проверяли наличие продукта
при помощи электрофореза в 2% агарозном геле. ПЦР-анализ проводили на
приборе «Bio-Rad CFX96TM Real-Time System» с добавлением красителя SYBR
Green. В пробирке объёмом 0,2 мл смешивались следующие компоненты:
деионизированная вода - 14 мкл; ДНК-матрица - 1 мкл; прямой праймер - 0,5
мкл; обратный праймер - 0,5 мкл; 5X qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия)
реакционная смесь - 4 мкл. Был использован следующий температурный цикл:
первоначальный прогрев при 95°C - 2 мин; 39 циклов вида: денатурация при
95°С в течение 30 сек; отжиг праймеров при 51°С в течение 30 сек; элонгация

Мандрыкина О.И., Михайлов Е.В., Кривоносова Д.С. и др.
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цепи при 72°С в течение 45 сек; инкубирование смеси при 72°С в течение 5
мин. Для анализа микробиома использовали праймеры согласно Yun-Wen
Yang, 2015.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Был проведен анализ бактериальных филумов с помощью ПЦР в

реальном времени. На рисунке 1 показана относительная обильность бактерий
Firmicutes.

Рис. 1. Относительная обильность бактерий Firmicutes. * - различия с
поросятами возраста 14 суток статистически достоверны (p<0,05).

Относительное содержание филума Firmicutes было одинаковым как в
контрольной группе, так и в группе поросят, в корм которым добавляли
пробиотик на основе Bacillus subtilis. Firmicutes – филум бактерий, большинство
из которых имеют грамположительную структуру клеточной стенки. Фирмикуты
являются самым разнообразным и многочисленным отделом микробиома
желудочно-кишечного тракта. Желудочно-кишечные Firmicutes распределены
по четырём классам: Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichi и Negativicutes.

На рисунке 2 показана относительная обильность бактерий филума
Bacteroidetes. У 30-дневных поросят, потреблявших пробиотик на основе
Bacillus subtilis, отмечено снижение относительного содержания филума
Bacteroidetes в 1,7 раза по сравнению с 14-дневными поросятами. Не было
выявлено достоверных различий в относительном содержании этого филума у

Анализ состава филумов бактерий ...
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контрольной группы и группы поросят, потреблявших пробиотическую
бактерию.

Рис. 2. Относительная обильность бактерий Bacteroidetes. * - различия с
поросятами возраста 14 суток статистически достоверное (p<0,05).

Некоторые представители Bacteroidetes могут быть условно-патогенными
микроорганизмами, многие являются симбиотическими видами, высоко
приспособленными к работе желудочно-кишечного тракта.

Для филумов Saccharibacteria, Verrucomicrobia и Deferribacteres не было
выявлено статистически значимых различий между исследуемыми группами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Добавление пробиотика в корм поросятам не вызвало значительных

изменений в относительном содержании основных филумов бактерий кишечной
микробиоты. В то же время отмечены статистически значимые различия в
относительном содержании двух филумов бактерий Bacteroidetes и Firmicutes
у поросят различных возрастов. У 30-дневных поросят контрольной группы
отмечено повышение относительного содержания Firmicutes в 1,4 раза по
сравнению с 14-дневными поросятами, а у 30-дневных поросят, потреблявших
пробиотик на основе Bacillus subtilis, отмечено снижение относительного
содержания филума Bacteroidetes в 1,7 раза по сравнению с 14-дневными
поросятами. В целом не было отмечено негативного влияния пробиотика на
основе Bacillus subtilis на микробиоту кишечника поросят.

Мандрыкина О.И., Михайлов Е.В., Кривоносова Д.С. и др.
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Представлены данные сравнительного цитогенетического анализа
семенного потомства контрастных по засухоустойчивости
деревьев сорта сосны обыкновенной ‘Острогожская’ в
оптимальные (2008, 2011, 2015) и засушливые (2007, 2010, 2012,
2014) годы. В годы засух (особенно в 2010 и 2012 гг.) отмечается
повышение уровня и расширение спектра патологий митоза, доли
клеток с микроядрами, значения которых были достоверно выше
у потомства группы чувствительных деревьев, по сравнению с
устойчивыми. Повышение цитогенетической изменчивости,
преобладание в спектре патологий хромосомных перестроек
может способствовать расширению диапазона нормы реакции
семенного потомства, его адаптации к гидротермическому стрессу.

ВВЕДЕНИЕ
В XXI веке глобальное изменение климата в мире по данным Всемирной

метеорологической организации перешло в фазу быстрого потепления. Так, за
последние 15 лет в лесостепной зоне Центрально-Черноземного района его
темпы ускорились в 1,7 раз, сократилось количество осадков, отмечено
снижение уровня грунтовых вод, увеличение числа, повторяемости и
напряженности засух [1, 2]. Засуха на юге зоны видового оптимума ареала сосны
обыкновенной является основным типом погодного стресса. В этих условиях
генотипы растений с повышенным уровнем засухоустойчивости становятся все
более востребованными, а исследования по адаптивной селекции –
актуальными, особенно для лесных древесных растений, характеризующихся
длительным онтогенезом.

Машкина О.С., Панова Е.Ю., Кузнецова Н.Ф.
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Сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.) является одной из основных
лесообразующих пород европейской части России, имеющая высокую
хозяйственную ценность, обладающая генетической гетерогенностью и
экологической пластичностью [3, 4]. Ее относят к засухоустойчивым породам,
однако степень толерантности сосны к засухе ограничена и во многом
определяется генотипическими особенностями деревьев [5].

Известно, что генеративная сфера древесных растений характеризуется
высокой чувствительностью к засухе [6], от состояния которой зависит качество
образующихся семян и семенного потомства. Поэтому актуальны исследования
по отбору засухоустойчивых генотипов сосны, перспективных для
использования в качестве продуцентов семян для лесного хозяйства. Одним из
информативных методов оценки состояния и степени нарушения генетического
материала растений является цитогенетический анализ [7, 8]. К наиболее
чувствительным показателям цитогенетического мониторинга, объективно
отражающим состояние генетического аппарата, относят частоту и спектр
патологий митоза, частоту встречаемости клеток с микроядрами [7-11].

В Острогожском районе Воронежской области нами было выделено
насаждение сосны обыкновенной, сочетающее засухоустойчивость с
оптимальной вегетативной и повышенной семенной продуктивностью, высоким
качеством семян в оптимальные и засушливые годы по сравнению с другими
местными популяциями ЦЧР [11, 12]. Ему была присвоена селекционная
категория – засухоустойчивый сорт сосны ‘Острогожская’ (патент на
селекционное достижение № 9187 от 21.07.2017, авторы Н. Ф. Кузнецова, О.
С. Машкина). Показано, что засухоустойчивость данного сорта-популяции
связана с повышенной долей в насаждении (в два раза по сравнению с
региональной нормой) засухоустойчивых форм [11, 12]. Сорт является
модельным объектом изучения природы засухоустойчивости и источником
сортовых семян.

Цель настоящих исследований – цитогенетическое изучение семенного
потомства контрастных по засухоустойчивости деревьев сосны обыкновенной
сорта-популяции ‘Острогожская’ для оценки стабильности генома в разные по
погодным условиям годы (оптимальные и засушливые).

Филогенетический анализ семенного потомства ...



116

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали семенное потомство от свободного опыления одних

и тех же 6-ти фенотипически нормальных деревьев сосны обыкновенной,
отобранных Н.Ф. Кузнецовой на модельном объекте «Острогожск». По реакции
генеративной сферы на погодный стресс данные деревья разбиты на две группы –
устойчивые (№№ 3, 8, 12) и чувствительные (№№ 1, 6, 9). В группе чувствительных
деревьев в сильную засуху 2007 года наблюдалось существенное снижение уровня
полнозернистости семян и среднего числа семян в шишке, а в группе устойчивых
деревьев – неблагоприятные условия практически не отразились на их урожайности.

Цитогенетические исследования проведены в течение 7 лет. Из них 2008,
2011, 2015 гг. по погодным условиям были близки к региональной норме
(оптимальные), 2007, 2010, 2012, 2014 гг. – засушливые. Летняя засуха 2010 года
по продолжительности и напряженности соответствовала уровню экологической
катастрофы [2]. Погодный стресс во время весенних засух 2007 и 2012 гг. по срокам
пришелся на наиболее чувствительные стадии репродуктивного цикла сосны.
Поэтому реакция генеративной сферы сосны на засуху 2012 года была более
выражена по сравнению с летней засухой 2010 года. [14]. В 2014 году наблюдалась
слабая ранняя и сильная поздняя осенняя засуха, оказавшая негативное воздействие
на вегетативную сферу сосны [14].

Проростки семян с длиной корешков 0,5–1 см фиксировали в утренние часы
(8–10 часов по зимнему времени) в спиртово-уксусной смеси (3:1). Давленые
препараты изготавливали по методике Л.А. Топильской и др. [15] в нашей
модификации. Анализ препаратов проводили на микроскопе Микмед 6 при
увеличении 40 × 1.5 × 10. Просматривали не менее 10 корешков проростков для
каждого дерева. Анализировали не менее 100 делящихся клеток корневой
меристемы с каждого препарата по следующим параметрам: частота и спектр (типы)
патологий митоза (ПМ, %), частота встречаемости клеток с микроядрами (%).
Частоту ПМ вычисляли как отношение числа клеток с патологиями в мета–, ана– и
телофазе митоза к общему числу просмотренных делящихся клеток (на тех же
стадиях), в %. Спектр ПМ митозов представлен как процентное отношение каждого
вида патологий к общему числу патологических митозов.

Статистическую обработку полученных данных проводили с
использованием пакета статистических программ «Stadia». Сравнение выборок
осуществляли с помощью t – критерия Стьюдента.

Машкина О.С., Панова Е.Ю., Кузнецова Н.Ф.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Как известно, по частоте встречаемости нарушений митоза можно судить

об интенсивности мутационного процесса в клеточных популяциях организма
(поскольку патологический митоз может стать источником геномных мутаций
и хромосомных аберраций), по спектру нарушений – о степени повреждения
генетического материала, т.е. совместимости/несовместимости с жизнью
возникающих повреждений [16, 17]. Рядом исследователей установлено, что в
средней полосе России для сосны обыкновенной уровень частоты ПМ в норме
не должен превышать 5%, хотя внутрипопуляционная изменчивость деревьев
может быть достаточно высокой [17, 18].

Аналогичные результаты по показателю частоты ПМ получены и в наших
исследованиях для семенных потомств групп устойчивых и чувствительных
деревьев в оптимальные и засушливые годы (рис. 1).

Разница между группой устойчивых и чувствительных деревьев
достоверна при **p<0,01

Рис. 1. Частота ПМ в семенном потомстве контрастных по устойчивости
к засухе деревьев сосны обыкновенной в засушливые и оптимальные годы.

Превышение по частоте ПМ отмечено лишь в год ранней весенней засухи
2012 г. у потомства дерева №6 из чувствительной группы – 5,1%, против 3,9 ±
0,3% среднего значения данной группы. Тем не менее, в засушливые годы (2010
и 2012 гг.) частота ПМ у деревьев чувствительной группы была в 1,5 раза выше
по сравнению с группой устойчивых деревьев, тогда как в оптимальные годы
статистически достоверной разницы между группами не отмечено (рис. 1).

Филогенетический анализ семенного потомства ...
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Если рассматривать средние значения частоты ПМ по анализируемым
годам (рис. 2), то наименьшее количество ПМ выявлено для семенного
потомства урожая 2011 года – 1,5±0,3%, а самое высокое (3,9±0,5%) – для
урожая 2007 года. Причем, общее среднее значение частоты ПМ засушливых
лет достоверно выше по сравнению с оптимальными годами, что
свидетельствует о негативном влиянии засух на генетический материал
исследуемых образцов.

Разница между средними значениями деревьев в оптимальные и
засушливые годы достоверна при **p<0,01

Рис. 2. Средние значения частоты ПМ в семенном потомстве деревьев
сосны обыкновенной в контрастные по погодным условиям годы.

Присутствие микроядер в клетке свидетельствует о наличии
нерепарированных повреждений хромосомного материала, что может привести
к цитогенетической нестабильности клеточных популяций [7, 8, 11, 19].

В группе чувствительных деревьев (№№ 1, 6, 9) в годы сильных засух
(2010, 2012 гг.) доля клеток с микроядрами увеличилась в 2–5 раз по сравнению
с оптимальным по погодным условиям 2011 годом и составила соответственно
0,05–0,1% и 0,02–0,05% (рис. 3). В группе устойчивых деревьев (№№ 3, 8, 12)
в эти же годы отмечался более низкий уровень микроядер в клетках (0,03–
0,06%). В год, соответствующий региональной норме микроядра не были
выявлены в потомстве деревьев № 3 и № 8. Эти данные также подтверждают
негативное воздействие засух на состояние генеративной сферы исследуемых
деревьев.

Машкина О.С., Панова Е.Ю., Кузнецова Н.Ф.
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Различия между изученными группами растений проявились и по спектру
нарушений митоза. За все годы исследований было обнаружено 9 типов ПМ: 1
– отставание хромосом в метакинезе; 2 – обособление хромосом и групп
хромосом в метафазе; 3 – фрагменты хромосом в метафазе и анафазе; 4 –
отставание в анафазе; 5 – забегание хромосом в анафазе и мета-анафазе; 6 –
неравноценное расхождение хромосом в анафазе; 7 – мосты в анафазе и
телофазе; 8 – сложные нарушения (мост + фрагменты хромосом + обособление
группы хромосом в анафазе, мост + обособление части хроматина + микроядро
в ана–телофазе и др.); 9 – кольца в мета-, ана-, мета-анафазе.

Рис. 3. Доля клеток с микроядрами в семенном потомстве контрастных
по устойчивости к засухе деревьев сосны обыкновенной в оптимальный (2011)
и засушливые (2010 и 2012) годы.

Все типы нарушений митоза были условно разделены на три группы:
структурные (хромосомные – тип 3, 7, 9), геномные (тип 1, 2, 4, 5, 6), сложные
(множественные – тип 8). Первые связаны с хромосомными перестройками и
свидетельствуют о повышении уровня мутационного процесса,
цитогенетической нестабильности [20, 21]. Геномные нарушения, как правило,
приводят к изменению числа хромосом, в том числе, к анеуплоидии [11].

На рисунке 4 приведены данные 5-летнего цитогенетического анализа
семенного потомства по спектру ПМ.

В годы засух (2010, 2012 и 2014 гг.) отмечено расширение спектра ПМ.
Так, в оптимальном 2011 году в потомстве исследованных деревьев выявлено
2–4 типа ПМ, тогда как в засушливые годы их количество повысилось до 6–9.
В большинстве случаев преобладали структурные нарушения, повышение
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уровня которых, как правило, наблюдалось на следующий год после засухи.
Так, в потомстве 2010 года уровень структурных нарушений был самым низким
– 32,2 %, тогда как в оптимальном 2011 году – значение данного показателя
увеличилось в 2,5 раза (83,4 %). В два других засушливых года также
преобладали хромосомные аберрации: 2012 г. – 70,5 %, 2014 г. – 72,3 %, а в
2015 г. отмечено снижение уровня данного показателя – 65,6 %.

Рис. 4. Спектр патологий митоза в семенном потомстве сосны
обыкновенной в оптимальные (2011, 2015) и засушливые (2010, 2012, 2014)
годы.

Среди структурных нарушений преобладали мосты на стадиях анафазы
и телофазы митоза. Их появление может привести к перераспределению
генетического материала между хромосомами, что, по мнению ряда авторов
[21–23] может стать дополнительным резервом изменчивости, способствующим
увеличению диапазона нормы реакции организма (в нашем случае – семенного
потомства) и их адаптации к неблагоприятным условиям среды.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сравнительный цитогенетический анализ семенного потомства

контрастных по засухоустойчивости (устойчивых и чувствительных,
выделенных по реакции двух признаков семенной продуктивности на сильную
засуху 2007 года) деревьев сорта сосны обыкновенной ‘Острогожская’ в
оптимальные (близкие по погодным условиям к региональной норме – 2008,
2011, 2015) и засушливые (2007, 2010, 2012, 2014) годы показал следующее.

Машкина О.С., Панова Е.Ю., Кузнецова Н.Ф.
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1. У контрастных по засухоустойчивости групп растений в засуху
отмечено повышение цитогенетической изменчивости, проявляющейся в
увеличении частоты и расширении спектра патологий митоза, доли клеток с
микроядрами. Однако, в группе чувствительных деревьев (№№ 1, 6, 9) значения
этих показателей были достоверно выше, по сравнению с группой устойчивых
(№№ 3, 8, 12). Наиболее высокая степень повреждения генетического материала
семенного потомства чувствительных деревьев была отмечена во время двух
самых сильных по напряженности засух – летней 2010 года и ранней весенней
2012 года. В группе устойчивых деревьев реакция на погодный стресс
засушливых лет менее выражена и практически не отразилась на их урожайности
и цитогенетической стабильности потомства.

2. Среди встречающихся патологий митоза преобладали мосты в анафазе
и телофазе митоза – структурные хромосомные нарушения, которые могут
привести к перераспределению генетического материала между хромосомами,
способствовать увеличению диапазона нормы реакции семенного потомства,
и, возможно, их адаптации к более теплому и сухому климату засушливых лет.

3. Проведенные исследования свидетельствует о целесообразности
комплексного использования двух признаков семенной продуктивности деревьев
(полнозернистость и число семян на шишку) и цитогенетического анализа
семенного потомства (частоты и спектра патологий митоза, доли клеток с
микроядрами) для оценки состояния генеративной сферы деревьев, выделения
среди них наиболее засухоустойчивых форм и устойчивых популяций сосны.
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С использованием флуоресцентного зонда 1-анилинонафталин-
8-сульфоната исследована возможность взаимодействия
биогенных соединений – ресвератрола и циклоастрагенола – с
эритроцитарными мембранами и липосомами, приготовленными
из фосфатидилхолина и холестерина.

ВВЕДЕНИЕ
Ресвератрол и циклоастрагенол (ЦА) – перспективные биогенные

соединения, проявляющие противовоспалительное, антивозрастное,
противоопухолевое, кардио- и нейропротективное, иммуномодулирующее
действие [1-5]. Нами обнаружено цитопротекторное действие этих агентов по
отношению к лимфоцитам человека в условиях воздействия УФ-света (254 нм,
1510 Дж/м2) и пероксида водорода (10-5 моль/л) [6-8]. Защитные эффекты
ресвератрола и ЦА могут быть опосредованы сигнальными молекулами и
транскрипционными факторами (сиртуинами, киназами, р53 и др.), связаны с
их антиоксидантными свойствами,  взаимодействием с ДНК и компонентами
плазматических мембран. В то же время представления о локализации
ресвератрола и ЦА в липидных бислоях противоречивы и требуют детализации
и уточнения. Установлено [9], что встраивание ресвератрола в липидные
мембраны сопровождается повышением их текучести и проницаемости;  его
молекулы могут накапливаться в области гидрофильных головок мембранных
липидов и образовывать водородные связи между гидроксильными группами
молекул полифенола и гидрофильными группами липидов.

В этой связи нами проведены модельные исследования, направленные
на выявление возможности взаимодействия ресвератрола и циклоастрагенола
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с эритроцитарными мембранами и липосомами, приготовленными из
фосфатидилхолина (ФХ) и холестерина (ХЛ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эритроциты выделяли из крови доноров путем центрифугирования при

1500 об/мин в течение 15 мин с последующим трехкратным отмыванием клеток
в физиологическом растворе (0,9 % раствор натрия хлорида) в тех же условиях.
Эритроциты подвергали гипоосмотическому гемолизу, мембраны осаждали
путем центрифугирования гемолизата при 13500 об/мин с последующим
трехкратным отмыванием.

Раствор лецитина (фосфатидилхолина) в этиловом спирте (1%) испаряли
в роторном испарителе IKA RV10 control, при температуре водяной бани 60°С,
в результате на стенке испарительной колбы получали пленку липидов. Затем
добавляли 0,01 моль/л натрий-фосфатный буфер (рН=7,4) в объёме, равном
объёму раствора лецитина в этиловом спирте, перемешивали в течение 1 мин.
Далее липосомы подвергали воздействию ультразвука. Облучение проводили
на ультразвуковом дезинтеграторе Qsonica Sonicators в течение 15 мин (20кГц,
10 секундный импульс с перерывом 3 сек).

Флуоресцентные характеристики зонда 1-анилинонафталин-8-
сульфоната (АНС) в комплексе с нативными и модифицированными
эритроцитарными мембранами и липосомами исследовали на
спектрофлуорофотометре Shimadzu RF1501. Флуоресценцию АНС возбуждали
при длине волны 362 нм. Спектр флуоресценции АНС регистрировали в
диапазоне длин волн 300-600 нм. Использовали раствор АНС (1 мг/мл),
приготовленный на изотоническом растворе хлорида натрия. Затем добавляли
0,1 мл полученного раствора к 2,8 мл образца, содержащего нативные или
модифицированные эритроцитарные мембранами и липосомы, и инкубировали
20 мин. Далее регистрировали спектры флуоресценции АНС в комплексе со
исследуемыми образцами.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Нами исследованы люминесцентные характеристики «мембранного»

флуоресцентного зонда – 1-анилинонафталин-8-сульфоната (АНС) – в
комплексе с эритроцитарными мембранами и липосомами разного состава,

Наквасина М.А., Артюхов В.Г., Шилова Е.В.
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модифицированными ресвератролом и циклоастрагенолом в концентрации 0,1
моль/л (табл. 1, 2).

Таблица 1.
Люминесцентные характеристики флуоресцентного зонда АНС в

комплексе с эритроцитарными мембранами, модифицированными
ресвератролом и циклоастрагенолом

После добавления к эритроцитарным мембранам ресвератрола и
циклоастрагенола наблюдался сдвиг максимума флуоресценции зонда в более
длинноволновую область (табл. 1) по сравнению с таковым для контрольного
образца (нативные мембраны). Эти данные указывают на изменение полярности
окружения хромофорных групп зонда в мембране на более гидрофильное в
присутствии биогенных соединений. Изменения интенсивности флуоресценции
зонда в максимуме не зарегистрированы, значит, зарядовое состояние мембран
в присутствии исследуемых соединений не меняется.

В табл. 2 представлены результаты исследования люминесцентных
характеристик АНС в комплексе с липосомами разного состава,
модифицированными ресвератролом и циклоастрагенолом.

После добавления к липосомам из ФХ  ресвератрола и ЦА незначительно
меняется положение  лmax  флуоресценции АНС, но наблюдается статистически
значимое по сравнению с контролем (липосомы из ФХ без модификаторов)
снижение интенсивности флуоресценции в максимуме, наиболее выраженное
для ЦА. По-видимому, после взаимодействия ЦА и ресвератрола с
поверхностью липосом уменьшается количество доступных участков для
связывания зонда.

После добавления к липосомам из ФХ и ХЛ ресвератрола и ЦА
зарегистрированы сдвиг максимума флуоресценции АНС в сторону более
коротких длин волн и незначительное повышение интенсивности
флуоресценции в максимуме по сравнению с таковыми для контрольного
образца (липосомы из ФХ и ХЛ без модификаторов).

Исследование взаимодействий ресвератрола ...
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Таблица 2.
Люминесцентные характеристики флуоресцентного зонда АНС в

комплексе с липосомами разного состава, модифицированными
ресвератролом и циклоастрагенолом

Следовательно, введение холестерина в состав липосомальных мембран
изменяет флуоресцентные характеристики АНС по сравнению с таковыми для
липосом без холестерина в присутствии модификаторов: ресвератрола и
циклоастрагенола. Полученные результаты указывают  на возможность
взаимодействия ресвератрола и циклоастрагенола с холестерином. Полагают
[10], что ресвератрол, взаимодействуя с гидрофобными хвостами
фосфолипидов, локализуется в неполярной зоне мембраны (в области рафтов),
защищая ее от пероксидного окисления липидов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ресвератрол и циклоастрагенол взаимодействуют с эритроцитарными

мембранами и липосомами, приготовленными из фосфатидилхолина,
фосфатидилхолина и холестерина, что сопровождается изменениями степени
гидрофобности мембранных структур. Модификация этими  соединениями
структурного состояния липидных компонентов  мембран, в том числе,
участвующих в образовании рафтов, может влиять на стабильность
плазматических мембран в условиях стресс-индуцированной клеточной гибели.
Полученные результаты необходимо учитывать при исследовании
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цитопротекторного и цитотоксического действия биогенных соединений на
структурно-функциональное состояние клеток крови человека.

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего
образования РФ в рамках государственного задания ВУЗам в сфере научной
деятельности на 2023-2025 годы, проект №FZGU-2023-0009.
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АНАЛИЗ ФОТОИНДУЦИРОВАННЫХ ИЗМЕНЕНИЙ
КИСЛОРОДТРАНСПОРТНОЙ ФУНКЦИИ ГЕМОГЛОБИНА

ЧЕЛОВЕКА В ПРИСУТСТВИИ ГЛУТАТИОНА

Небольсина А.А., Артюхов В.Г., Пукасева А.А., Колтаков И.А.

Воронежский государственный университет, Воронеж

Гемоглобин — ключевой транспортный белок эритроцитов крови
человека, отвечающий за транспорт кислорода от легких в ткани. Его
способность обратимо связывать и высвобождать кислород обеспечивается за
счет наличия простетической группы – гема, содержащего в своем составе
двухвалентные ионы железа Fe2+, непосредственно участвующие в процессе
оксигенации/дезоксигенации. Однако сложная регуляция этого процесса и его
зависимость от структурной целостности гемовой группы и конформационных
изменений в пространственной структуре белка, делают механизм транспорта
кислорода особенно уязвимым и чувствительным к уровню оксидативного
стресса в организме человека [1, 2].

Переход живых организмов к эксплуатации кислородного метаболизма
на заре эволюции, вызванный его существенно большей эффективностью в
получении энергии для поддержания процессов жизнедеятельности, сделал их
чрезвычайно чувствительными для продуктов неполного восстановления
кислорода до воды – активных кислородных метаболитов, которые стали
образовываться не только в результате естественных фотохимических
процессов, вызванных достигающим поверхности Земли УФ-излучением, но
и в процессе получения энергии клетками. Это потребовало привлечения
защитных систем для борьбы с агрессивными метаболитами, которые должны
были обладать высокой эффективностью утилизации токсичных молекул,
высокой мобильностью и проникающей способностью в клетки. Наличие такой
антиоксидантной защиты стало обязательным атрибутом каждой
эукариотической клетки. Однако ее реализация как на ферментативном уровне
(каталаза, пероксидаза, супероксиддисмутаза), так и на низкомолекулярном
уровне – -токоферол, аскорбиновая кислота, -каротин, глутатион, ликопин и
полифенолы – с достаточной долей вероятности позволяет нормально



129

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

функционировать только клеткам, обладающим способностью нормально
восполнять запасы этих жизненно важных молекул [3].

Лишение эритроцитов человека ядер нанесло непоправимый ущерб
ферментативному звену антиоксидантной защиты, поскольку клетка может
располагать только тем запасом антиоксидантных ферментов, которые они
смогли синтезировать до момента редукции ядра и деградации соответствующих
копий мРНК. Это переводит основные транспортные клетки в зависимость от
низко молекулярных неферментных антиоксидантов, изучение механизмов
использования и эффективности транспорта которых делает проводимые
исследования особенно актуальными.

В качестве объекта исследования нами был выбран важный
внутриклеточный антиоксидант и регулятор биологических процессов –
глутатион [4], который не только играет важную роль в защите от
свободнорадикальных повреждений, но и может выступать как переносчик
важнейших регуляторных соединений – нитрозо-групп.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве модельного объекта для проведения исследования нами были

использованы водный раствор гемоглобина, стабилизированный в 100 ммоль/
л натрий-фосфатным буфером (pH 7.4) для исключения проявления эффекта
Вериго –Бора [5, 6].

Для получения S-нитрозоглутатиона к водному раствору
восстановленного глутатиона (GSH) добавляли раствор нитрита натрия (NaNO2)
в молярном соотношении 1:1. Полученную смесь реагентов инкубировали 20
мин. при комнатной температуре. Концентрацию S-нитрозоглутатиона
определяли по величине оптической плотности при 335 нм (ε = 774 л/моль·см)
[7]. Раствор S-нитрозоглутатиона добавляли к раствору оксигемоглобина
человека (1.0·10-5 моль/л) до конечной концентрации 1.0·10-4 моль/л для
достижения соотношения исследуемых молекул 1:10.

Растворы оксигемоглобина и суспензий эритроцитов в объеме 2 мл
облучали светом ртутно-кварцевой лампы типа ДРТ-400 в термостатируемой
кювете при температуре 20 оС на расстоянии 0,23 м от оси лампы при
постоянном перемешивании магнитной мешалкой. Интегральный поток УФ-
излучения выделяли с помощью светофильтра УФС-1 c полосой пропускания

Анализ фотоиндуцированных изменений ...
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240-390 нм. Нами была выбрана доза облучения терапевтического диапазона
151 Дж/м2, что соответствовало времени экспозиции 1 мин.

Регистрацию кривых диссоциации проводили по стандартной методике [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ кривых диссоциации нативного оксигемоглобина человека

показал, что функция насыщения гембелка кислородом подчиняется
классической S-образной зависимости. При этом нативные образцы HbO2

характеризовались величиной давления полунасыщения Р50 = 21,57 ± 0,78 мм
рт. ст. и константой Хилла a = 2,36 ± 0,35. Содержание оксигенированного
гемоглобина при парциальном давлении кислорода 40 мм рт. ст. (Y40) составило
84,35 ± 0,98 %, а при 100 мм рт. ст. – 97,13 ± 0,87 %, артериально-венозная
разность содержания HbO2 (АВР) была равна 12,32 ± 0,78 % (Таблица 1).

Таблица 1.
Параметры динамики насыщения кислородом гемоглобина человека,

модифицированного GSNO до и после УФ-облучения

Обозначения: * Отличия от нативного оксигемоглобина статистически
достоверны (Р<0,05), ** Отличия от фотомодифицированного оксигемоглобина
статистически достоверны (Р<0,05).
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131

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

Введение в раствор гемоглобина S - нитрозоглутатиона в концентрации
1·10-4 моль/л приводило к статистически достоверному повышению величины
Y40 до 88,53 ± 0,62 %, что способствовало снижению АВР до 8,92 ± 0,61 %. Это
свидетельствовало о том, что модифицированный гем-белок хуже отдает
кислород в капиллярах в процессе газообмена. При этом показатели Р50, б и
Y100 в этом варианте исследования не претерпели статистически значимых
изменений относительно контроля.

Облучение растворов гемоглобина в присутствии S - нитрозоглутатиона
(1·10-4 моль/л) в дозе 151 Дж/м2 привело к увеличению сродства гембелка к
лиганду, о чем свидетельствует снижение параметра Р50 (до 19,35 ± 0,83 мм рт.
ст) относительно необлученных образцов. При этом константа Хилла, Y40, Y100

и АВР не изменились по сравнению с показателями исследуемого комплекса
до воздействия УФ-света и составили 2,35 ± 0,31, 89,33 ± 0,78 %, 98,87 ± 0,36
% и 9,96 ± 0,58 % соответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сравнив показатели кислородсвязывающей способности образцов

оксигемоглобина, модифицированных УФ-светом в присутствии
нитрозоглутатиона в молярном соотношении компонентов 1:10, мы обнаружили,
что подвергшийся воздействию физиологической дозы УФ-света гемоглобин,
проявляет меньшее сродство к лиганду, приближаясь по своим параметрам к
интактным образцам.

Исследование функциональных характеристик оксигемоглобина в
присутствии S-нитрозоглутатиона позволило установить, что связывание
гемоглобина с указанным модификатором приводило к усилению гем-гемовых
взаимодействий, вследствие которых могут возникать стерические препятствия,
отражающиеся на снижении сродства к кислороду на начальных этапах
сатурации. Однако в области физиологически значимых величин парциального
давления кислорода  интенсивность присоединения лиганда заметно возрастала
и оказывалась выше контрольных значений.

Таким образом, S-нитрозоглутатион играет ключевую роль в
поддержании кислородтранспортной функции гемоглобина, что имеет значимые
последствия для медицины и биохимических процессов.

Анализ фотоиндуцированных изменений ...
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ВЛИЯНИЕ СОЛЕВОГО СТРЕССА НА

ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ
ДНК-[N6-АДЕНИН]-МЕТИЛТРАНСФЕРАЗЫ В ЛИСТЬЯХ

ПШЕНИЦЫ

Новосельцева Д.П., Бабичева Н.А., Бородин А.С., Федорин Д.Н.

Воронежский государственный университет, Воронеж
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Солевой стресс вызывает активацию фермента ДНК-[N6-аденин]-
метилтрансферазы (Dam), что приводит к изменению метильного
статуса промоторов генов, связанных с реакцией на солевой стресс
у растений. Увеличение активности Dam ведет к изменениям в
уровне метилирования ДНК, что, в свою очередь, может оказать
влияние на регуляцию экспрессии генов, ответственных за синтез
ферментов, участвующих в адаптации к неблагоприятным
условиям. Эти молекулярные изменения могут играть ключевую
роль в механизмах, позволяющих растениям справляться с
солевым стрессом, и открывают перспективы для дальнейшего
изучения сложных взаимодействий между экологическими
стрессами и генетической регуляцией.

ВВЕДЕНИЕ
Засоление представляет собой один из абиотических стрессов, которому

могут быть подвержены растительные организмы [3]. Несмотря на
ограниченное количество исследований, касающихся влияния NaCl на
жизнедеятельность растений, очевидно, что солевой стресс может оказывать
значительное влияние на растение как на организменном, так и на клеточном
уровне [4,5,6,7,8].

Согласно исследованиям, изменение метильного статуса ДНК растений
может быть связано с воздействием различных стрессоров [9]. Основное
внимание в исследованиях уделялось метилированию по цитозину [10,11]. Как
сообщается, метилирование цитозина чаще всего приводит к сайленсингу гена
[12]. Однако, в ряде случаев показано, что метилирование не всегда действует
как механизм репрессии гена и, что гиперметилирование промоторов и
энхансеров может способствовать транскрипции генов in vivo и in vitro [13]. В
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свою очередь, метилирование аденина, особенно у растений, остается
малоизученным.

ДНК-метилтрансферазы — группа ферментов, катализирующих
метилирование нуклеотидных остатков в составе ДНК. Активность
метилтрансфераз, заключающаяся в переносе метильной группы c кофактора
(лиганда) на азотистое основание в составе ДНК, ведет к изменению свойств
ДНК, при этом может изменяться активность соответствующих генов, а также
пространственная структура нуклеиновой кислоты (конформация) [14].

ДНК-аденинметилаза (Dam) — фермент, который добавляет метильную
группу к аденину в последовательности 5'-GATC-3' [15].  Dam играет важную
роль в регуляции транскрипции и репликации ДНК [16]. У E.
coli последовательности GATC по большей части метилированы, что
способствует транскрипции. Например, изменение фазы Pap-пилей
(пиелонефрит-ассоциированные пили, P-пили), у уропатогенной E.
coli контролируется Dam посредством метилирования двух участков GATC
после промотора pap гена [17]. Было показано, что выключение
гена dam в Aggregatibacter actinomycetemcomitans приводит к нарушению
регуляции уровня белка лейкотоксина, а также к снижению способности
микроорганизма проникать в эпителиальные клетки [18]. 

Также ген dam был идентифицирован у некоторых диких и культурных
растений [19]. Таким образом, цель исследования заключалась в изучении
активности фермента ДНК-[N6-аденин]-метилтрансферазы в листьях пшеницы,
подверженной солевому стрессу. Объектом исследования выбраны проростки
пшеницы, поскольку этот вид растений занимает значительное место в сельском
хозяйстве Российской Федерации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовались листья 14-дневной

пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Воронежская-76. Пшеница была выращена
гидропонным методом при температуре 25o C. 

Солевой стресс моделировали путем помещения проростков, с
предварительно удаленной корневой системой, в 150 мМ солевой раствор NaCl.
Образцы для исследования отбирали через 1, 3, 6, 9, 12 и 24 часа. Контрольная
группа не подвергалась солевому стрессу.

Новосельцева Д.П., Бабичева Н.А., Бородин А.С. и др.
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Для определения активности Dam в листьях пшеницы использовался
спектрофотометрический метод измерения оптической плотности раствора при
256 нм для Dam в течение 3 мин [1]. За единицу ферментативной активности
принимали количество фермента, образующего 1 микромоль продукта за 1 мин
при 25°С.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Эксперимент, направленный на изучение активности фермента Dam в

условиях стресса, позволил выявить следующие закономерности. По
результатам измерений стало ясно, что уровень активности фермента плавно
повышался с начала эксперимента и достигал пика на 6-й час инкубации. Этот
факт отражен на графике (рис. 1) и согласуется с данными, полученными при
анализе электрофореза в агарозном геле [2]. С течением времени активность
фермента постепенно снижалась, однако оставалась выше исходного уровня.
Это наблюдение говорит о заметном влиянии типа контроля метильного статуса
ДНК на исследуемую величину.

Рис. 1. Активность Dam в листьях пшеницы при солевом стрессе. На
горизонтальной оси время инкубации в 150 мМ растворе NaCl.

Важно отметить, что повышение уровня активности фермента Dam в
условиях стресса, может указывать на активное метилирование ДНК, что в свою
очередь может приводить к изменениям в клеточном ответе на стресс. Также
стоит отметить, что величина активности фермента Dam хоть и снизилась с

Влияние солевого стресса на функционирование ...
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течением времени, но оставалась выше контрольного уровня, что важно для
преодоления физиологических последствий, вызванных стрессом.

Согласно нашим прошлым исследованиям, экспрессия генов ферментов
вторичного метаболизма (таких как дегидрогеназа янтарного полуальдегида и
глиоксилатредуктаза) может регулироваться, в том числе, посредством
изменения метильного статуса генов [2]. Своей максимальной активности
данные ферменты также достигали на 6 час инкубации в солевом растворе, что
коррелирует с данными по активности Dam. Это может говорить о немалой
роли Dam в механизмах защиты растений от солевого стресса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Повышенный уровень активности фермента Dam при солевом стрессе

может быть связан с индукцией активного метилирования ДНК, что в свою
очередь, может оказывать влияние на клеточный ответ при стрессовых условиях.
Наблюдаемое сохранение высокого уровня активности фермента Dam на
протяжении всего времени инкубации в растворе NaCl говорит о
продолжающемся влиянии факторов стресса на клеточный уровень, что
подчеркивает важность долгосрочного эффекта стресса на клеточные процессы.

В целом, полученные данные об активности фермента Dam при солевом
стрессе открывают новые перспективы для изучения клеточной регуляции и
механизмов адаптации к негативным воздействиям.
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Изучено изменение суммарного содержания хлорофиллов а и b в
листьях Quеrcus pubescens Wild. и Q. petraea (Matt.) Liebl.,
произрастающих в естественных условиях Южного берега Крыма.
Максимальное накопление фотосинтетических пигментов у Q.
pubescens приходится на середину лета (июль), а у Q. petraea
зависит от погодных условий конкретного вегетационного
периода. Установлено, что в относительно теплый и влажный
летний период 2022 г. содержание хлорофиллов в листьях
растений Q. pubescens, и Q. petraea, произрастающих на высоте
350 м над уровнем моря изменялось более интенсивно, чем у
растений в прибрежной полосе. Показано, что при наступлении
засухи содержание фотосинтетических пигментов снижается.

ВВЕДЕНИЕ
В связи с ускорением глобального потепления и возрастанием

антропогенной нагрузки на лесные массивы и рекреационные зоны, в наши
дни проблеме устойчивости и адаптации растений к действию абиотических
стрессоров уделяют особое внимание во всем мире. Климатические вариации
изменяют сроки, степень тяжести стрессов и нарушений во многих экосистемах.
Влияние засухи на состояние растений затрагивает все аспекты их
жизнедеятельности и препятствует реализации потенциальной продуктивности.
Актуальность этой проблемы в последние десятилетия значительно возросла в
ряде южных регионов вследствие дефицита водных ресурсов и усиления
процессов аридизации, вызывающих у растений температурный и водный
стресс [1, 2]. На этом фоне отмечается ухудшение состояния природных и
искусственных популяций видов Quercus, что создает ряд трудностей для
лесоразведения и сохранения существующих насаждений [3, 4].
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Известно, что фотосинтетические пигменты образуют комплексы с
белками, встроенными в мембраны хлоропластов, а содержание хлорофиллов
в тканях листа изменяется при действии различных факторов окружающей
среды и может служить характеристикой адаптационного потенциала
фотосинтетического аппарата растения [5]. Внешние условия более всего
влияют на количественные характеристики пигментов, чем на их качественный
состав. Ранее было показано, что содержание хлорофиллов в единице площади
листа характеризует адаптацию растений к климатическим условиям района
произрастания, а содержание и соотношение пигментов в единице массы листа
– приспособление к меняющимся условиям конкретного вегетационного
периода [6, 7].

Цель исследований заключалась в выявлении особенностей накопления
хлорофиллов а и b в течение вегетации в листьях двух видов рода Quercus L.,
произрастающих в условиях Южного берега Крыма на разной высоте над
уровнем моря.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являлись листья Quеrcus pubescens Wild.,

произрастающего в естественных условиях южного макросклона Главной гряды
Крымских гор (окрестности пгт Никита, г. Ялта, Республика Крым) на высоте
40 м и 350 м над уровнем моря (над у. м.), а также Q. petraea (Matt.) Liebl. – на
высоте 30 м и 350 м над у. м.

Для исследования динамики накопления хлорофиллов растительные
образцы отбирали ежемесячно с мая по сентябрь в 2022-2024 гг. Содержание
хлорофиллов а и b определяли на спектрофотометре Unico 2100 по методике
В.Ф. Гавриленко с соавт. [8].

Показатели погодных условий за 2022-2024 гг. приведены по данным
Агрометеостанции «Никитский сад». Эксперименты проводили в 3-кратной
повторности. Для статистической обработки полученных данных использовали
программное приложение MS Excel 2007. На рисунках представлены средние
значения определений и их стандартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В течение вегетационных сезонов 2022-2024 гг. определено суммарное

содержание хлорофиллов а и b в листьях Quеrcus pubescens и Q. petraea.
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Теплый период 2022 г. характеризовался засушливой погодой с
чередованием волн холода и тепла, отличался пониженным температурным
режимом в мае, прохладной дождливой погодой в третьей декаде июня и теплой,
продолжительной и засушливой осенью. Установлено, что в листьях Q.
pubescens максимальное накопление хлорофиллов а и b происходило в середине
лета (рис. 1). У растений, произрастающих на высоте 350 м над у. м. содержание
фотосинтетических пигментов изменялось более выраженно. В листьях Q.
petraea на высоте 30 м над у.м. максимальное содержание пигментов
приходилось на начало вегетации и затем оно постепенно снижалось. У
растений этого вида на высоте 350 м над у. м. накопление хлорофиллов было
стабильно высоким (2,5-2,6 мг/г в пересчете на сухой вес) в летние месяцы
(июль-август), а в мае и сентябре – существенно ниже летних значений (2,1 мг/
г и 1,6 мг/г соответственно).

Рис. 1. Изменение содержания хлорофиллов а и b в листьях Q. pubescens,
и Q. petraea в течение вегетационного сезона 2022 г.

Погодные условия в апреле-июне 2023 г. были дождливыми, умеренно-
теплыми, что малохарактерно для этого времени года на ЮБК. Вторая половина
летнего сезона, сопровождалась продолжительной экстремальной воздушно-
почвенной засухой на фоне аномально высоких температур, длившейся до конца
октября. Динамика накопления хлорофиллов а и b носила сходный характер
для всех изученных образцов Quеrcus не зависимо от вида и высоты
произрастания (рис. 2). Максимальные концентрации пигментов были выявлены
в июле, затем при наступлении засухи они резко снижались и достигали
минимума в сентябре. В теплый период 2023 г. листья Q. pubescens отличались

Палий И.Н., Палий А.Е.
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более высоки содержанием хлорофиллов (1,19-3,12 мг/г в пересчете на сухой
вес), чем Q. petraea (0,77-2,56 мг/г).

Рис. 2. Изменение содержания хлорофиллов а и b в листьях Q. pubescens,
и Q. petraea в течение вегетационного сезона 2023 г.

Вегетационный период 2024 г. был рекордно теплым (средняя
температура воздуха превысила климатическую норму на 2,7°С), он отличался
засушливыми весенними месяцами (особенно аномально жарким апрелем), а
также экстремально жарким июлем. В начале 2024 г. в листьях Q. pubescens,
растущих на высоте 40 м над у. м. концентрации хлорофиллов а и b были на
30% выше, чем у растений, растущих на высоте 350 м (рис. 3).

Рис. 3. Изменение содержания хлорофиллов а и b в листьях Q. pubescens,
и Q. petraea в течение вегетационного сезона 2024 г.

В июне содержание пигментов становилось одинаковым и достигало
максимальных значений в середине лета. У растений Q. petraea на высоте 30 м
над у.м. максимальное содержание хлорофиллов выявлено в июне, а на высоте
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350 м над у.м. – в июле. В целом, теплая погода начала вегетационного периода
2024 г. приводила к более раннему накоплению хлорофиллов в листьях дуба, а
наступление засушливых условий (как и в 2023г.) – к резкому снижению
содержания фотосинтетических пигментов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сопоставление данных 2022-2024 гг. о содержании хлорофиллов а и b в

листьях Quеrcus pubescens и Q. petraea позволяет сделать вывод о том, что
накопление фотосинтетических пигментов у данных видов зависит от погодных
условий вегетационного периода и высоты произрастания растений.
Установлено, что наиболее высокий уровень фотосинтетических пигментов у
Q. pubescens всегда приходится на середину лета (июль), а для Q. petraea
максимумы более характерны для первой половины вегетационного периода
(май-июль). В теплый и влажный вегетационный сезон 2022 г. содержание
хлорофиллов в листьях растений Q. pubescens и Q. petraea, произрастающих
на высоте 350 м над уровнем моря изменялось более интенсивно, чем у растений
в прибрежной полосе. Воздействие атмосферной засухи и высоких температур
воздуха приводило к значительному снижению суммарного содержания
хлорофиллов а и b листьях Quеrcus pubescens и Q. petraea.
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УДК 636.2.084.412
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЗАЩИЩЕННЫХ БЕЛКОВЫХ

ДОБАВОК В КОРМЛЕНИИ КОРОВ

Перова Н.А., Калаев В.Н.

ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет», Воронеж

В данной работе проведен анализ существующих исследований
использования защищенных белковых добавок на основе
подсолнечного и соевого сырья в кормлении
сельскохозяйственных животных. В результате было
подтверждено, что использование защищенных белков из
подсолнечника и сои в кормлении высокопродуктивных коров
способствует улучшению молочной продуктивности и
усвояемости питательных веществ. Полученные нами данные
согласуются с результатами научных исследований других авторов
и подчеркивают важность выбора источников белка с учетом
физиологических особенностей животных и стадии лактации.

Современное животноводство предъявляет повышенные требования к
рациону кормления высокопродуктивных коров [1]. Одним из значимых
направлений исследований является применение защищенных белков, которые
позволяют улучшить усвоение питательных веществ и повысить продуктивность
животных. Однако в настоящее время существует множество различных видов
защищенных белковых добавок, отличающихся по составу, способу защиты и
биологической эффективности. Возникает необходимость в систематическом
анализе их влияния на продуктивность животных и выявлении наиболее
эффективных решений для кормления.

Целью данной статьи является обзор существующих исследований по
использованию защищенных белковых добавок на основе подсолнечного и
соевого сырья, анализ их влияния на продуктивность высокопродуктивных
коров и оценка эффективности их применения.

Сравнение эффективности защищенных белков из соевого и
подсолнечного сырья в кормлении высокопродуктивных коров показывает
различия в их воздействии на продуктивность и экономическую
целесообразность их применения:
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1) Соевый шрот. Благодаря высокому содержанию лизина и метионина,
защищенный соевый шрот обеспечивает прирост молочной продуктивности
на 1-3 кг в день у коров с удоем более 30 литров. Например, исследование
Smith et al. (2015) [2] показало, что добавление термически обработанного
соевого шрота (доля белка, нерасщепляемого в рубце, – 65%) в рацион
увеличило содержание белка в молоке с 3,2% до 3,5%. Однако стоимость сои
выше, что может ограничивать ее использование в некоторых хозяйствах.

2) Подсолнечный шрот. Защищенный подсолнечный шрот дает прирост
удоя на 0,5-2 кг в день, что немного ниже, чем у сои, но экономическая выгода
от его использования очевидна в регионах, где подсолнечник является основной
культурой. Например, при использовании инкапсулированного подсолнечного
шрота (доля белка, нерасщепляемого в рубце, – 60%) наблюдалось улучшение
роста молодняка на 10-15% по сравнению с контрольной группой (Johnson,
2018) [3]. Низкое содержание лизина компенсируется добавлением
синтетических аминокислот, если это необходимо.

Использование защищенных белков в рационе высокопродуктивных
коров преследует несколько ключевых целей, которые можно разделить на два
основных направления: улучшение физиологических показателей животных и
повышение экономической эффективности производства молока.

1. Улучшение физиологических показателей животных.
Защищенные белки оказывают значительное влияние на обмен веществ,

перевариваемость кормов, иммунитет, показатели воспроизводства и
продуктивность животных.

- Обмен веществ и перевариваемость питательных веществ корма.
Защищенные белки эффективно усваиваются в тонком кишечнике, минуя

рубец, где происходит значительная потеря питательных веществ. Это позволяет
животным получать больше необходимых аминокислот, что улучшает обмен
веществ. Помимо этого, защищенный белок способен влиять на микробиоту
рубца. Снижение количества белка, доступного для микробов, способствует
улучшению ферментации и переваривания клетчатки. Это помогает
поддерживать оптимальный баланс микробных популяций в рубце, что в свою
очередь улучшает пищеварение и усвоение других питательных веществ [4].

В исследовании «Влияние новых рецептов комбикормов на
продуктивность скота», Кадырова Ч.Т., Конурбаева А. изучали влияние
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экструдирования кукурузы и ячменя с добавлением соевого шрота в рацион
коров. Полученные результаты показали, что такая обработка улучшает
питательность и переваримость корма, что положительно сказывается на
молочной продуктивности животных [4].

В исследовании, проведенном в ООО “Суворово” (Краснодарский край),
изучалось влияние кормовой добавки “Белкофф” на продуктивность молочных
коров. При включении кормовой добавки “Белкофф” в рацион коров с
продуктивностью около 5000 кг молока в год и дозировке 1 кг на голову в сутки
наблюдалось увеличение суточного удоя молока на 15-18%, рост содержания
молочного белка на 12%, снижение расхода кормов на 20%. Эти результаты
подтверждают эффективность использования защищенных белков для повышения
продуктивности и улучшения обмена веществ у молочных коров [5].

- Иммунитет и показатели воспроизводства.
Защищенные белки предотвращают дефицит аминокислот, который

может спровоцировать метаболические нарушения, такие как кетоз или ацидоз.
Стабильное снабжение питательными веществами поддерживает нормальный
обмен веществ и уменьшает физиологический стресс, что особенно актуально
для коров с высокой молочной продуктивностью. Это снижает восприимчивость
коров к инфекционным заболеваниям и улучшает их общее состояние здоровья,
что важно для длительного поддержания продуктивности. Достаточное
поступление аминокислот также поддерживает гормональный баланс и
репродуктивное здоровье коров. Это выражается в повышении
оплодотворяемости и сокращении интервала между отелами, что позволяет
сохранять стабильную продуктивность стада и снижать потери, связанные с
задержками в воспроизводстве [6].

В исследовании Кузнецова С. отмечается, что внедрение в корма
защищенных белков в долевом соотношении 35–38% от всей белковой массы
существенно повышает содержание белка в молоке коров, положительно
сказывается на их здоровье и продуктивности [7].

- Продуктивность.
За счет более полного усвоения аминокислот из защищенных белков

коровы получают дополнительные строительные материалы для производства
молока.

Перова Н.А., Калаев В.Н.
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Испытания в хозяйстве «Дружба» показали, что включение защищенного
белка в рацион повышает продуктивность коров на 18%, а содержание белка в
молоке – на 12%. Исследования на фермах «Красного Востока-Агро» в
Татарстане показали рост удоя на корову 4 кг/сут [6].

Таким образом, перечисленные выше исследования подтверждают, что
использование защищенных белковых добавок в рационе высокопродуктивных
коров приводит к ряду биологических эффектов, которые положительно
сказываются на их здоровье и продуктивности. Эти эффекты связаны с
улучшенным усвоением аминокислот и более эффективным использованием
белка в организме животных, что особенно важно в условиях интенсивной
лактации.

2. Повышение экономической эффективности производства молока.
Защищенные белки оказывают влияние на качество продукции,

оптимизацию кормления и снижение затрат, а также способствуют
экологической устойчивости.

- Качество молока.
Защищенные белки не только увеличивают количество молока, но и

улучшают его качественный состав. Улучшенное обеспечение животных
аминокислотами способствует синтезу белков и молочного жира. Добавление
защищенного соевого шрота может повысить содержание белка в молоке с 3,2%
до 3,5%, что улучшает его технологические свойства и рыночную стоимость.

Например, было показано, что применение защищенного белка из
различного сырья в кормлении коров приводит к повышению содержания белка
в молоке: при использовании защищенного соевого шрота — на 0,2-0,3%, а
при использовании подсолнечного шрота — на 0,1-0,2%. Такой прирост улучшает
питательную ценность молока и его пригодность для переработки [8].

В исследовании, проведенном Ноттингемским университетом, 44
высокопродуктивных коровы голштино-фризской породы получали рационы с
различными источниками белка: соевый шрот с дозировкой 2,5 кг на голову в
день и добавку NovaPro (смесь защищенных белков) с дозировкой 3,0 кг на
голову в день. Результаты показали, что кормление NovaPro способствовало
увеличению суточного надоя молока на 1,7 кг на корову, повышению
содержания жира и белка в молоке, увеличению потребления сухого вещества

Использование защитных белковых добавок ...
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на 1,2 кг в день. Кроме того, использование NovaPro способствовало снижению
уровня мочевины в молоке, что положительно сказывается на его качестве [9].

- Оптимизация кормления, снижение затрат и соответствие экологической
устойчивости.

Традиционные белки, расщепляясь в рубце, теряют часть азота в виде
аммиака, который выводится через мочу, снижая эффективность корма и
увеличивая экологическую нагрузку. Защищенные белки минимизируют эти
потери, поскольку они усваиваются в тонком кишечнике. Это снижает выбросы
азота в окружающую среду и делает кормление более экономичным и
экологически безопасным [10].

За счет высокой усвояемости защищенных белков снижается потребность
в традиционных добавках, которые теряются в рубце. Это позволяет уменьшить
затраты на кормление. Например, использование защищенного белка Полиамин
способствует повышению молочной продуктивности коров и сокращению
затрат на концентрированные корма [11].

Использование защищенных белков снижает выбросы азота в
окружающую среду, поскольку минимизирует потери белка в рубце и их
превращение в аммиак. Это делает молочное производство более экологически
устойчивым и помогает соответствовать современным стандартам устойчивого
развития.

В исследовании, проведенном компанией Kemin, было установлено, что
включение в рацион жвачных животных защищенных аминокислот, таких как
метионин и лизин, приводит к снижению выбросов азота (N) и оксида азота
(N‚ O) в атмосферу. Это достигается за счет повышения эффективности
использования кормов и снижения их избыточного потребления. Кроме того,
оптимизация кормления позволяет снизить углеродный след производства
молока и мяса, что делает отрасль более экологически устойчивой [12].

Внедрение защищенных белков в рацион высокопродуктивных коров
способствует не только улучшению физиологических показателей животных,
но и позволяет повысить экономическую эффективность производства молока
за счет улучшения качества продукции, оптимизации кормления, снижения
затрат на кормление и соответствие экологической устойчивости.

Перова Н.А., Калаев В.Н.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало, что защищенные белковые добавки

на основе соевого и подсолнечного шрота эффективно повышают
продуктивность высокопродуктивных коров. Защищенные белки обеспечивают
доставку аминокислот в тонкий кишечник, предотвращая его распад в рубце,
что увеличивает содержание белка в молоке. Прирост удоя составляет 1-3 кг/
день для соевого шрота и 0,5-2 кг/день для подсолнечного. Соевый шрот
превосходит подсолнечный по биодоступности аминокислот, тогда как
подсолнечный шрот выгоден экономически. Методы защиты повышают долю
белка, не расщепляемого в рубце, до 50-80%, улучшая усвояемость. Например,
Кадырова и Конурбаева (2020) [4] подтвердили рост продуктивности при
экструзии.

Защищенные белки из сои и подсолнечника повышают удой и качество
молока, улучшают здоровье коров и снижают затраты на кормление. Соевый
шрот эффективен для высокой продуктивности, подсолнечный — для экономии,
что делает их применение перспективным в животноводстве.
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УДК: 577.218
РАЗРАБОТКА СПЕЦИФИЧЕСКИХ ПРАЙМЕРОВ ДЛЯ
АНАЛИЗА ЭКСПРЕССИИ ГЕНА НАДФ-ЗАВИСИМОЙ
ГЛИОКСИЛАТРЕДУКТАЗЫ ИЗ ЛИСТЬЕВ КУКУРУЗЫ

ZEA MAYS L.

Плотникова Е.В., Анохина Г.Б., Кравцова А.Е., Епринцев А.Т.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mail: kate_plotnikova36@mail.ru

НАДФ-зависимая глиоксилатредуктаза играет важную роль в
метаболизме растительной клетки, затрагивая процессы
детоксикации, редокс-регуляции и фотодыхания. Её
функционирование обеспечивает не только выживание растения
в неблагоприятных условиях, но и влияет на урожайность. Статья
содержит результаты подбора специфических праймеров к
нуклеотидной последовательности гена GLYR2 и условий их
оптимальной амплификации для дальнейшего анализа экспрессии.

ВВЕДЕНИЕ
Растения обладают сложной системой метаболических путей,

обеспечивающих их рост, развитие и адаптацию к окружающей среде. Особое
место в этих процессах занимают ферменты, катализирующие ключевые
биохимические реакции. Одним из таких ферментов, играющих важную роль
в метаболизме растений, является НАДФ-зависимая глиоксилатредуктаза (КФ
1.1.1.79) [1]. Глиоксилатредуктаза in vivo катализирует реакцию превращения
токсичного для растительной клетки глиоксилата до гликолята посредством
НАДФ-зависимой реакции [2]. Эта реакция имеет несколько ключевых
последствий. Во-первых, она предотвращает накопление глиоксилата —
высокореактивного соединения, способного образовывать токсичные продукты
при взаимодействии с аминокислотами или другими метаболитами [3]. Во-
вторых, процесс сопровождается окислением НАДФН, что способствует
регуляции редокс-баланса в клетке [4]. Это особенно важно в условиях высоких
световых нагрузок, когда в хлоропластах генерируется избыток НАДФН, и его
утилизация помогает избежать окислительного стресса. Известно, что при
воздействии стрессоров активность глиоксилатредуктазы возрастает, что
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позволяет рассматривать данный фермент в качестве маркера возникновения
окислительного стресса в клетке [5].

Актуальность исследования НАДФ-зависимой глиокосилатредуктазы
обусловлена ее потенциальным участием в адаптации растений к абиотическим
стрессам. Известно, что стрессовые условия, такие как засоление и гипоксия,
оказывают существенное влияние на метаболизм растений, в том числе на
метаболизм глиоксилата. В этих условиях изменения активности гена GLYR2
могут играть важную роль в поддержании метаболического гомеостаза и
обеспечении выживания растений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Поиск аннотированной нуклеотидной последовательности гена,

кодирующего НАДФ-зависимую глиоксилатредуктазу, осуществлялся при
помощи международной базы данных GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/).

Для разработки праймеров был использован ресурс Primer-BLAST,
доступный на веб-сайте Национального центра биотехнологической
информации (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Проверка полученных олигонуклеотидов на предмет образования сшивок
и димеров, а также оценка их термодинамической стабильности проводилась с
использованием программных средств Multiple Primer Analyzer.

В качестве объекта исследования были использованы листья 10-дневных
проростков кукурузы Zea mays L. сорта воронежская 76. Растения выращивались
гидропонным методом в климатической камере «LabTech» (Южная Корея) с
соблюдением параметров: 10-часовой световой день, интенсивность освещения
25 Вт/м2 и постоянная температура +25оC.

Выделение суммарной клеточной РНК из образцов растительной ткани
проводилось с использованием коммерческого набора R-Plants (Biolabmix,
Россия) в соответствии с протоколом, предложенным производителем.

Оценку выделенной тотальной РНК осуществляли методом
электрофореза в 1% агарозном геле. Для визуализации нуклеиновых кислот в
гель добавляли бромид этидия (Sigma Aldrich, США) в концентрации 0,5 мкг/
мл. Продукты полимеразной цепной реакции разделяли электрофорезом в 2%
агарозном геле [6].

Плотникова Е.В., Анохина Г.Б., Кравцова А.Е. и др.
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Синтез комплементарной ДНК на основе выделенной тотальной РНК
проводили методом обратной транскрипции с использованием коммерческого
набора ММLV-RT Kit (Евроген, Россия). В качестве праймеров для синтеза
первой цепи кДНК на РНК-матрице применяли Random(dN)10 (Евроген,
Россия).

Проведение полимеразной цепной реакции осуществляли в
ампилифакторе MiniAmp (Thermo Scientific, США) с использованием
коммерческих наборов ScreenMix (Евроген, Россия). Продукты полимеразной
цепной реакции (ПЦР) разделяли электрофорезом в 2% агарозном геле.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе исследования нуклеотидных последовательностей в геноме

кукурузы был обнаружен ген, кодирующий НАДФ-зависимую
глиоксилатредуктазу (GLYR2, LOC100280775), расположенный на 8 хромосоме.

В результате были подобраны специфические праймеры на основе гена
GLYR2 для проведения полимеразной цепной реакции (табл. 1)

Таблица 1.
Специфические праймеры к гену GLYR2, кодирующего НАДФ-

зависимую глиоксилатредуктащу кукурузы

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продуктов гена GLYR2 НАДФ-
зависимой глиоксилатредуктазы кукурузы. М – маркер, 57-60 – температуры
отжига.

Разработка специфических праймеров ...
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Для подтверждения специфичности подобранных праймеров и
оптимизации температуры отжига проводили амплификацию полученных
олигонуклеотидов с кДНК в качестве матрицы. Анализ результатов,
представленных на рисунке 1, показал, что образование специфического
продукта амплификации наблюдалось при температуре отжига 60єС.
Единственная полоса, визуализированная на электрофореграмме, подтверждает
специфичное взаимодействие праймеров с кДНК-мишенью. Полученный ПЦР-
продукт для гена GLYR2 имел размер примерно 250 пар оснований, что
согласуется с теоретическими расчетами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования были успешно разработаны

специфические праймеры для гена НАДФ-зависимой глиоксилатредуктазы
(GLYR2). Специфичность праймеров подтверждена методом полимеразной
цепной реакции с последующей визуализацией продуктов в агарозном геле,
что продемонстрировало образование единственного продукта амплификации
с размером около 250 пар оснований, соответствующим теоретически
рассчитанному размеру. Таким образом, разработанные праймеры обеспечивают
эффективную амплификацию гена GLYR2 в листьях кукурузы и могут быть
использованы для дальнейшего изучения его экспрессии.
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УДК 636.2.084.412

ВЛИЯНИЕ ЗАЩИЩЕННЫХ БЕЛКОВЫХ ДОБАВОК НА
ПЕРЕВАРИМОСТЬ ПИТАТЕЛЬНЫХ ВЕЩЕСТВ КОРМОВ

РАЦИОНА ВЫСОКОПРОДУКТИВНЫХ КОРОВ

Перова Н.А., Калаев В.Н.

ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет», Воронеж

В целях изучения влияния защищённых от распада в рубце
белковых добавок в рационе высокопродуктивных коров на
переваримость питательных веществ рационов в условиях
хозяйства был проведен опыт на группах голштинских коров.
Показано, что применение защищенных белковых добавок
повышает переваримость сырого протеина на 2,7%, а также
способствует лучшему усвоению сухого и органического веществ
кормов.

ВВЕДЕНИЕ
Наряду с такими показателями эффективности молочного

животноводства как молочная продуктивность, качество молока,
репродуктивные показатели, экономическая эффективность и статус здоровья
животных, на сегодняшний день является актуальным показатель
эффективности использования кормов. С помощью оптимизации кормления
можно достигнуть повышения продуктивности животных, улучшения качества
молока и снижения экономических затрат [1].

На сегодняшний день существует большое множество различных
кормовых добавок, улучшающих конверсию корма, повышающих
энергетическую обеспеченность рационов, восполняющих дефицит
питательных веществ в кормах животных. Одним из привлекающих к себе
внимание являются защищенные белковые добавки, направленные на
повышение усвояемости аминокислот рациона, что особенно важно для
высокопродуктивных коров, нуждающихся в большом количестве питательных
веществ в период наивысшей молочной продуктивности [2, 3].

В период от отела до пика лактации у высокопродуктивных коров
потребление корма отстает от потребностей, что приводит к мобилизации белков
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и жиров тела для производства молока. В первые 2-4 месяца лактации нормой
считается потеря до 8-10% массы, но при дефиците питательных веществ потери
могут достигать 10-30% жира и 10-25% белка [4, 5].

Для оптимального кормления важно учитывать уровень сырого протеина
и его расщепление в преджелудках, а также качество белков. Несоблюдение
баланса может привести к перерасходу кормов, нарушению обмена веществ и
снижению продуктивности [6, 7].

Цель исследования. Оценить, как добавление защищенных белковых
компонентов из сои и подсолнечника в рацион коров влияет на усвоение
питательных веществ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Был проведен научно-хозяйственный эксперимент, в рамках которого

были исследованы коровы голштинской породы. Для исследования были
сформированы две подопытных группы. Все группы животных питались
одинаковым рационом. В рацион коров из второй опытной группы добавлялись
защищённые белковые добавки: экструдированный подсолнечный и соевый
шрот.

Для изучения влияния защищенных растительных белковых добавок на
переваримость питательных веществ кормов рациона коровами были проведены
физиологические исследования c использованием метода инертных
индикаторов. Сравнение средних значений изучаемых признаков осуществляли
с использованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Было установлено улучшение показателей переваримости питательных

веществ у животных опытной группы:
· эффективность усвоения сырого протеина возросла на 2,7%;
· улучшение усвоения сухого вещества на 1,4% и органического вещества

на 1,2%;
· положительная динамика в процессах переваривания других важных

компонентов на уровне тенденции: жиров на 0,85%, клетчатки на 0,75%, БЭВ
на 0,95%.

Перова Н.А., Калаев В.Н.
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Таким образом, проведенные исследования демонстрируют
положительную динамику в процессах переваривания основных питательных
веществ у животных опытных групп по сравнению с контрольной.

ВЫВОДЫ
Проведенный научно-хозяйственный опыт показал, что скармливание

высокопродуктивным коровам защищенных белковых добавок позволяет
улучшить переваримость сырого протеина и остальных питательных веществ
кормов.
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УДК 636.2.084.412

ВЛИЯНИЕ ЗАЩИЩЕННЫХ БЕЛКОВЫХ ДОБАВОК НА
ВОСПРОИЗВОДИТЕЛЬНУЮ ФУНКЦИЮ КОРОВ

Перова Н.А., Калаев В.Н.

ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет», Воронеж

В целях изучения влияния защищённых от распада в рубце
белковых добавок в рационе высокопродуктивных коров на
воспроизводительную функцию животных в условиях хозяйства
был проведен опыт на группах голштинских коров. Скармливание
коровам опытной группы защищенных белковых добавок привело
к улучшению их воспроизводительных функций. Это проявилось
в снижении индекса осеменения на 0,2%, что свидетельствует о
повышении эффективности оплодотворения. Также сократился
сервис-период на 19 дней, что указывает на более быстрое
восстановление репродуктивной функции коров после отела.

ВВЕДЕНИЕ
У высокопродуктивных коров в первую треть лактации в силу

повышенной потребности в энергии, но недостаточного потребления энергии
с пищей и дефицита незаменимых аминокислот развивается отрицательный
энергетический баланс, который приводит к снижению репродуктивных качеств
скота, а именно: снижение синтеза половых гормонов (прогестерона, эстрогена),
нарушение овуляторного цикла, увеличение сервис-периода, росту
эмбриональной смертности [1].

Защищённые белки и аминокислоты, которые не распадаются в рубце,
обеспечивают прямое поступление нутриентов в тонкий кишечник,
минимизируют метаболический стресс, улучшают функции печени, повышают
антиоксидантный статус, что нормализует гормональный фон и улучшает
репродуктивные показатели животных [2, 3].

Цель исследования состояла в анализе воздействия белковых добавок,
созданных из разных растительных материалов, на репродуктивную
способность коров.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Был проведен научно-хозяйственный эксперимент, в рамках которого

были исследованы коровы голштинской породы. Для исследования были
сформированы две подопытных группы. Все группы животных питались
одинаковым рационом. В рацион коров из второй опытной группы добавлялись
защищённые белковые добавки: экструдированный подсолнечный и соевый
шрот.

Изучение воздействия защищенных белковых добавок на
воспроизводительную функцию коров проводилось по оценке следующих
характеристик воспроизводства стада: оплодотворяемость, индекс осеменения,
длительность сервис-периода.

В ходе эксперимента также оценивалась упитанность животных по 5-
бальной шкале [4; 5]: от 1 – очень низкая до 5 – чрезвычайно высокая.

Сравнение средних значений изучаемых признаков осуществляли с
использованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ данных, отражающих воспроизводительные способности коров

в экспериментальных группах, выявил, что показатели у животных опытных
групп оказались выше: сервис-период в опытных группах в среднем был короче
на 19 дней по сравнению с контрольной группой.

Кроме того, отмечено увеличение оплодотворяемости коров из опытной
группы на 10% по сравнению с контролем, а также снижение числа осеменений,
необходимых на одно результативное оплодотворение, на 0,2%.

Оценка упитанности животных показала, что животные группы, в рацион
которых входил защищенный белок, обладали более высокой упитанностью
(на 0,25 балла по сравнению с контролем).

ВЫВОДЫ
Проведенный научно-хозяйственный опыт показал, что скармливание

высокопродуктивным коровам защищенных белковых добавок позволяет
улучшить воспроизводительные функции высокопродуктивных коров.

Влияние защищенных белковых добавок ...
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ЛЕКАРСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ

Полехина Н.Н., Юшкова Е.И.

 «Орловский государственный университет имени И.С. Тургенева», г. Орел
E-mail:elen_yushkova@mail.ru

В статье приведены результаты исследования повышения
антиоксидантной ферментативной системы растений петрушки
огородной (Petroselinum crispum), путем применения некорневых
обработок проростков экспериментальной вытяжкой
антиоксидантов плодов боярышника, в концентрациях 0,001 и
0,01%.  Выявлена положительная динамика антиоксидантов
боярышника на активность СОД, пероксидазы и каталазы
проростков петрушки огородной и увеличение морфологических
показателей лекарственного растения.

ВВЕДЕНИЕ
Ростостимулирующим и развивающим действием для растений могут

быть вещества, имеющие негормональную природу (витамины, производные
мочевины, некоторые фенолы) и ферментативные системы адаптации.  По
исследованиям Павловской Н.Е., Горьковой И.В., Гнеушевой И.А.  и др. система
антиоксидантных ферментов  может служить диагностическим признаком
содержания биологически активных веществ, оказывающих стимулирующее и
иммуномодулирующее действие на живой организм [1, 2].

  Для растительной клетки характерно принимать химические стимулы
и менять направление и скорость биохимических реакций как ответ на прямое
стимулирование метаболизма. Молекулу с сигнальной функцией называют
первичным мессенджером. Биостимуляторы могут повышать уровень
некоторых фитогормонов и белков,  могут вызывать изменения во многих
жизненно важных и структурных процессах, тем самым повышая урожайность
и качество урожая лекарственных растений. К группе таких химических
соединений можно отнести разные группы флавоноидов, в ответ на действие
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которых происходит повышение активности ферментов антиоксидантной
защиты клетки (супероксиддисмутазы (СОД), каталазы и пероксидазы).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В данной работе исследовалось действие антиоксидантов, выделенных

из плодов боярышника на ферментативную систему адаптации (СОД,
пероксидаза и каталаза) петрушки огородной (Petroselinum crispum). Известно,
что петрушка огородная являются фармакопейным растением и широко
применяются в фитотерапии и комплексной терапии ряда заболеваний. Изучено
изменение показателей ферментов антиоксидантной системы петрушки
огородной и изменение содержания собственных биологически активных
соединений фенольной природы при влиянии антиоксидантов плодов
боярышника в концентрации 0,01 и 0,001 %. Методики определения активности
СОД,  пероксидазы и каталазы представлены в ранее опубликованных работах
[3, 4].

Эксперимент проводился в закрытых лабораторных условиях с
трехкратной повторностью. Обработка семян проводилась с момента
прорастания растения подекадно путем опрыскивания. Контроль опрыскивали
дистиллированной водой. Одновременно производились замеры
морфологических показателей растений. Итоговые замеры морфологических
показателей  были проведены после 4-х кратной обработки растений.

Антиоксиданты боярышника исследовались в ранее проведенных
испытаниях, основанных на  качественном и количественном изучении
биофлавоноидов и полифенольных соединений боярышника [5, 6].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На рисунке 1 показана динамика активности антиоксидантной

ферментативной системы петрушки огородной (Petroselinum crispum).
Контрольные проростки (без обработки) имеют низкую активность

фермента (1-3 день) 209,15 усл. ед/г сырой массы. К восьмому дню прорастания
показатели активности СОД достигают для концентрации 0,001% - 244,28 усл.
ед/г сырой массы, а для концентрации 0,01% - 274,23 усл. ед/г сырой массы.

Полехина Н.Н., Юшкова Е.И.
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Рис. 1. Динамика супероксиддисмутазы (СОД) петрушки огородной
(Petroselinum crispum), усл. ед/г сырой массы.

На рисунке 2 показана динамика активности  пероксидазы
антиоксидантной  ферментативной системы петрушки огородной (Petroselinum
crispum), где отражена зависимость последующих процессов повышения
пероксидации в результате повышения СОД.  Активация пероксидазы к
восьмому дню прорастания достигает при концентрации антиоксидантов
боярышника 0,001% - 17,28 и 0,01% -19,25 мкмоль/г сырой массы.

Рис. 2. Динамика пероксидазы петрушки огородной (Petroselinum
crispum), мкмоль/г сырой массы.

В клетке при участи пероксидазы регулируются процессы созревания и
построения тканей, а также синтез лигнина, входящего в состав клеточной
стенки растения. Высокая активность пероксидазы дает возможность
предположить, что так развивается устойчивость растений петрушки огородной
к АФК в процессе онтогенеза [7, 8, 9].

Антиоксидантная система как показатель ...
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На рисунке 3 показана динамика активности каталазы антиоксидантной
ферментативной системы петрушки огородной (Petroselinum crispum).

Каталаза катализирует реакции защиты растения от действия пероксида
водорода и таким образом уменьшает совместно с пероксидазой процессы
избыточного действия свободных радикалов.

Рис. 3. Динамика каталазы петрушки огородной (Petroselinum crispum),
ммоль/г сырой массы.

В первые сутки удельная активность каталазы петрушки огородной
практически равна контролю, что вероятно связано со стабильностью под
воздействием ростовых факторов на ранней стадии проращивания. На восьмые
сутки удельная активность каталазы повышается до 7,89 ммоль/г сырой массы
при 0,001% концентрации и до 8,12 ммоль/г сырой массы при 0,001%
концентрации. Этот факт, по-видимому, свидетельствовал о повышении
адаптивного потенциала в данных условиях действия антиоксидантов
боярышника [10].

Таким образом, под влиянием  антиоксидантов боярышника
лекарственные растения активизируют свою защитную реакцию, повышая
уровень практически всех её компонентов [11, 12]. В первую очередь
повышается активность СОД, связанная с необходимостью накопления
повышенного количества супероксид-анионов, что не только стимулирует рост
клетки путем растяжения, но и запускает, как субстрат, активность пероксидазы
и каталазы, синтезирующих пероксид водорода,  более гидрофобное и менее
реакционноспособное соединение.

В результате исследований выявлено положительное действие на
морфофункциональные показатели проростков петрушки огородной.
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Полученные результаты согласуются с литературными данными [13, 14, 15].
Антиоксиданты боярышника повышают энергию прорастания семян. Энергия
прорастания семян петрушки выше контроля в 2,0-2,31 раза (рис.4).

Рис. 4. Определение энергии прорастания, %.

При сравнительном анализе влияния антиоксидантов на весовые
показатели проростков петрушки по сравнению с контролем отмечен к 4-ой
декаде опыта рост массы проростков в пределах от 0,066 до 0,074 г (рис.5).

Рис. 5. Динамика m проростка петрушки ЛР, г.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, антиоксидантные соединения боярышника:

флавоноиды, антоцианы, дубильные вещества, каротиноиды, тритерпеновые
сапонины и др.  оказали положительное влияние на антиоксидантную систему
петрушки огородной (Petroselinum crispum), повышая уровень практически всех
её компонентов, что позволяет прогнозировать более высокий выход
лекарственной продукции.
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РАЗРАБОТКА ПРАЙМЕРОВ К ГЕНАМ CBL3, CBL7, CBL9,
CBL10 ДЛЯ ВИДА POPULUS NIGRA L.
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В данной работе представлен результат подбора видоспецифичных
праймеров к генам семейства кальциневрин-подобного белка
(CBL) для тополя черного, с использованием программного
обеспечения “Primer-Blast”. Гены CBL кодируют белки,
являющиеся регуляторами реакций на стресс, их активность
направлена на модификацию плазматической мембраны.
Разработанные праймеры могут быть использованы для оценки
экспрессии генов CBL в контексте изучения реакции на стрессовые
воздействия: засоление, промораживание и засуху.

ВВЕДЕНИЕ
Тополь является одним из быстрорастущих видов, широко

распространенных в России и за рубежом, его представители востребованы в
различных отраслях промышленности, используются в защитных,
озеленительных и рекреационных целях [1].

Различные виды и сорта тополя в разной мере адаптированы к жестким
климатическим условиям. Немалый интерес представляет изучение реакции
представителей данного рода на стрессовое воздействие. Одним из подходов
для решения этой задачи является оценка экспрессии ключевых метаболических
генов при моделировании стресса на посадочном материале: промораживании,
обезвоживании, засолении почвы.

Сотрудниками ВНИИЛГИбиотех была выполнена серия работ,
посвященная оценке влияния стрессовых факторов на экспрессию
метаболических генов тополя, в том числе — относящихся к семейству
кальциневрин-подобного белка (CBL).

 Кальций-зависимый механизм является важным звеном в регуляции
ионного гомеостаза растений [2]. Ион Ca2+ служит для передачи сигналов
«критического состояния» во внутриклеточных процессах. Высокое содержание
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соли, холод, недостаточное питание и присутствие фитогормонов вовлекают
его в качестве сигнального промежуточного звена. Подобные сигналы
обнаруживаются и передаются чувствительными молекулами, в частности —
кальций-связывающими белками. Семейство CBL содержит несколько белков,
активность которых направлена на модификацию плазматической мембраны.

 Исследования мутантов по CBL и CIPKs (CBL-взаимодействующим
протеинкиназам) показали, что эти белки являются важными регуляторами
реакций на стресс. Комплексы CBL/CIPKs воздействуют на нижестоящие
мишени, такие как ионные каналы и транспортеры, обеспечивая выживание
растений в неблагоприятных условиях [3].

В результате работ, проведенных сотрудниками ВНИИЛГИбиотех были
получены данные о реакции экспрессии CBL1 и CBL2 для различных видов и
сортов тополя под воздействием засухи и засоления.

Установлено, что праймеры генов, подобранные к виду тополь
волосистоплодный (P. trichocarpa Torr. еt Gray), успешно дают амплификацию
с другими видами и гибридами тополя, принадлежащими к той же секции, в
частности с тополем китайским (P. simonii Carr), тополем Максимовича (P.
maximowiczii Henry) и позволяют определять их уровень экспрессии.

Различные генотипы тополя по-разному реагируют на солевой стресс. В
частности, у тополя китайского и Максимовича экспрессия данных генов
несколько повышалась, у тополя волосистоплодного обнаруженная разница
оказалась незначительной.

Однако в случае других гибридов, произведенных от тополя белого и
черного, с используемыми праймерами наблюдалось образование
неспецифичных продуктов, данный результат был отбракован [4].

В другом исследовании проводилась оценка изменения экспрессии генов
CBL1, CBL2, CBL5, CBL9 для клонов, представляющих гибриды тополя белого,
подвергнутых солевому стрессу в культуре in vitro. Результат показал разные
паттерны реакции на стресс у различных генотипов (так, наиболее выраженное
снижение экспрессии всех генов наблюдалось для гибрида тополя белого и
осины (P. alba  L. Я P. tremula L.) [5].

Практика показывает, что для оценки экспрессии генов семейства CBL
необходима разработка специфичных праймеров к отдельным видам тополя. В
данном исследовании поставлена задача определения структурных различий
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генов CBL3, CBL7, CBL9 у разных видов тополя и подбора праймеров к ним
для вида  тополь черный (P. nigra L.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Последовательности ДНК генов были взяты из базы данных

Национального центра биотехнологической информации (National Center for
Biotechnology Information — NCBI) [6]. Праймеры разрабатывались при помощи
программного обеспечения Primer-Blast [7]. Проверка специфичности
полученных праймеров и оценка структурных различий генов видов тополя
выполнялась с использованием программного модуля “BLAST” на сайте NCBI,
генетическое выравнивание сиквенсов осуществлялось в режиме “highly similar
sequences” [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты оценки структурных различий генов семейства CBL

различных видов тополя показали существенное сходство между видами P.
nigra, P. trichocarpa, P. alba, P. euphratica Oliv. и родственных им представителей
рода ива (Salix sp.). Однако в структуре генов имелись частные различия,
которые могут сказываться на отжиге праймеров при переносе их с одного вида
на другой (рис. 1). Попытка разработки праймеров, обладающей широкой
специфичностью внутри рода Populus оказалась безуспешной, что еще раз
подчеркивает необходимость создания специфичных праймеров для каждого
вида.

Следует отметить, что оценка эволюционных расстояний, проведенная
по рассматриваемым генам, показала наибольшее сходство генов тополя черного
с тополем волосистоплодным.

Подобранные праймеры представлены в таблице 1. Среди полученных
последовательностей были отобраны максимально удовлетворяющие
следующим требованиям: отсутствие повторяющихся элементов и палиндромов,
оптимальная длина в диапазоне 16–25 нуклеотидов, стремящееся к равному
соотношение количества AT и GC; низкое значение самокоплиментарности
полученных праймеров [9].
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Рис. 1. Визуализация результатов генетического выравнивания сиквенсов
генов белков семейства CBL у представителей родов Populus и Salix
(вертикальными чертами отмечены несоответствия структуры).

Таблица 1.
Характеристики разработанных праймеров (F/R — прямой/

обратный, Tm – температура плавления праймеров, °С; GC % –
содержание GC-оснований, %)
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ВЫВОДЫ
Проведенное исследование показало структурные различия между

генами CBL3, CBL7, CBL9, CBL10 различных видов тополя, которое может
затруднять использование праймеров, разработанных для одного вида, на
другом. Для тополя черного подобраны специфические праймеры к
рассматриваемым генам. Их использование позволит оценивать экспрессию
генов семейства CBL, являющуюся маркером реакции растительного организма
на абиотическое стрессовое воздействие.

В статье использованы данные, полученные в ходе работ по выполнению
государственного задания по теме НИР “Сортоизучение и сортоиспытание
новых гибридов и генотипов быстрорастущих древесных растений” в 2020 г.
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Полимеразная цепная реакция (ПЦР) представляет собой мощный
и универсальный метод молекулярной биологии, широко
применяемый в медицинской диагностике, криминалистике и
биотехнологических исследованиях. Эффективность ПЦР
напрямую зависит от качества исходной ДНК, условий проведения
реакции и, что особенно важно, от разработки специфических
праймеров. Для успешной амплификации критически важно,
чтобы праймеры обладали высокой специфичностью и не
образовывали нежелательных комплексов с другими участками
ДНК. Это позволяет избежать кросс-реакций и повысить точность
анализа. В работе затронуты принципы подбора праймеров,
используя современные специализированные программные
инструменты. Нами был проведен подбор праймеров для гена
пируваткарбоксилазы — фермента, катализирующего
необратимую реакцию образования оксалоацетата из пирувата. С
использованием программного обеспечения были определены
температуры плавления, что позволило установить оптимальные
условия отжига. Эти параметры обеспечивают максимальную
эффективность амплификации и минимизируют риск
возникновения неспецифических продуктов реакции.

ВВЕДЕНИЕ
 Пируваткарбоксилаза (ПК; КФ 6.4.1.1) — это митохондриальный биотин-

содержащий фермент, который катализирует АТФ-зависимое
карбоксилирование пирувата в оксалоацетат (OA), служащий для пополнения
цикла трикарбоновых кислот (ЦТК). Данный энзим участвует в процессах
глюконеогенеза в печени, биосинтеза жирных кислот в адипоцитах и секреции
инсулина в клетках поджелудочной железы, обеспечивая метаболическую гибкость
и адаптацию организма к изменяющимся условиям окружающей среды [3].



174

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

По своей структуре ПК — это тетрамерный белок, который широко
распространён как среди эукариот, так и среди прокариот. Активность данного
фермента регулируется аллостерически, что позволяет тонко настраивать
метаболические пути. Ацетил-КоА и аспартат являются ключевыми
аллостерическими эффекторами ПК. Активация пируваткарбоксилазы ацетил-
КоА приводит к увеличению образования оксалоацетата. Этот метаболит играет
важную роль в цикле трикарбоновых кислот, обеспечивая его непрерывность
и эффективное функционирование. Таким образом, при наличии ацетил-КоА
поддерживается оптимальный поток OA в ЦТК, что способствует поддержанию
энергетического баланса и метаболической стабильности организма [3].

Фермент кодируется одним геном Pc, который расположен на хромосоме
1q43 (Gene ID: 25104) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/25104).

В связи с этим цель нашего исследования заключалась в разработке пары
праймеров для гена пируваткарбоксилазы крыс Rattus norvegicus L., а также
определении температуры отжига и размеров ампликона.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для проведения исследования нуклеотидная последовательность гена

ПК крыс (Rattus norvegicus L.) Pc была взята из международной базы данных
GenBank Национального Центра Биотехнологической Информации США
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Выявление гомологии генов и сравнительный анализ их состава
проводили с помощью программы BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
Разработка и подбор праймеров осуществлялись с помощью программы Primer-
BLAST.

Полученные праймеры подвергались проверке на специфичность с
использованием программы BLAST-online [1,2], а также отсутствие шпилек и
димеров и их термодинамической стабильности проверяемого с помощью
программного пакета FastPCR, и программы TermoFisher.

Суммарную клеточную РНК выделяли с помощью метода фенол-
хлороформной экстракции с использованием в качестве осадителя LiCl [4]. Для
визуализации и анализа качества выделенной РНК применяли электрофорез в
1%-ном агарозном геле (масса/объём). Окрашивание геля осуществляли 0,1%
спиртовым раствором бромистого этидия. Обратную транскрипцию мРНК

Самойлова Д.В., Дедов Я.И., Селиванова Н.В. и др.
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проводили с использованием фермента M-MuLV обратной транскриптазы и
праймерами олиго(dT) (“СибЭнзим”, Россия) для синтеза первой цепи кДНК
согласно инструкции производителя. Полимеразную цепную реакцию с
генспецифичными праймерами проводили с помощью набора реактивов
AmpliSence (“Хеликон”, Россия) на приборе LightCycler 96 (“Roche”,
Швейцария)

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В результате в качестве праймеров к гену Pc были подобраны следующие

нуклеотидные последовательности (табл. 1).
Таблица 1.

Последовательность праймеров к гену Pc пируваткарбоксилазы

Температура отжига праймеров подбиралась при помощи проведения
полимеразной цепной реакции с использованием комплементарной ДНК,
полученной в ходе обратной транскрипции и составила 590С (рис. 1).

Рис. 1. Электрофорез в агарозном геле ДНК-маркера (1) и полученного
ампликона с использованием подобранных праймеров к гену Pc при температуре
отжига праймеров 590С.

Разработка  олигонуклеотидных последовательностей ...
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, подобраные специфические праймеры к гену Pc,

кодирующего митохондриальную пируваткарбоксилазу в геноме крыс могут
быть использованы для дальнейшего анализа скорости транскрипции данного
гена у крыс в различных условиях.
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ИЗОФЕРМЕНТНЫЙ СОСТАВ ГАМК-ТРАНСАМИНАЗЫ В
ЛИСТЬЯХ КУКУРУЗЫ (ZEA MAYS L.)

Самокиш Э.Р., Шахов З.Н., Анохина Г.Б., Епринцев А.Т.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mal: bc366@bio.vsu.ru

Статья содержит данные анализа изоферментного состава ГАМК-
трансаминазы в листьях кукурузы. Методом нативного
электрофореза белков в ПААГ показано, что в листьях кукурузы
обнаруживаются две формы фермента, обладающего ГАМК-
трансаминазной активностью: ГАМК-Т, использующая в качестве
акцептора аминогрупп 2-оксоглутарат и ГАМК-Т, использующая
пируват в качестве акцептора аминогруппы.

ВВЕДЕНИЕ
Ферменты — это биокатализаторы, которые играют ключевую роль в

клетках живых организмов. Растения являются недорогими производственными
платформами для фармацевтических препаратов [1]. ГАМК-трансаминаза
(ГАМК-Т; КФ 2.6.1.19) — является важным компонентом пути ГАМК-шунт,
обеспечивающего катаболизм γ-аминомасляной кислоты (ГАМК) в сукцинат
через последовательные реакции трансаминирования и окисления [2]. ГАМК-
Т катализирует реакцию передачи аминогруппы с ГАМК на α-кетоглутарат или
пируват с образованием сукцинилового полуальдегида и глутамата или аланина.
Это приобретает особую значимость при воздействии стрессовых факторов,
поскольку в таких условиях наблюдается повышение концентрации ГАМК в
растительных тканях. Фермент локализован преимущественно в митохондриях
[3]. Изучение особенностей функционирования ГАМК-трансаминазы позволит
расширить понимание процессов регуляции метаболизма ГАМК в том числе и
в процессе адаптации к стрессовым факторам, что особенно актуально для
сельскохозяйственных культур, таких как кукуруза (Zea mays L.) [4].

Известно, что ГАМК-Т в качестве акцептора аминогруппы может
использовать как 2-оксоглутарат, так и пируват. Активность ГАМК-Т в растениях
отличается от активности большинства других организмов. ГАМК-Т у
млекопитающих, дрожжей и Escherichia coli использует исключительно 2-
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оксоглутарат, тогда как в растениях проявляются как пируват-зависимые, так и
2-оксоглутарат-зависимые формы фермента. Таким образом, в растительной
клетке возможно присутствие двух типов фермента (как по отдельности, так и
одновременно): пируватзависимой ГАМК-трансаминазы (ГАМК-TП) и 2-
оксоглутаратзависимой ГАМК-трансаминазы (ГАМК-TО). 

Хотя между двумя типами ферментов, как правило, наблюдается сильное
сходство, в томатах был идентифицирован только ГАМК-ТП, также как и у
растений A. thaliana. У табака обнаруживается оба типа ГАМК-трансаминаз.
Однако, интересно отметить, что 2-оксоглутарат-зависимая ГАМК-Т очень
нестабильна при очистке. В то время как пируват-зависимая форма ГАМК-
трансаминазы была очищена до гомогенности, что позволило частично
секвенировать аминокислотную последовательность и идентифицировать
кДНК Arabidopsis (AtGABA-T). Рекомбинантная экспрессия кДНК в E.
coli подтвердила, что она кодирует пируват-зависимую ГАМК-Т, которая не
проявляет заметной 2-оксоглутарат-зависимой активности.  Предполагается,
что AtGABA-T, как и фермент млекопитающих, содержит N-концевой сигнал,
направляющий его в митохондриальный матрикс [6]. Несмотря на достаточно
большой объем данных, посвященный катаболизму ГАМК, до сих пор остается
до конца не определенной роль 2-оксоглутаратзависимой и пируват-зависимой
ГАМК-трансаминаз в метаболизме растительных клеток. В связи с этим целью
данной работы являлось изучение изоферментного состава ГАМК-
трансаминазы в листьях кукурузы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования использовали листья 12-дневных

проростков кукурузы (Zea mays L.) сорта «Воронежская 76», выращенные
гидропонным методом с интенсивностью света 25 Дж/м

2.с при температуре
20оС и 10-часовом световом дне.

Нативный электрофорез белков в ПААГ
Изоферментный состав ГАМК-трансаминазы в листьях кукурузы

определяли путём проведения нативного электрофореза в ПААГ по методу
Дэвиса при 2–4оС[5]..

Растительный материал гомогенизировали на холоде в фарфоровой
ступке в 50 мМ фосфатном буфере (pH 8.0) с добавлением 0.1 мкМ

Самокиш Э.Р., Шахов З.Н., Анохина Г.Б. и др.
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пиридоксаль5-фосфата и 0.05% Тритон Х-100 в соотношении 1:10. Гомогенат
центрифугировали при 1000g в течении 5 минут при 4 оС. Отбирали
надосадочную жидкость и использовали для проведения нативного
электрофореза в ПААГ. Разделение изоферментов ГАМК-Т проводили в
двуфазном полиакриламидном геле с концентрацией 4% и 7%. Гели готовили
по методу Маурера. Электрофоретическое разделение проводилось при 4оС[5].
Контроль за движением проб осуществляли путём добавления 0,1% раствора
бром-фенолового синего.

Специфическое проявление ГАМК-Т
Для специфического проявления исследуемого энзима использовалась

среда следующего состава:
1. Для проявления ГАМК-ТО:
0,1 М Tris-HCL буфер (pH 8,0), 50 мМ ГАМК, 5 мМ 2-оксоглутарат натрия,

10 мМ азид натрия, 1,8 мМ нитросиний тетразолий, 7 мМ NAD+, 1 мМ ФМС,
20 мМ малонат натрия.

2. Для проявления ГАМК-ТП:
0,1 М Tris-HCL буфер (pH 8,0), 50 мМ ГАМК, 5 мМ пируват натрия, 10

мМ азид натрия, 1,8 мМ нитросиний тетразолий, 7 мМ NAD+, 1 мМ ФМС, 20
мМ малонат натрия.

Принцип метода основан на появлении окрашенного в синий цвет
соединения – формазана, который является продуктом восстановления НСТ.

Анализ электрофореграмм и расчет значений электрофоретической
подвижности осуществлялся с помощью программы GelAnalyzer 19.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Проведение нативного электрофореза белков в полиакриламидном геле

позволило исследовать изоферментный состав ГАМК-трансаминазы в листьях
кукурузы. Выявлено, что в листьях кукурузы обнаруживаются обе формы ГАМК-
Т. На электрофореграмме (рис. 1) обнаруживались две белковые полосы (Р1 и
Р2), обладающие разной электрофоретической подвижностью (Rf). В среде
проявления, содержащей в качестве акцептора аминогруппы 2-оксоглутарат,
на электрофореграмме проявлялась белковая полоса со значением Rf =0.24. В
тоже время, электрофореграмма, проявление которой осуществлялась в среде
с пируватом, демонстрировала белковую полосу со значением Rf= 0.54.

Изоферментный состав ГАМК-трансаминазы ...
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Рис. 1. Изоферментный состав ГАМК-трансаминазы в листьях кукурузы.
2-ОГ – электрофореграмма, проявление которой осуществлялось в среде,
содержащей 2-оксоглутарат натрия; ПВК – электрофореграмма, проявление
которой осуществлялось в среде, содержащей пируват натрия.  Р1 и Р2- белковые
полосы, F – фронт красителя.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведенный анализ изоферментного состава ГАМК-

трансаминазы методом нативного электрофореза в ПААГ показал присутствие
в листьях кукурузы двух разных форм ГАМК-Т : 2-оксоглутарат-зависимая
форма ГАМК-Т имеет значение Rf=0.24, а пируват-зависимая ГАМК-Т обладает
значением электрофоретической подвижности = 0.54. Различия в значениях
электрофоретической подвижности указывают на различия в структуре
нативных молекул ГАМК-Т, что связано с отличием в аминокислотном составе.
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УДК 577.11
ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ

ГЛЮКОЗО-6-ФОСФАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ
ПРИ АЦЕТАМИНОФЕНЗАВИСИМОМ
ТОКСИЧЕСКОМ ГЕПАТИТЕ У КРЫС

Федорин Д.Н., Самофалова А.А., Епринцев А.Т.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mail: rybolov@mail.ru

Установлено, что развитие гепатита печени крыс изменяет
активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, ключевого фермента
окислительного пентозофосфатного пути. Установлен высокий
уровень транскриптов гена глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в
печени крыс при гепатите, что может способствовать увеличению
содержания белковых компонентов фермента, которое проявляется
в увеличении активности данного фермента.

ВВЕДЕНИЕ
Окислительный пентозофосфатный путь представляет собой

метаболический путь, протекающий в цитоплазме на ряду с гликолизом и
имеющий с ним общее начало. Он генерирует НАДФН и пентозы (5- углеродные
сахара), а также рибозо-5-фосфат, предшественник синтеза нуклеотидов [1].
Хотя пентозофосфатный путь действительно включает окисление глюкозы, его
основная роль – анаболическая, а не катаболическая.

Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (Г6ФД, КФ 1.1.1.49) - первый фермент
пентозофосфатного гликолиза. Основная функция фермента заключается в
восстановлении НАДФ до НАДФН, необходимого для перехода окисленного
глутатиона (GSSG) в восстановленную форму. Восстановленный глутатион
(GSH) требуется для связывания активных форм кислорода (перекисей).
Пентозофосфатный путь не обеспечивает клетку энергией в виде АТФ.
Биохимический смысл данного пути в синтезе пентоз, вовлекаемых затем в
синтез нуклеиновых кислот, и восстановление НАДФ до НАДФН+Н.

Показано, что глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы - высококонсервативный
фермент у большинства видов млекопитающих [2] и присутствует во многих
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нормальных тканях, таких как молочные железы и надпочечники, жировая
ткань, селезенка, легкие, печень и нейрональные клетки [3]. В печени и жировой
ткани регуляция активности Г6ФД зависит от механизмов, включающих
изменение потребности в НАДФН, увеличение потребления НАДФН
сопровождается увеличением уровней Г6ФД [3]. Более того, уровень Г6ФД в
печени также регулируется пищевыми сигналами, включая диету с высоким
содержанием углеводов, полиненасыщенными жирными кислотами и
гормонами, такими как инсулин и глюкокортикоиды [2].

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовали самцов лабораторных

белых крыс Rattus norvegicus L. массой 180-200 г. Животные выращивались в
лаборатории. Рацион составлял сухой корм, семечки подсолнечника, семена
гороха.

Для индукции гепатита лабораторному животному (крысе) перорально
вводился ацетаминофен из расчета 500 мг на 1 кг массы тела в течение 14
дней. Развитие гепатита определяли по содержанию общего билирубина,
содержание которого у крысы с развитым гепатитом возрастает более чем в 10
раз. Печень извлекали и использовали для дальнейших исследований.
Экспериментальные исследования проводились в соответствии с правилами
Европейской конвенции “О защите позвоночных животных”. Для исследований
осуществлялся забор крови из хвостовой вены у опытных и контрольных крыс [4].

Активность гамма-глутамилтранспептидазы (ГГТП) определяли
спектрофотометрически при длине волны 405 нм по увеличению оптической
плотности при образовании нитроенилина в реакционной смеси, образуемой в
ходе реакции [1]. Ферментативная единица (Е) - количество фермента, которое
катализирует превращение 1 мкмоля L--глутамил-n-нитроанилида в минуту в
стандартных оптимальных условиях.

Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы определяли
спектрофотометрически при длине волны 340 нм по уменьшению (НАДФН)
оптической плотности реакционной смесей. Активность фермента выражали
в ферментативных единицах (Е) на 1 мг белка или Е в расчете на 1 г сырой
массы материала (печень). Ферментативная единица (Е) - количество фермента,
которое катализирует превращение 1 мкмоля оксалоацетат в минуту в
стандартных оптимальных условиях.

Федорин Д.Н., Самофалова А.А., Епринцев А.Т.
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Опыты проводили в 3-4 кратной повторности, аналитические
определения для каждой пробы осуществляли в трех повторностях. Для
обработки результатов нами применялся программный пакет STATISTICA.
Обсуждаются статистически достоверные различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенные исследования значений общей активности ГГТП в

сыворотке крыс в норме и при развитии токсического гепатита показали, что
анализируемая величина выше в 1,2 раза (1,56 ± 0,08 Е/мл), чем в контроле
(1,31 ± 0,6 Е/мл). Активность ГГТ у крыс с индуцированным с помощью
ацетаминофеном имела более высокие показатели, чем у контрольных крыс
(рис. 1).

Рис. 1. Активность гамма-глутамилтранспептидазы в крови крыс в норме
(К) и при ацетаминофен-индуцированном гепатите (О).

Многие исследования показывают, что содержание ГГТП в печени
увеличивается под действием препаратов, индуцирующих ферменты, и что это
увеличение отражается на повышении активности фермента в сыворотке
крови. Анализ сыворотки имеет потенциал для контроля за соблюдением
режима лечения. Повышенная активность ГГТП в сыворотке крови у
хронических алкоголиков, по-видимому, частично связана с индукцией
микросомальных ферментов. 

В ходе опыта были проведены измерения активности глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы в печени лабораторных крыс, данные которых
представлены на рисунке 2. Измерения скорости функционирования глюкозо-

Изменение активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы ...
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6-фосфатдегидрогеназы показали, что общая активность исследуемого
фермента, полученного из тканей печени животных контрольной группы
составляет 0,15 Е/г сырой массы. Но в печени крыс данный показатель составил
0,64 Е/ г сырой массы, что в 4,64 раза больше, чем в норме.

Изменение активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в клетках
печени крыс с гепатитом может происходить несколькими путями, либо путем
модуляции скорости функционирования имеющихся энзимов, либо изменением
скорости синтеза новых молекул. Для выяснения роли экспрессионной
регуляции активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в печени крыс при
развитии гепатита необходимо исследование уровня транскрипции генов
исследуемой ферментной системы в печени крыс в норме и при ацетаминофен-
зависимом гепатите.

Рис. 2. Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в клетках печени
крыс в норме (К) и при ацетаминофен-индуцированном гепатите (О).

Результаты проведенных исследований свидетельствуют о том, что
наблюдалось снижение активности Г6ФДГ. Изменение уровня НАДФН
способствует регуляции активности глутатионредуктазы, а это, в свою очередь,
обеспечивает поддержание нормального уровня восстановленного глутатиона
— одного из основных компонентов антиоксидантной защиты организма.
Восстановленный глутатион ингибирует Г6ФДГ из печени контрольных крыс.
Полученные результаты дают основание полагать, что направленность участия
Г6ФДГ в регуляции активности.

Федорин Д.Н., Самофалова А.А., Епринцев А.Т.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование ацетаминофена в качестве индуктора токсического

гепатита у крыс проявляется в изменении функционирования печени, что
находит свое отражение в повышении уровня общего билирубина в крови
относительно контроля. Подобный эффект связан с негативным действием на
метаболизм клеток печени продуктов распада ацетаминофена, приводящее к
формированию окислительного стресса, вызванного, в том числе, истощением
глутатиона как фактора детоксикации АФК.

Анализ результатов по изменению активности глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы в печени крыс в условиях гепатита свидетельствует об
его активации. Изменение активности малатдегидрогеназы связано с
приспособлением животного организма к патологическим условиям. В
частности, увеличение уровня активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы
может обуславливать активацию синтеза восстановленного НАДФН.
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ОЦЕНКА УЧАСТИЯ ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА

FOXA В РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА G6PD
ГЛЮКОЗО-6-ФОСФАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ КРЫС

Самофалова А.А., Шелушинина Е.А., Федорин Д.Н.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mail: rybolov@mail.ru

Показано наличие в промоторе гена  G6pd глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы крыс специфического цис-элемента,
характерного для транскрипционного фактора Foxa в зоне
инициации транскрипции указывает на возможность его регуляции
данным фактором. Разработаны специфические праймеры для
оценки его транскрипционной активности.

ВВЕДЕНИЕ
В печени для некоторых генов характерна регуляция при участии

транскрипционного элемента - Foxa, который был идентифицирован как
участвующий в контроле гомеостаза глюкозы, особенно в ответе на голодание.
Примерами являются глюконеогенные ферменты
фосфоенолпируваткарбоксикиназа (Pepck), глюкозо-6-фосфатаза (G6pc) и
тирозинаминотрансфераза [1]. Роль Foxa заключается в регуляции генов в
печени: снижается экспрессия ферментов глюконеогенеза, как и экспрессия
Glut2, белка канала, используемого для экспорта глюкозы из гепатоцитов. Таким
образом, семейство Foxa является важным регулятором программы
глюконеогенеза в печени [2, 3].

Фактор транскрипции участвует в эмбриональном развитии,
установлении тканеспецифической экспрессии генов и регуляции экспрессии
генов в дифференцированных тканях. Считается, что он действует как
«пионерский» фактор, открывающий уплотненный хроматин для других белков
посредством взаимодействия с гистонами нуклеосомного ядра и тем самым
заменяя линкерные гистоны на целевых участках энхансера и/или промотора.
Связывает ДНК с консенсусной последовательностью 5'-
[AC]A[AT]T[AG]TT[GT][AG][CT]T[CT]-3' [4].

Самофалова А.А., Шелушинина Е.А., Федорин Д.Н.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для анализа элементов, регулирующих экспрессию гена G6pd (Gene ID:

24377), кодирующего фермент глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы Rattus
norvegicus, была изучена промоторная область этих генов: ~900 пар нуклеотидов
до стартового кодона. Последовательность промоторной области была получена
с использованием базы данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Анализ
возможных сайтов связывания различных факторов транскрипции проводился
на основе последовательностей их цис-элементов, взятых в базе данных
GeneCards (https://www.genecards.org/).

Специфические праймеры для оценки транскрипционной активности
гена фактора Foxa были разработаны при помощи программного обеспечения
Pramer-Blast.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты анализа нуклеотидной последовательности промотора гена

G6pd глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы крыс свидетельствуют об отсутствии в
его составе специфического сайта связывания с транскрипционным фактором
CREB. Однако, обнаружен цис-элемент, характерный для осуществления
взаимодействия с транскрипционным фактором Foxa (рис. 1). Следовательно,
регуляция исследуемого гена G6pd может находится под контролем данного
регуляторного элемента. Важно отметить, что место расположения сайта
присоединения фактора Foxa находится в зоне инициации транскрипции (TSS).

Рис. 1. Нуклеотидная последовательность промотора гена G6pd глюкозо-
6-фосфатдегидрогеназы крыс. Серым выделено расположение специфичного
сайта для фактора Foxa, подчеркиванием – стартовый кодон.

Оценка участия транскрипционного фактора ...
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Базовый промотор содержит TSS и обычно он имеет положение от -60
до +40 п.н. Область от 200 до 300 п.н. непосредственно выше TSS обычно
называют проксимальным промотором, который содержит множество
регуляторных элементов, ответственных за специфическую регуляцию
транскрипции [5]. Эти области обычно содержат цис-элементы, которые могут
действовать как энхансеры или сайленсеры за счет связывания специфических
транскрипционных факторов (ТФ) и, особенно в базовом промоторе, обоих
инициаторов транскрипции [а именно ТАТА-бокса, области инициации (INR)
и нижестоящих промоторных элементов (DPE)] и посредников (таких как CAAT-
блок и область Y-патча). Некоторые исследования, посвященные сайтам
связывания транскрипционных факторов (TFBS), продемонстрировали, что
различные мотивы расположены во всех ключевых генах пути биосинтеза
таксанов [6, 7]. Связь между TFBS и доступностью генов для аппарата
транскрипции РНК может быть изменена и подвержена влиянию метилирования
ДНК, что находит отражение в контроле экспрессии генов и, следовательно,
влияя на различные клеточные процессы [8]. Следовательно, именно
транскрипционной фактор Foxa способен оказывать значимое влияние на
уровень транскрипционной активности гена глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы
в печени крыс при развитии гепатита, вызывая его активацию.

С помощью программного обеспечения Primer-BLAST осуществили
подбор праймеров к транскрипционному фактору Foxa крыс. Полученные пары
праймеров показали абсолютную специфичность к мРНК фактора Foxa Rattus
norvegicus L. и не было обнаружено их значимой гомологии с нуклеотидными
последовательностями каких-либо других эукариот или бактерий.

Таблица 1.
Нуклеотидные последовательности праймеров к мРНК

гена Foxa (NM_012742) крыс

Разработанные праймеры позволяют провести оценку содержания
транскриптов исследуемого гена в печени крыс в норме и при токсическом
гепатите, вызванном ацетаминофеном.

Самофалова А.А., Шелушинина Е.А., Федорин Д.Н.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование нуклеотидной последовательности промотора гена G6pd

глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы крыс свидетельствует о наличии в его составе
специфического цис-элемента, характерного для осуществления
взаимодействия с транскрипционным фактором Foxa. Данный фактор
взаимодействует с промотором исследуемого гена в зоне инициации
транскрипции (TSS), что играет важное значение в привлечении РНК-
полимеразы. Следовательно, регуляция исследуемого гена G6pd может
находиться под контролем данного регуляторного элемента.
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УДК 577.11
ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ ЭЛЕКТРОФОРЕЗА В

АГАРОЗНОМ ГЕЛЕ ДЛЯ РАЗДЕЛЕНИЯ ИЗОФЕРМЕНТОВ
ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ ИЗ СЕРДЦА КРЫС

Селиванов А.Ю., Селиванова Н.В.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mail: aleck.selivanoff2013@yandex.ru

В данной работе произведен подбор оптимальных условий для
разделения изоферментов лактатдегидрогеназы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27)
с помощью электрофореза в агарозном геле. Было показано, что
5 изоферментов ЛДГ эффективно разделяются только при
использовании агарозного геля и рабочего раствора на основе
TBE-буфера pH 8.3.

ВВЕДЕНИЕ
Лактатдегидрогеназа (ЛДГ, КФ 1.1.1.27) - это тетрамерный фермент,

состоящий из двух субъединиц (А и В), которые, сочетаясь в различном порядке,
образуют 5 изоферментов: ЛДГ1 (4B), ЛДГ2 (3B1A), ЛДГ3 (2B2A), ЛДГ4
(1B3A) и ЛДГ5 (4A) в соответствии с различной скоростью миграции в
электрическом поле. ЛДГ1 и ЛДГ2 с большим количеством субъединицы B
демонстрируют высокое сродство к лактату и играют ключевую роль в катализе
лактата в пируват, в то время как ЛДГ5 и ЛДГ4 с большим количеством
субъединицы A преимущественно катализируют обратную реакцию [1].

Зимография ЛДГ - распространенный метод изучения распределения
форм данного фермента в органах и тканях, несмотря на существование
некоторых проблем. Основываясь на различии зарядов изоферментов
лактатдегидрогеназы, обычный гель-электрофорез в полиакриламидном геле
по своим особенностям не позволяет качественно разделить их на 5
изоферментов, что объясняется особенностями электрофоретической
подвижности каждой формы [1]. Использование агарозного геля решает
проблему с улавливанием более анодных форм. По литературным данным для
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электрофореза ЛДГ используют 3 буфера - Трис-глициновый, ТАЕ, и ТБЕ   с
pH 8.6 [1] и 8,3 [2].

Целью данной работы явился подбор оптимальных условий
электрофоретического разделения изоформ лактатдегидрогеназы из тканей
сердца крыс, которые могли бы гарантировать стабильный качественный
результат и применяться для различных исследований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования были 5 месячные самцы крыс линии Вистар.

Для получения материалов, животным проводили декапитацию с применением
гильотины [3]. При проведении исследований соблюдались основные принципы
надлежащей лабораторной практики GLP. Работа выполнена в соответствии с
санитарными правилами для вивария и нормами гуманного обращения с
лабораторными животными.

Для получения тканей сердца экспериментальных животных подвергали
декапитации. Сердце извлекалось и промывалось в течение 3-5 минут
ледяным физраствором. Образцы гомогенизировали в буфере 50 мМ Tris-HCl
буфер, pH=7.8, 2 мМ KCL, 1 мМ ЭДТА. Затем центрифугировали 5000 об/мин
при температуре 4оС в течение 5 минут.

Приготовление агарозного геля.  Мы использовали 3 варианта геля для
разных рабочих буферов:

1. 0,5% агарозный гель на 1× трис-глициновом буфере, 8.3 рН
2. 0,5% агарозный гель на 1× ТАЕ буфере, 8.3 рН
3. 0,5% агарозный гель на 1× TBE буфере, 8.3 рН
Подготовка образцов. Гомогенаты тканей смешивали с лидирующим

красителем (0,04 г бромфенолового синего и 10 г сахарозы растворяли в 10 мл
1× ТАЕ буфера, нагревали для растворения, и объем доводили до 20 мл),
наносили на каждый подготовленный образец и осторожно перемешивали
кончиком пипетки. Когда гель застывал переносили в горизонтальную камеру
электрофореза и заполняли 1× буфером (трис-глициновым буфером, 8.3 рН,
ТАЕ буфером, 8.3 рН или TBE буфером, 8.3 рН в зависимости от используемого
буфера при приготовлении геля), так чтобы гель был полностью погружен в
раствор. Образцы осторожно вносили в лунки (делали достаточные интервалы
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между пробами). Электрофорез проходил при напряжении 100 В до тех пор,
пока фронт красителя не прошел примерно 96% геля. Температура составляла
около 10оС и контролировалась при помощи термопары.

Окрашивание и визуализация. Окрашивание проводили в среде 0,5 М
фосфатный буфер pH 7.8, 3 мM НАД+, 2мМ лактат натрия, 0.01 M ФМС, 0.01
M НСТ. Инкубировали в этой среде 2 часа при температуре 37оС.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты проведения электрофореза в агарозном геле с

использованием различных буферных сред и последующим окрашиванием на
активность лактатдегидрогеназы показаны на рисунке, из которого видно, что
формы ЛДГ1-3 эффективно разделяются во всех трех случаях. Иная ситуация с
четвертой и пятой изоформой фермента.

Рис. 1. Специфическое проявление ЛДГ из сердца крыс в разных рабочих
буферах. А –  с ТАЕ-буфером, Б – с трис-глициновым буфером, В – с TBE-
буфером. 1-5 – белковые полосы.

Было замечено, что при использовании ТАЕ- и трис-глицинового
буферов полоса, характерная для ЛДГ5, отсутствовала, кроме того в TAE-буфере
ЛДГ 4 находилась вблизи кармана для внесения, что мешает последующей
визуализации и анализу. Тогда как при использовании ТВЕ-буфера разделение
всех пяти форм лактатдегидрогеназы было полным.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, для максимально полного разделения изоферментов

лактатдегидрогеназы, выделенной из животных тканей, следует использовать
0,5% агарозный гель и ТВЕ-буфер. Электрофорез должен проходить при
напряжении 100В и температуре 10оС.
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УДК 577.1
АКТИВНОСТЬ АКОНИТАТГИДРАТАЗЫ В СЕРДЦЕ  КРЫС

ПРИ ГИПОБАРИЧЕСКОЙ ГИПОКСИИ

Серебрякова П.А., Селиванова Н.В.

Воронежский государственный университет, Воронеж
Е-mail: polina_02_11@bk.ru

Показано изменение активности аконитатгидратазы (АГ, КФ
4.2.1.3) в сердце крыс при компенсаторной гипобарической
гипоксии. Вероятно, наблюдаемые биохимические изменения
связаны с перестройкой метаболических путей, в которых
принимает участие исследуемый фермент, на адекватный условиям
гипоксического воздействия режим функционирования.

ВВЕДЕНИЕ
Принято полагать, что ведущим патогенетическим звеном при гипоксии

тканей любой этиологии является дефицит энергии в клетках [1]. Одной из
часто встречающихся в природе и крупных мегаполисах форм кислородной
недостаточности является гипоксическая (гипобарическая) гипоксия, вызванная
снижением процентного содержания кислорода во вдыхаемом воздухе. В то
же время интенсивное промышленное освоение горных и арктических
регионов, проведение военных, спортивных, оздоровительных и других
мероприятий ставят перед современной медициной вызовы, связанные с
разработкой ранних диагностических критериев гипоксической полиорганной
недостаточности, оптимизации процессов адаптации и сохранения высокой
работоспособности человека, длительно или регулярно находящегося в
экстремальных зонах, что невозможно без понимания современных механизмов
адаптации организма к гипоксии [2].

Важная роль в осуществлении адаптивных реакций организма
принадлежит ферменту - аконитатгидратазе (аконитаза, АГ, КФ 4.2.1.3).
Установлено, что среди митохондриальных протеинов аконитаза обычно
используется в качестве чувствительного маркера окислительного стресса [3],
а также окислительного повреждения при различных дегенеративных
заболеваниях и старении [4]. В связи с этим, целью данной работы являлось

Серебрякова П.А., Селиванова Н.В.



195

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

исследование особенностей функционирования аконитатгидратазы в сердце
крыс при компенсаторной гипобарической гипоксии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования были избраны самцы лабораторных

крыс (Rattus norvegicus) в возрасте трех месяцев и массой 150-200 г., которых
содержали согласно требованиям международных правил гуманного отношения
к животным, отражённых в санитарных правилах по отбору и содержанию
экспериментально-биологических клиник (вивариев).

Животных разделили на две группы. 1-ю группу контроля составили 3
интактные крысы, во 2-ю группу вошли 3 особи, которым на протяжении 60
дней моделировали гипобарическую гипоксию (ГГ) без коррекции. На
протяжении всего эксперимента животных 2-й группы ежедневно на 1,5 ч
погружали в прозрачную барокамеру VALUE «1 Stage Vacuum Pump»,
снабженную манометром, предохранительным клапаном, щелочным
поглотителем для устранения избытка углекислого газа. В барокамере
создавалось давление ниже атмосферного, что соответствовало подъему на 5500
м над уровнем моря (375 мм рт.ст.), а это эквивалентно умеренно интенсивному
гипоксическому воздействию [5]. Для получения тканей сердца опытных
животных подвергали декапитации под эфирным наркозом.

Концентрацию диеновых коньюгатов (ДК) определяли
спектрофотометрическим методом. Принцип данного метода состоит в том,
что в процессе ПОЛ на стадии образования свободных радикалов в молекулах
полиненасыщенных жирных кислот образуется система сопряженных двойных
связей, ассоциированная с появлением максимума в спектре поглощения при
233 нм [6].

Выделение аконитазы осуществляли центрифугированием при 3000 об./
мин в течение 10 минут. Для получения ферментной вытяжки сердце растирали
в среде выделения, состоящей из 0,1 М трис-НCl-буфера, pН 8,0, содержащего
20 мМ цитрата натрия.

Активность аконитатгидратазы  измеряли спектрофотометрически при
длине волны 240 нм по изменению оптической плотности [7]. Определение
концентрации содержания белка осуществлялось по методу Лоури.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Показано, что уровень первичных продуктов перекисного окисления

липидов - диеновых конъюгатов в крови крыс опытной группы достоверно
увеличивался на протяжении всего времени эксперимента (рис. 1) относительно
исследуемого показателя у контрольной группы животных.

Рис. 1. Содержание диеновых коньюгатов в сыворотке крови в норме
(1), и при гипобарической гипоксии на 5 (2), 10 (3), 15 (4), 20 (5), 25 (6), 30 (7),
35 (8), 40 (9), 50 (10) и 60 (11) день эксперимента.

Активность аконитатгидратазы в сердце крыс при гипобарической
гипоксии показана на рисунке 2, из которого видно, что при недостатке
кислорода данный показатель в сердце крыс увеличивается более чем в 5 раз.

Рис. 2. Удельная активность аконитатгидратазы в сердце крыс в условиях
компенсаторной гипобарической гипоксии. Норма – контрольная группа крыс.
ГГ – животные, подвергавшиеся воздействию гипобарической гипоксии.
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Увеличение активности АГ может указывать на повышенный синтез и
образование цитрата, что, в свою очередь, может способствовать компенсации
недостатка кислорода.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, наблюдающиеся в условиях компенсаторной ГГ

биохимические изменения в сердце крыс свидетельствуют о перестройке
активности антиоксидантных систем и метаболических путей, в которых
принимает участие аконитатгидратаза, на адекватный условиям гипоксического
воздействия режим функционирования.
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В исследовании анализировали содержание цитрата в сердечной и
почечной тканях крыс в условиях гипобарической гипоксии. В
миокарде отмечено повышение уровня цитрата в 1,3 раза по
сравнению с контролем, тогда как в почках исследуемый показатель
у опытной группы животных, наоборот, снижался в 1,7 раза.
Полученные результаты демонстрируют различную реакцию органов
на гипоксическое воздействие.

ВВЕДЕНИЕ
Принято полагать, что ведущим патогенетическим звеном при гипоксии

тканей любой этиологии является дефицит энергии в клетках [1]. Недостаток
энергии в тканях может возникать из-за нарушения метаболизма цитрата,
поскольку он играет важную роль в цикле Кребса. Лимонная кислота является
ключевым метаболитом в клетках, участвующим в энергетическом обмене,
регуляции ферментов и других биохимических процессах [6]. Сердце в условиях
гипоксии испытывает энергодефицит, что способствует снижению его функций
и развитию гипертрофии [4]. В почках нарушается кровоток и рН-баланс [5].

Лимонная кислота является ключевым адаптогеном, помогающим
клеткам выживать в условиях гипоксии за счет регуляции энергетического
метаболизма, коррекции кислотно-щелочного баланса и антиоксидантной
защиты. В связи с этим, целью данной работы являлось исследование изменения
содержания цитрата в разных органах крыс при компенсаторной
гипобарической гипоксии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования были избраны самцы лабораторных

крыс (Rattus norvegicus) в возрасте трех месяцев и массой 150-200 г., которых
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содержали согласно требованиям международных правил гуманного отношения
к животным, отражённых в санитарных правилах по отбору и содержанию
экспериментально-биологических клиник (вивариев).

Животных разделили на две группы. 1-ю группу контроля составили 3
интактные крысы, во 2-ю группу вошли 3 особи, которым на протяжении 60
дней моделировали гипобарическую гипоксию (ГГ) без коррекции. На
протяжении всего эксперимента животных 2-й группы ежедневно на 1,5 ч
погружали в прозрачную барокамеру VALUE «1 Stage Vacuum Pump»,
снабженную манометром, предохранительным клапаном, щелочным
поглотителем для устранения избытка углекислого газа. В барокамере
создавалось давление ниже атмосферного, что соответствовало подъему на 5500
м над уровнем моря (375 мм рт.ст.), а это эквивалентно умеренно интенсивному
гипоксическому воздействию [2]. Для получения тканей сердца опытных
животных подвергали декапитации под эфирным наркозом.

Для измерения концентрации цитрата в клетках сердца был использован
метод Нательсона, основанный на образовании пентабромацетона из цитрата
при реакции с бромным реагентом и перманганатом калия [3].

Статистическиая обработка данных проводилась с помощью программы
Статтех (Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
 Показано, что гипобарическая гипоксия вызывает изменения

содержания цитрата в исследуемых тканях крыс (табл.). В сердечной мышце
концентрация лимонной кислоты при гипоксии повышается в 1,3 раза
относительно контрольной группы животных. Тогда как в почечной ткани
зафиксировано снижение исследуемого показателя  у опытной группы животных
почти в 2 раза.

Таблица 1.
Определение содержания цитрата (мкмоль/грамм сырой массы) в

клетках сердца и почек крыс в условиях компенсаторной
гипобарической гипоксии

Норма – контрольная группа крыс; ГГ – животные, подвергавшиеся
воздействию гипобарической гипоксии.

Содержание цитрата в различных органах крыс ...
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Полученные результаты демонстрируют выраженную тканеспецифичность
метаболического ответа на гипоксическое воздействие. Известно, что на процессы
накопления/расходования цитрата влияют разнообразные факторы, такие как
потребность в синтезе АТФ (концентрация интермедиата повышается в условиях
избытка энергии) и изменение активности ферментов, участвующих в его обмене.
Наблюдаемые различия в содержании данного метаболита требуют
дополнительного изучения возможных причин, связанных подобной
тканеспецифичностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведенное исследование выявило существенные

различия в содержании цитрата в миокарде и почках крыс при гипобарической
гипоксии, что может свидетельствовать о существовании органоспецифических
механизмов адаптации к кислородной недостаточности.
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На примере культуры микрорастений регенерантных линий тополя
белого (Populus alba L.), т. сереющего (P. canescens Sm.), а также
гибрида т. белого и осины, полученных в условиях
последовательного, многократно моделируемого стресса
засоления (NaCl) in vitro, проведено изучение влияния
биопрепарата циркона на адаптивные реакции клонированных
растений к условиям нестерильной почвы ex vitro. Показано
полифункциональное действие циркона, одновременно
стимулирующее рост, развитие и приживаемость растений-
регенерантов в процессе адаптации к стрессовым условиям ex
vitro.

   ВВЕДЕНИЕ
Негативные экологические изменения климата – глобальное потепление,

заметное сокращение осадков, в настоящее время приобретают устойчивую
направленность. В связи с этим, все более остро ставится вопрос о получении
не только продуктивных, но и устойчивых к неблагоприятным факторам
быстрорастущих форм древесных растений [1].

Многоплановые исследования, направленные на изучение аспектов
стрессоустойчивости растений, получение растений с повышенной
устойчивостью, их быстрого воспроизводства подтверждают актуальность этих
исследований [2-4].

Одной из ключевых, но недостаточно изученных проблем клонального
микроразмножения растений, полученных в условиях моделируемого стресса
in vitro, является определение условий более полной реализации их
жизнеспособности в условиях нестерильной почвы ex vitro [2].
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Наряду с получением новых, устойчивых генотипов растений методами
селекции, в том числе и в условиях in vitro, большое значение придается
использованию биопрепаратов, усиливающих адаптивные возможности
клонированных растений. Одним из таких биопрепаратов, зарегистрированных
Госхимкомиссией и внесенных в Государственный каталог агрохимреактивов,
разрешенных к использованию на территории России, является циркон,
характеризующийся низкими нормами расхода, экологической безопасностью.

Основным действующим компонентом циркона являются гидрокоричные
кислоты и их производные, полученные из эхинацеи пурпурной (Ehinacea
purpurea (L.) Moench.). Согласно литературным данным, циркон стимулирует
рост и ризогенез растений, компенсируя их природные регуляторы роста [5, 9].

Адаптация и перевод пробирочных микрорастений в нестерильную почву
– один из критических этапов при воспроизводстве клонированного материала.

Оптимизация регламентов перевода полученных in vitro растений в
нестерильные условия почвы актуальна в связи с отсутствием универсальных
агротехнологий, использованием новых исходных объектов клонирования,
значительными климатическими изменениями.

В связи с этим, цель настоящих исследований – определение возможных
модификаций ответных реакций клонированных растений тополя в условиях
ex vitro с помощью циркона.

      МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исходным материалом для исследования служили регенерантные линии

тополя белого (Populus alba L.), т. сереющего (P. canescens Sm.), в виде
микрорастений, полученные нами в результате последовательного отбора на
селективном фоне многократного солевого (NaCl) стресса на тканевом и
клеточном уровнях [6, 7].

 Для высадки в грядку теплицы отбирались растения с хорошо развитой
корневой системой, прямоствольные, высотой в пределах 5-7см [8].

В качестве основных биотехнологических параметров оценки реакции
растений-регенерантов тополя на воздействие циркона использовали показатели
их сохранности, роста, особенности морфотипа. Перед пикировкой в
прямолинейные борозды грядки теплицы с размещением 100шт. на 1м2 растения

Табацкая Т.М.
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обрабатывали цирконом. Обработку извлеченного из пробирки микрорастения
проводили мелкодисперсионным опрыскиванием водным раствором препарата.

Из трех испытанных концентраций циркона (0,1 мг/л; 0,2 мг/л; 0,3 мг/л)
концентрация 0,2 мг/л оказывала существенное влияние на параметры роста и
жизнеспособность растений-регенерантов тополя ex vitro. Контролем служили
растения, не подвергшиеся обработке биопрепаратом.

Достоверность результатов тестирования на различных этапах
исследований обеспечена объемом экспериментального материала (более 200
культур тополя в виде микрорастений), наличием завершенных технологий
клонального микроразмножения, быстротой, воспроизводимостью реакций
растительных объектов на изменения условий культивирования, доступностью
их учета, кратностью экспериментов.

Повторность в пределах одного варианта составила 20 растений для
каждой регенерантной линии тополя. Повторность эксперимента трехкратная.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное испытание влияния препарата циркона на высаженные в

почву микрорастения тополя позволило выявить заметную стимуляцию
скорости возобновления их роста (скорости появления первого нового листа).

Через 15 дней культивирования (после однократной обработки
извлеченных из пробирки и высаженных в почву микрорастений) среднее
количество культур с возобновлением роста в опытном варианте превышало
контрольное в 1,6 раза (46,6% и 29,5% соответственно) (рисунок1).

Рис. 1. Влияние циркона на возобновление роста растений-регенерантов
тополя в условиях ex vitro.

Изучение возможности модификаций ответных реакций ...
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Полученные результаты по стимулирующей активности циркона в начале
вегетации высаженных в почву растений подтверждены и в последующей
вегетации (таблица 1).

Таблица 1.
Влияние циркона на рост и приживаемость растений-регенерантов

тополя, адаптированных к условиям почвы

Примечание: представлены средние значения высот двухмесячных
растений-регенерантов, их приживаемости в грядке теплицы.

Согласно литературным данным, циркон стимулирует рост и развитие
растений, компенсируя природные регуляторы роста. Есть данные, что
биологическая активность циркона определена также выраженными
оксидантными свойствами [5,9].

В наших исследованиях для всего экспериментального материала
отмечены высокие показатели приживаемости (в среднем 91,1%) с заметным
превышением данного показателя в опытном варианте относительно
контрольного (95,5% против 86,7%, соответственно). Выявленное увеличение
приживаемости экспериментального материала в опытном варианте
подтверждает эффективность использования биопрепарата циркона на этапе
адаптации клонированных растений к условиям нестерильной почвы теплицы.

При этом не отмечено проявления фенотипических отклонений ни у
одной из регенерантных линий тополя. В целом все высаженные растения
характеризовались развитием морфотипа, характерного исходным клонам
(рисунок 2).

Интегральным показателем положительного воздействия на растения
регуляторов роста является изменение ростовых характеристик. Как показано

Табацкая Т.М.
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в таблице 1 через 2 месяца адаптации растений-регенерантов тополя к условиям
почвы в теплице отмечается их активный рост в обоих вариантах. Однако,
средние показатели высот растений, обработанных цирконом (14,1 см) в 1,3
раза выше таковых контрольного варианта (10,6 см).

Рис. 2. Общий вид двухмесячных растений регенерантных линий тополя
в теплице: a, b – контрольный вариант (без обработки цирконом), c, d – опытный
вариант (с обработкой цирконом).

Межклоновые различия в реакциях на действие циркона (варьирование
высоты растений-регенерантов) отмечены, как в опытном варианте, так и в
контрольном в пределах 12,9-14,8 см и 9,0-12,3см соответственно. Влияние
циркона на вариабельность данного признака не столь очевидно. Данный эффект
от одноразовой обработки растений биопрепаратом сохраняется на протяжении
всего периода вегетации (рисунок 2).

  ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, экспериментально подтверждена способность

биопрепарата циркона активизировать рост и развитие, повышать
приживаемость клонированных растений в стрессовых условиях их адаптации
ex vitro.

Показано полифункциональное действие циркона на растения-
регенеранты тополя, одновременно стимулирующее их рост, развитие и
повышающее показатель приживаемости с самого начала вегетации (скорость

Изучение возможности модификаций ответных реакций ...
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возобновления роста и развития опытного варианта в 1,6 раза больше
контрольного). Данный эффект сохраняется на протяжении всего эксперимента.
В конце вегетационного периода растения-регенеранты опытного варианта
превышали контрольные по показателям линейного роста в высоту (14,1 см и
10,6 см соответственно) и приживаемости (95,5 и 86,7% соответственно).
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УДК 574.24
ВЛИЯНИЕ СВИНЦА НА ОКСИДАТИВНЫЙ СТАТУС

БАКТЕРИЙ ИЗ РОДА AZOSPIRILLUM

Трандина В.А., Гуреева М.В.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mail: maryorl@mail.ru

В данной работе были определены концентрации диеновых
конъюгатов (ДК) и восстановленного глутатиона (GSH) в штаммах
Azospirillum brasilense DSM 1690T, A. picis DSM 19922T без свинца
и в его присутствии. Наличие тяжелого металла привело к
повышению концентраций ДК и к понижению уровня GSH в
исследуемых бактериях.

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время загрязнение окружающей среды тяжёлыми металлами

— глобальная проблема, которая влияет на состояние экосистем и здоровье
человека. Благодаря горнодобывающей промышленности и другим
промышленным и сельскохозяйственным методам тяжелые металлы (свинец,
кадмий, мышьяк и т. д.) попадают в почву. Загрязнение почвы приводит к
накоплению металлов в органах растений, что влечет за собой их миграцию в
организм животных и, в конечном счете, человека [8, 12].

Известно, что тяжелые металлы индуцируют синтез активных форм
кислорода (АФК) в живых организмах [7]. Повышение уровня АФК может
негативно сказаться на клеточных функциях, вызывая разрушение мембран,
окисление липидов, денатурацию белков, повреждение генетического материала
и пигментов. Однако многие микроорганизмы проявляют специфическую
устойчивость к некоторым ионам тяжелых металлов. После многих лет
эволюции у микроорганизмов появились физиологические и химические
механизмы, чтобы преодолеть их токсичность [6].

Есть данные о бактериях Azospirillim spp., обладающих толерантностью
к воздействию тяжелых металлов. Были проведены различные исследования,
результаты которых показали, что A. brasilense EMCC1454 может переносить
стресс, вызванный Cr в концентрациях до 260 мкМ, A. lipoferum 137 толерантны
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к Pb и Cd, а A. brasilense Cd обладает высокой устойчивостью к As, так как был
способен расти при содержании до 5 мМ As(V) и 250 мкМ As(III) [3, 5, 11]. В
данной работе мы проверили уровень окислительного стресса в A. brasilense
DSM 1690T и A. picis DSM 19922T в присутсвии Pb. В качестве маркеров
окислительного стресса использовали диеновые конъюгаты (ДК) и
восстановленный глутатион (GSH). ДК - первичные продукты перекисного
окисления липидов, которые образуются в результате свободнорадикального
окисления жирных кислот. Сульфгидрильная группа GSH играет важную роль
в защите клеток от окислительного стресса: она связывается с металлом,
нейтрализуя его.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являлись штаммы Azospirillum brasilense DSM

1690T, A. picis DSM 19922T. Все перечисленные штаммы культивировались на
питательной среде следующего состава: (NH4)2SO4 – 1,0 г/л, MgSO4 * 7H2O –
1,0 г/л, CaCl2 * 2H2O – 0,03 г/л, сукцинат натрия – 1,0 г/л, пептон – 2,0 г/л,
дистиллированная вода – 1,0 л, набор витаминов и микроэлементов [4, 10], pH
7,5. Бактерии культивировались в колбах под ватно-марлевыми пробками в
течение 3 дней при 29°C без свинца и в присутствии Pb(NO3)2 в концентрации
51 мг/л.

Предварительно осаженные с помощью центрифугирования при 11000
g в течение 10 мин и отмытые 0,1M Tris-HCl буфером pH 7,5 клетки разрушили
под действием ультразвука при помощи ультразвукового дезинтегратора УЗДН-
2Т (Академприбор, Россия). Супернатант был получен после
центрифугирования гомогената при 11000 об/мин в течение 15 мин. Полученную
надосадочную жидкость использовали для биохимического анализа.
Концентрацию ДК определяли исходя из того, что в процессе полного окисления
липидов на стадии образования свободных радикалов в молекулах
полиненасыщенных жирных кислот образуется система сопряженных двойных
связей, ассоциированная с появлением максимума в спектре поглощения при
233 нм [2]. Принцип метода определения концентрации GSH основан на
способности его сульфгидрильной группы вступать в реакцию с реактивом
Эллмана, при этом образуется тионитрофенильный анион, имеющий желтую

Трандина В.А., Гуреева М.В.
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окраску и максимум поглощения при 412 нм [1]. Белок определяли методом
Лоури [9].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Диеновые конъюгаты являются первичными продуктами перекисного

окисления липидов, относятся к токсичным метаболитам, которые оказывают
повреждающее действие на липопротеиды, белки, ферменты и нуклеиновые
кислоты. Диеновая конъюгация является показателем степени выраженности
процессов перекисного окисления липидов. В нашей работе у обоих
исследованных штаммов, A. brasilense DSM 1690T и A. picis DSM 19922T,
концентрация ДК увеличилась в 1,5–2 раза в присутствии свинца (рис. 1).

Рис. 1. Концентрация диеновых конъюгатов у A. brasilense (А) и A. picis
(Б) без свинца и в его присутствии. Столбцы отражают значение концентрации
диеновых конъюгатов в мкмоль/мг белка.

Однако уровень GSH, напротив, незначительно понизился в образцах со
свинцом (рис. 2). Взаимодействие токсичных металлов с глутатионом (GSH)
является важной частью механизма нейтрализации многих ионов. Когда GSH
истощается под действием любого металла, системы синтеза начинают
производить больше GSH из цистеина через гамма-глутаминовый цикл. Однако,
если истощение продолжается из-за постоянного воздействия металлов, GSH
поступает неэффективно [7].

Влияние свинца на оксидативный статус...
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Рис. 2. Концентрация восстановленного глутатиона у A. brasilense (А) и
A. picis (Б) без свинца и в его присутствии. Столбцы отражают значение
концентрации восстановленного глутатиона в мкмоль/мг белка.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, судя по маркерам окислительного стресса можно сделать

вывод, что свинец оказывает влияние на оксидативный статус бактерий, вызывая
окислительный стресс, сопровождающийся перекисным окислением липидов
и понижением концентрации GSH.
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Проведен сравнительный анализ относительной обильности
различных бактериальных филумов у экспериментальных групп,
подвергнутых воздействию циклофосфомида для индукции
иммуносупрессии. Исследование показало значимые изменения
в составе микробиома. Эти изменения свидетельствуют о
нарушении микробиологического баланса и возможном
повышении рисков для здоровья птицы. В одной из групп
применяли интерферон для коррекции состояния. Было
установлено, что применение интерферона заметно снижает рост
числа потенциально патогенных микроорганизмов на фоне
иммуносупресии.

ВВЕДЕНИЕ
Жёлудочно-кишечный тракт домашней птицы является средой

обитания около 400 видов бактерий. Основополагающими представителями
микрофлоры желудочно-кишечного тракта являются такие бактерии, как
бифидобактерии, лактобактерии и бактероиды, составляющие около 90%
нормальной микрофлоры [4]. Интенсификация птицеводства повышает
продуктивность, но также увеличивает чувствительность к стрессам, что может
отрицательно сказаться на здоровье птиц и экономике отрасли [1].

Иммунодефицит у сельскохозяйственных птиц представляет собой
серьезную проблему, снижающую устойчивость организма к патогенным
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микробам. Причинами могут быть генетическая предрасположенность,
неблагоприятные условия и недостаток витаминов. Это приводит к высокой
чувствительности к инфекциям и замедлению роста [2].

Иммуносупрессия — подавление активности иммунной системы из-за
болезней, стресса или плохого питания — также снижает нагрузку на функции
организма [3]. Применение интерферонов может играть роль при пониженном
иммунитете, так как они усиливают стабилизацию. Однако лечение должно
проводиться под контролем врача, так как его эффективность зависит от
состояния иммунной системы перед началом терапии [5].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили образцы содержимого кишечника

бройлеров (Gallus gallus domesticus) возраста 16 суток. Бройлеры были
поделены на группы: «Контроль», «Циклофосфомид» (бройлеры, которым
внутрибрюшинно вводили циклофосфомид), «Интерферон» (бройлеры,
которым внутрибрюшинно вводили циклофосфомид и интерферон).
Циклофосфомид использовали для моделирования иммуносупрессии.

Выделение ДНК осуществляли комплектом реагентов ПРОБА-ГС
(ДНК-технология, Россия).

ПЦР-анализ проводили на приборе «Bio-Rad CFX96TM Real-Time
System» с добавлением красителя SYBR Green. В пробирке объемом 0,2 мл
смешивались следующие компоненты: деионизированная вода – 12 мкл; ДНК-
матрица – 2 мкл; прямой праймер – 1 мкл; обратный праймер – 1 мкл; 5X
qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия) – 4 мкл. Был использован следующий
температурный цикл: первоначальный прогрев при 95 °С – 2 мин; 39 циклов
вида: денатурация при 95 °С в течение 30 сек; отжиг праймеров при 51 °С в
течение 30 сек; элонгация цепи при 72 °С в течение 45 сек; инкубирование
смеси при 72 °С в течение 5 мин. Для анализа микробиома использовали
праймеры согласно Yun-Wen Yang, 2015.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Был проведен анализ бактериальных филумов с помощью ПЦР в
реальном времени.

Влияние интерерона на кишечную микробиоту...
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На рисунке 1 показана относительная обильность бактерий Bacteroidetes.

Рис. 1. Относительная обильность филума Bacteroidetes. *- различия
статистически достоверны (p<0,05).

Наблюдали тенденцию уменьшения на 40% бактерий филума
Bacteroidetes у группы интерферон и тенденцию увеличения на 30% количества
бактерий этого филума у группы циклофосфамид.

На рисунке 2 показана относительная обильность бактерий филума
Actinobacteria.

Рис. 2. Относительная обильность филума Actinobacteria. * - различия
по отношению к группе «Здоровые» статистически достоверны (p<0,05).

Наблюдается увеличение количества бактерий филума Actinobacteria у
группы интерферон в 5 раз, и у группы циклофосфамид в 2 раза. На рисунке 3
показана относительная обильность филума Deferribacteres.

На 80% уменьшилось относительное содержание филума Deferribacteres
у группы циклофосфамид.

На рисунке 4 показана относительная обильность филума
Saccharibacteria.

Трапезникова Е.И. , Плютина О.А., Антоненкова А.А.  и др.
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Рис. 3. Относительная обильность филума Deferribacteres. *- различия
по отношению к группе «Здоровые» статистически достоверны (p<0,05).

Рис. 4. Относительная обильность филума Saccharibacteria. *- различия
по отношению к группе «Здоровые» статистически достоверны (p<0,05).

Наблюдалось снижение на 93 % у группы циклофосфамид бактерий
филума Saccharibacteria.

Рис. 5. Относительная обильность филума Verrucomicrobia. *- различия
по отношению к группе «Здоровые» статистически достоверны (p<0,05).

Влияние интерерона на кишечную микробиоту...
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На рисунке 5 показана относительная обильность филума
Verrucomicrobia.

Было показано, что на 70% снижается содержание Verrucomicrobia у
группы циклофосфамид по отношению к группе «Здоровые».

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Были выявлены изменения в микробиоме в группах «Интерферон» и

«Циклофосфамид». Применение интерферона может снизить риск
воспалительных процессов и их последствий. У группы «Интерферон»
зафиксировано пятикратное увеличение Actinobacteria, тогда как у группы
циклофосфамида — двукратное, что положительно сказывается на нормальной
микрофлоре. Численность Deferribacteres  снизилась в группе
«Циклофосфамид», что может отражать воспалительные процессы в кишечнике,
в группе «Интерферон» изменений не отмечено. Снижение Verrucomicrobia в
группе «Циклофосфамид» может сигнализировать об изменениях в
функционировании слизистого барьера кишечника.

Таким образом, исследование демонстрирует, что интерферон способен
влиять на качественный и количественный состав микробиома кишечника
птицы.
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Ясень обыкновенный  - одна из самых ценных лиственных пород
европейской части России -   оказался подвержен заражению
инвазивным видом изумрудной златки (Agrilus planipennis). Группа
исследователей, изучив устойчивые к златке ясени, выделила гены,
которые контролируют  синтез защитных веществ. Используя
такой подход, можно сохранить популяции ясеней, применив
межвидовую гибридизацию, геномное редактирование и селекцию
для создания ясеней, устойчивых к златке.

  ВВЕДЕНИЕ
Ясень обыкновенный (Fraxinus excelsior)  - является одной из самых

ценных лиственных пород европейской части России. Его можно встретить в
лесах и парках, в посадках вдоль автомобильных и железных дорог.  Родина
ясеня обыкновенного — это Европа и Закавказье. В России он произрастает  в
Европейской части, в Поволжье, Центрально-Черноземном районе  и на
Северном Кавказе в широколиственных и смешанных лесах, чаще на опушках
или светлых полянах.  Благодаря своей упругой древесине и  мощной  корневой
системе, которая скрепляет частички почвы - это главная порода в лесозащитных
полосах, ветрозащите и мелиорации. Древесина ясеня обыкновенного обладает
ценными характеристиками и   не уступает древесине дуба по твердости,
богатству текстуры и прочности. Поэтому  применяется в производстве  дорогой
мебели,  паркетов,  деталей машин и самолетов.  А такое свойство, как
упругость, подходит для производства спортивного инвентаря.  В то же время
ясень очень декоративен, поэтому широко применяется  в озеленении
населенных пунктов, в садово-парковых ансамблях, аллейной посадке.
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Стойкость ясеня к внешним воздействиям определяет возможность его высадки
на уплотнённых почвах, в местах загрязнения воздуха пылью, копотью,
вредными газами — в городских садах, парках, вдоль железных дорог [1].

Но завезенная из Восточной Азии изумрудная златка (Agrilus planipennis)
представляет серьезную угрозу для европейских ясеней (Fraxinus excelsior), не
приспособленных к противоборству с этим инвазивным  вредителем.

ОБСУЖДЕНИЕ
В России популяция  златки изумрудной быстро распространилась на

ряд областей - это Белгород, Брянск, Владимир, Волгоград, Воронеж, Калуга,
Курск, Липецк, Москва, Орёл, Рязань, Смоленск, Тамбов, Тула, Тверь,
Ярославль. Так, в Воронежской области,  по данным реестров  Государственного
Лесопатологического Мониторинга (ГЛПМ), площади, поврежденные златкой
(чистые и смешанные насаждения), составляют почти 13 тыс. га, из которых
погибшие насаждения занимают около 400 га [2, 3, 4].

 Повреждение заражённых деревьев происходит в результате питания
личинок. Самки откладывают яйца в щели и трещины  коры, поэтому им
необходима полноценная, сформированная и достаточно толстая кора уже
взрослых деревьев. Личинки питаются древесиной под корой ясеня (Fraxinus)
в течение одного-двух лет. Яйца мелкие овальные, 1 Ч 0,6 мм. Длина кремово-
белых личинок значительно превосходит размер имаго и достигает 3 см (от 26
до 32 мм). Они прогрызают флоэму и питаются сосудистым камбием, нарушая
транспортировку сахаров и воды [5]. Змеевидные кормовые ходы личинок
эффективно опоясывают и тем самым убивают дерево, поскольку оно больше
не может транспортировать достаточное количество воды и питательных
веществ к листьям, чтобы выжить [6, 7].

Одним из способов сохранения насаждений ясеня  европейского
(Fraxinus excelsior), может стать  создание деревьев,  устойчивых  к
повреждению златкой. На  Дальнем Востоке и севере Восточной Азии,
существуют виды ясеней, которые обладают устойчивостью к изумрудной
златке. Так как они эволюционировали вместе с изумрудной златкой  и
приспособились сосуществовать с ней. Изумрудные златки (Agrilus
planipennis), широко распространенные на востоке России и Китая, в своём
естественном ареале обычно поражают старые и больные ясени,  при этом  не
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затрагивая здоровые деревья [8,9,10]. Чтобы выявить виды ясеней, устойчивых
к узкотелой изумрудной златке (Agrilus planipennis), ученые использовали метод
прикрепления к их коре яиц этой златки и наблюдали за развитием и состоянием
подопытных деревьев.  У устойчивых видов ясеня наблюдали гибель личинок,
когда те проникали в их стволы, а восприимчивые сами погибали от внутренних
поражений, которые наносили растущие насекомые [11,12]. Таким методом
было выявлено шесть  устойчивых к вредителю видов ясеня, при этом все они
родом из Восточной Азии. Это  плосконожковые, китайские, манчжурские ясени
и еще три  других вида азиатских ясеней, которые “не позволили” личинкам
достичь последних стадий развития. Изучив генеалогические  взаимоотношения
26 видов и подвидов ясеней,  исследователи пришли к выводу, что некоторые
из устойчивых видов азиатских ясеней  оказались ближайшими  родственниками
уязвимых видов из Европы [13,14]. Так же было выявлено, что способность
противостоять изумрудной златке трижды независимо возникала
в роде Fraxinus. Это дает надежду на создание гибридных ясеней, которые могут
спасти популяции этих деревьев, а так же позволит ученым найти гены
устойчивости. Авторами были выявлены похожие места в генетических
последовательностях резистентных видов, которые отличались от таковых в
восприимчивых. И таким методом были обнаружены гены, связанные с
устойчивостью к действиям насекомых - вредителей [15, 16, 17]. Всего
молекулярными генетиками было изучено 53 гена-кандидата, которые,
возможно, помогают азиатским ясеням обороняться от жуков. Из них 48 генов
независимо возникли в трех эволюционных линиях. Семь генов участвуют
в синтезе защитных веществ фенилпропаноидов – активных против насекомых
-  вредителей,  а еще семнадцать связаны с распознаванием вредных насекомых,
и передачей защитных сигналов  для активации генов, контролирующих
выработку фенилпропаноидов [17, 18, 19]. Выявление генетической основы
признака устойчивости деревьев к насекомым – вредителям, его молекулярное
маркирование  способствует селекционному процессу.

Виды ясеней, произрастающие в  европейской части России и в
Восточной Европе, сталкиваются еще с дополнительной угрозой в виде
аскомицетового гриба Hymenoscyphus fraxineus. Это патогенный вид грибов,
входящий в род Hymenoscyphus, входящий в порядок Гелоциевые, который
вызывает грибковое заболевание  - суховершинность у ясеня. Гриб был впервые
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научно описан в 2006 году под названием Chalara fraxinea. В 2009 году было
обнаружено, что Chalara fraxinea является бесполой стадией гриба, который
впоследствии был назван Hymenoscyphus pseudoalbidus, а затем переименован
в Hymenoscyphus fraxineus. H. fraxineus является возбудителем смертельного
заболевания ясеня, известного как усыхание ясеня, названного так из-за
усыхания кроны, вызванного этим заболеванием [20]. Симптомы заболевания
проявляются на стволах, ветках и побегах ясеня в виде темных вытянутых
некротических пятен, которые могут расширяться и окольцовывать побеги, что
приводит к  увяданию листьев и  усыханию  побегов, особенно на верхушке
дерева. На стволах деревьев пятна имеют характер язв, однако выделение
экссудата не наблюдалось. Спороношения на поверхности пораженных органов
также не обнаруживали. При продольном и радиальном рассечении пораженных
участков видна ксилема, окрашенная в серый или иногда в коричневатый цвет.
Отмечались случаи гибели деревьев, а также хроническая форма болезни.
Болезнь быстро распространяется по континенту и в настоящее время
возбудитель обнаружен в России, Западной и Восточной Европе. Деревья
европейского ясеня, заражённые H. fraxineus, по оценкам, погибают в 85%
случаев на плантациях и в 69% случаев в лесных массивах [21]. В первую
очередь это затронуло популяции европейского или обыкновенного ясеня
(Fraxinus excelsior). Кроме ясеня обыкновенного (Fraxinus excelsior)  патоген
поражает  ясень узколистный (F. angustifolia) [22].

Генетика может стать важным инструментом в борьбе с угрозами,
которые представляют инвазивные вредители и патогены.  Выявление, анализ
и идентификация  генов, учавствующих в механизмах регуляции защиты от
насекомымых-вредителей и грибов-патогенов и, их кодирующих областей,
способствуют осуществлению селекции на устойчивость деревьев к болезням.
Европейский ясень (F. excelsior) на сегодняшний день обладает самым
непрерывным и хорошо аннотированным геномом среди ясеней, состоящим
из 89 514 ядерных каркасов и 38 852 генов, кодирующих белки [23].  Геномы,
аннотированные на уровне каркасов или контигов, также доступны для 26
других видов  Fraxinus. Изучено влияние стрессовых факторов на экспрессию
генов у деревьев,  и 1201 молекулярный маркер стрессоустойчивости у ясеня
пансильванского. Проведено исследование  генетических связей  ясеня
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пансильванского  и европейского [24]. Выявление молекулярной конвергенции
может быть эффективным подходом к обнаружению локусов, лежащих в основе
адаптивных признаков, которые независимо развивались в разных линиях. В
пределах рода  Fraxinus (ясень) низкая восприимчивость к грибковому
патогену Hymenoscyphus fraxineus, возбудителю эпидемии усыхания ясеня
(ADB), наблюдается в трёх независимых линиях известных или вероятных
естественных хозяев [25].  Виды ясеня по всему миру различаются по уровню
восприимчивости к данным вредителям и патогенам, и межвидовая
гибридизация ясеней может позволить передавать устойчивость между видами.
Для селекции и создания устойчивых к болезням межвидовых гибридов ясеня
 необходимо использовать это генетическое разнообразие, точно
идентифицировать виды ясеня со всего мира. Но многие виды ясеня трудно
идентифицировать только по морфологическим признакам, это приводит к
ошибочной их маркировке в живых коллекциях. Для решения данного вопроса
группой  исследователей была  разработана  система  генетического штрих-
кодирования видов ясеня и проведена серия экспериментов по гибридизации
европейского ясеня с другими видами. Удалось получить десять широколистных
гибридных растений: два гибрида  F. Pennsylvanica * F. excelsior и восемь
гибридов F. Ornus *F. Excelsior и  F. latifolia.* F. Excelsior.  По одному гибриду
из каждого скрещивания пережили естественное заражение патогеном,
вызывающим усыхание ясеня. Эти открытия способствуют сохранению
глобального разнообразия видов ясеней в ответ на появление чужеродных
вредителей и патогенов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты позволяют предположить, что для сохранения

европейских ясеней, подверженных риску поражения изумрудной златкой и
патогенными грибами, можно будет применить  редактирование генома,
межвидовую гибридизацию и последующую селекцию. Воспользовавшись
данными методами, можно  предотвратить вымирание этих деревьев
и восстановить их популяции в районах, которые уже пострадали от нашествия
инвазивных  патогенов и вредителей.
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Инфицирование животных вирусом лейкоза кошачьих (ВЛК)
приводит к патологическим изменениям в количественном и
качественном составе клеток крови в зависимости от
продолжительности и тяжести воспалительного процесса и стадии
инфицирования. Нарушение работы некоторых органов и систем,
жизнедеятельности и функциональной активности их клеток,
связанные, в том числе, с физиологическими особенностями
кошачьих, отражаются в изменениях показателей метаболизма
животных.

ВВЕДЕНИЕ
Вирусный лейкоз у кошек или вирусная лейкемия – инфекционное

заболевание, поражающее иммунную систему, органы кроветворения и
вызывающее рост опухолей [1]. Патология может протекать скрыто, подавляя
резистентность организма и маскируясь под инфекции, возникшие на фоне
иммуносупрессии (угнетения иммунитета). Кроме того, кошка становится
носителем вируса, выделяет его во внешнюю среду, заражая других
животных. ВЛК инфицирует преимущественно иммунокомпетентные клетки,
такие как лейкоциты крови, клетки лимфоидных органов (лимфоузлы, селезенка
и другие), а так же иммунные клетки в органах (тканевые макрофаги, например
клетки Купфера в печени).

При остром воспалительном процессе иммунного ответа наблюдается
увеличение количества некоторых типов лейкоцитов, в частности лимфоцитов
и эозинофилов. Первые из них отвечают за иммунный ответ, выделяют антитела,
регуляторы иммунного ответа (цитокины, медиаторы воспаления), вторые в
своих гранулах содержат активные белки, обладающие цитотоксическим
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действием против зараженных клеток, цитокины иммунного ответа и другие.
Активация иммунитета в процессе воспалительной реакции в ответ на

инфицирование вирусом лейкоза кошачьих приводит к усилению метаболизма
с синтезом специфических белковых молекул, таких как иммуноглобулины
(антитела, медиаторы воспаления, факторы роста отдельных
иммунокомпетентных клеток, цитокинов), обеспечение высокоэнергетических
молекул для обеспечения энергией необходимых биохимических реакций.

В то же время, в начале воспалительной реакции и иммунного ответа
синтезируются вещества активаторы, такие как простагландины и лейкотриены
— производные арахидоновой кислоты. Арахидоновая кислота является одним
из основных строительных элементов клеточной мембраны в соединении с
холестеролом. Для кошек, как высокоорганизованных  хищников, арахидоновая
кислота является незаменимой, и они получают ее только извне, с пищей [2].
Во время острой стадии воспалительной реакции у животных снижен аппетит
и поступление необходимых питательных веществ нарушено. Для восполнения
необходимых молекул организм использует внутренние резервы, в частности,
источником арахидоновой кислоты могут служить сложные эфиры холестерола
и жирных кислот клеточной мембраны.

В результате инфицирования животных вирусом лейкоза кошачьих и
последующего иммунного ответа с развитием воспалительной реакции в
организме кошек происходят морфологические изменения клеток крови и
биохимические показатели, которые отражают функциональные особенности
органов и систем.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Материалом для исследования являлись цельная

кровь и сыворотка крови инфицированных и не инфицированных вирусом
лейкоза кошачьих животных.

Цельную кровь брали из лучевой вены в вакуумные пробирки с
антикоагулянтом (К2ЭДТА), сыворотку получали из крови, взятой из лучевой
вены в вакуумные пробирки с активатором свертывания и разделительным гелем
с последующим центрифугированием при 2500 об/мин в течение 10 минут.

Показатели состава крови исследовали при помощи автоматического
гематологического анализатора Mindray BC-2800 vet с реагентами согласно
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инструкции производителя. Для определения форменных элементов крови
делали мазок капли цельной крови объемом 10 мкл на подготовленном
предметном стекле. После фиксации раствором метанола и высушивании на
воздухе, мазок окрашивали при помощи набора для окрашивания Лейкодифф
(Lachema, Чехия). Микроскопию проводили при помощи светового микроскопа
Микроскоп МИКМЕД 5 (Микромед, Россия) под иммерсионным маслом при
увеличении окуляр 10Х, объектив 100х1,25ми.

Подтверждение наличия вируса лейкоза в крови кошек проводили при
помощи ПЦР на амплификаторе ДТПрайм (ДНК-Технология) в реальном
времени с использованием диагностических тест-систем на определение ДНК-
провируса лейкоза кошек (Фрактал Био, Россия).

Активность ферментов (аланинаминотрансфераза,
аспартатаминотрансфераза, щелочная фосфатаза, гамма-глутамилтрансфераза)
и концентрацию метаболитов (мочевина, креатинин, холестерол, общий белок,
альбумин) определяли в сыворотке крови на автоматическом биохимическом
анализаторе DIRUI CS-300B с применением наборов для определения
активности ферментов и метаболитов по инструкциям производителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе проведения молекулярно-генетического анализа (ПЦР в реальном

времени) были отобраны образцы животных, инфицированных (20 особей) и
неинфицированных (20 особей) вирусом лейкоза кошачьих.

В результате проведенных исследований выяснили, что основные
биохимические показатели состояния органов и их систем, уровень метаболитов
липидного и белкового обмена у животных, инфицированных вирусом лейкоза
кошек, изменяются по сравнению с неинфицированными животными и с
физиологическими нормами (Табл. 1).

Повышение основных трансаминирующих ферментов (АЛАТ, АСАТ,
ГГТ) и ЩФ свидетельствует об интенсивных катаболических реакциях в
условиях воспалительного стресса и снижения поступления питательных
веществ извне. Нагрузка на клетки печени приводит к угнетению синтетической
функции — снижение сывороточного альбумина, и нейтрализующей —
повышение концентрации мочевины, как продукта распада аминокислот.
Увеличение концентрации холестерола указывает на разрушение клеточной
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мембраны в результате цитолиза инфицированных клеток, а так же выделения
из нее арахидоновой кислоты для продукции медиаторов воспаления.

Таблица 1.
Биохимические показатели сыворотки крови

инфицированных и неинфицированных кошек

В результате проведенных морфологических исследований животных
с признаками, характерными для острого или хронического воспаления,
выявили изменения в эритроцитарном составе крови (Табл. 2). Общее
количество лейкоцитов у животных, инфицированных ВЛК, было разным: 2
животных были с признаками лейкоцитоза — 19,5х109 клеток и 18,4х109  клеток
при физиологической норме 5,5-18х109 клеток; 2 животных с признаками
лейкопении — 4,27х109 клеток и 5,1х109 клеток.

В составе форменных элементов крови (лейкоцитарная формула)
обнаружили следующие изменения:

- у животных, инфицированных ВЛК, сдвиг в лимфоцитарном профиле
— повышение относительного количества лимфоцитов до 65% при
физиологической норме 20-45%, повышение количества эозинофилов до 15%
при физиологической норме до 4%, снижение количества сегментоядерных
нейтрофилов до 25-30% при физиологической норме 40-75%, отсутствие
палочкоядерных нейтрофилов, моноцитов. А также появление
слабодифференцированных и недифференцированных форм клеток с
признаками митоза (бластных форм клеток).

В результате инфицирования кошек вирусом лейкоза кошачьих в процессе
иммунного ответа с развитием воспалительной реакции изменяется
качественный и количественный состав клеток крови:

Морфологические и биохимические нарушения  ...



228

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

- повышается общее количество лейкоцитов, в основном за счет
повышения количества лимфоцитов, основных производителей медиаторов
воспаления, цитокинов, как регуляторов стадий иммунного ответа, и антител к
антигенам ВЛК.

- при длительном течении болезни, при истощении резервов организма,
в кровяном русле циркулируют юные формы клеток с низкой функциональной
активностью.

Таблица 2.
Состав крови исследуемых животных

Биохимические показатели сыворотки крови указывают на нарушение
обмена веществ, синтетической и антитоксической функции печени и
выделительной функции почек.
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Лечение вирусных инфекций включает в себя в том числе и
симптоматическую (поддерживающую) терапию. Во время
борьбы с инфекцией организм потребляет большое количество
ресурсов и энергии. Интенсивные процессы окисления
органических молекул с образованием высокоэнергетических
соединений могут приводить к истощению внутренних резервов
и повреждению структурных и функциональных компонентов
клеток. В условиях стресса, при потере аппетита, связанных с
течением заболевания, а так же учитывая физиологические
особенности у кошачьих, как облигатных хищников, необходимо
применение препаратов с незаменимыми жирными кислотами.

ВВЕДЕНИЕ
ВЛК инфицирует преимущественно иммунокомпетентные клетки, такие

как лейкоциты крови, клетки лимфоидных органов (лимфоузлы, селезенка и
другие), а так же иммунные клетки в органах (тканевые макрофаги, например
клетки Купфера в печени).

Инфицирование вирусом лейкоза кошек запускает в организме животных
защитные механизмы. Первичный ответ включает в себя образование
медиаторов воспаления, специальных веществ, отвечающих за передачу
сигналов между клетками. Такими медиаторами являются простагландины,
лейкотриены и тромбоксаны. Предшественником медиаторов является
арахидоновая кислота – полиненасыщенная (омега-6) жирная кислота. В
организме арахидоновая кислота присутствует в составе липидов клеточных
стенок, миелоидных оболочек нервных волокон, фосфолипидов надпочечников.
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Большая часть поступает в организм с пищей, некоторые виды животных могут
синтезировать ее из незаменимой линолевой кислоты [1]. Однако у кошек синтез
арахидоной кислоты не происходит, так как у них не наблюдается или
значительно снижена активность ферментов Д5- и Д6-десатуразы. Поэтому для
кошек арахидоновая кислота является истинно незаменимой [2]. Необходимые
количества кислоты для синтеза медиаторов воспаления потребляются из
внутренних резервов организма, в результате этого при инфицировании и, как
следствие, снижения аппетита, арахидоновая кислота выводится из клеточных
стенок и других источников [3].

Тяжелый острый или длительный хронический процесс воспаления,
связанный с инфицированием вирусом лейкоза кошачьих, требует значительных
энергетических затрат и органических компонентов для синтеза защитных
белков и других соединений. В условиях стресса и голодания в организм
поступает ограниченное количество ресурсов, поэтому используются
внутренние запасы глюкозы, в виде гликогена в клетках печени, и незаменимых
полиненасыщенных жирных кислот.

Интенсивное потребление запасов энергетических и структурных
молекул и накопления продуктов клеточного метаболизма в результате
проходящих реакций приводят к повреждению функционально активных
компонентов клеток. Что в конечном итоге приводит их к гибели и усилению
патологических процессов в организме.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Материалом служила сыворотка крови

инфицированных вирусом лейкоза кошачьих животных. Животные (n=20) были
разделены на 2 группы по 10 особей, первой группе в качестве дополнительной
терапии применяли препарат липотон 5000 (ООО НПП «Агрофарм») в
рекомендованной производителем дозировке 0,1 мл/кг массы тела
внутримышечно 1 раз в день, вторая группа получала стандартную
противовирусную и симптоматическую терапию.

Кровь животных брали из лучевой вены в вакуумные пробирки с
активатором свертывания и разделительным гелем, для получения сыворотки
взятые пробы выдерживали при комнатной температуре в течение 30 минут

Мамедов Ш., Федосов Д.В.
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для образования сгустка, затем центрифугировали при 2500 об/мин в течение
10 минут.

Активность ферментов (аланинаминотрансфераза,
аспартатаминотрансфераза, щелочная фосфатаза, гамма-глутамилтрансфераза)
и концентрацию метаболитов (мочевина, креатинин, холестерол, общий белок,
альбумин) определяли в сыворотке крови на автоматическом биохимическом
анализаторе DIRUI CS-300B с применением наборов для определения
активности ферментов и метаболитов по инструкциям производителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
После установки диагноза, первичного исследования и применения в

качестве дополнительного средства липотона через 14 дней терапии у опытных
групп животных провели исследование биохимических показателей сыворотки
крови (Табл. 1).

 Таблица 1.
Изменение биохимических показателей сыворотки крови после

применения липотона у инфицированных животных

После применения липотона в качестве источника полиненасыщенных
жирных кислот у животных наблюдалось снижение активности ферментов,
концентрации метаболитов липидного и белкового обмена, а так же увеличение
содержания общего белка и альбумина.

Применение липотона в качестве источника полиненасыщенных жирных
кислот способствовало снижению поражения органов инфицированных
животных. Липотон – это липофильная фракция тканей плаценты свиней
растворенная в 1,2 пропиленгликоле. В его состав входят гексозы,

Применение препаратов полиненасыщенных жирных кислот ...
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фосфолипиды, триглицериды, ненасыщенные жирные кислоты, витамины,
микроэлементы. Полисахариды и триглицериды, входящие в состав липотона,
обеспечивают ткани питанием и энергией, улучшая углеводный и липидный
обмен.

Полиненасыщенные кислоты и фосфолипиды обладают
мембранопротекторными свойствами, регулируя проницаемость мембран,
активность мембраносвязанных ферментов, нормализуют процессы
окислительного фосфорилирования в клеточном метаболизме.
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ОЦЕНКА СОСТОЯНИЯ ГЕНЕРАТИВНОЙ СФЕРЫ

ИНТРОДУЦИРОВАННОЙ СОСНЫ БАНКСА В
ВОРОНЕЖСКОЙ ОБЛАСТИ

Чугреев М.Ю.

ФГБУ «Всероссийский научно-исследовательский институт лесной
генетики, селекции и биотехнологии»

Е-mail: michael.yurievich@yandex.ru

Представлены результаты исследования состояния генеративной
сферы деревьев сосны Банкса, произрастающих на территории
лесопаркового участка ФГБУ «ВНИИЛГИСбиотех».
Представлены фенофазы основных этапов развития генеративной
сферы. Определена жизнеспособность пыльцы, оценены уровни
адаптационного потенциала исследованных деревьев.

ВВЕДЕНИЕ
Сосна Банкса (Pinus banksiana Lamb.) – дерево 20-25 метров высотой и

диаметром ствола 0,5-1 м. Происходит из Северной Америки, где она
произрастает от равнин до склонов гор. Обладает достаточно твердой, легкой
древесиной, хорошо колется и гнется. Используется при производстве шпал и
целлюлозы, в качестве топлива, как источник фитонцидов для оздоровления.
Дерево очень выносливое, зимостойкое (до -50!), может расти на бедных
сыпучих песках, болотистых почвах, скалах. Вид перспективен практически
для всей территории Российской Федерации [1]. Представляет интерес в
качестве декоративного растения для озеленения парков и скверов.

Растения-интродуценты, произрастая вне границ естественного ареала,
испытывают дополнительный стресс. Это может привести к повышению
чувствительности к неблагоприятным факторам. Под их воздействием могут
нарушаться процессы формирования и развития генеративных структур,
вызывая аномалии строения и прорастания пыльцевых зерен [2].

Изучение состояния генеративной сферы растений в новых для них
условиях позволяет оценить экологический потенциал вида и степень влияния
на него различных стрессовых факторов.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучались деревья сосны Банкса возрастом около 10 (молодое) и около

30 лет (взрослое), произрастающие в условиях лесопаркового участка
экспериментально-показательного дендрария ВНИИЛГИСбиотех (ЭПД).

При проведении фенологических наблюдений регистрировались
следующие фенофазы: начало набухания почек, разверзание генеративных
почек, начало и окончание пыления микростробилов, либо рецептивной фазы
макростробилов. Оценивалась интенсивность образования микро- и
макростробилов по 5-бальной шкале [3]. Вычислялись суммы эффективных
температур (ЭТ) выше 5°С, приходящихся на основные фенофазы [4].

Микростробилы собирались незадолго до начала пыления,
просушивались. Полученная пыльца просеивалась и хранилась до
проращивания в пробирках при +4оС. Проращивание пыльцы осуществлялось
на искусственной питательной среде [5] в течение 72 часов, при стандартной
(+27оС) [6] или повышенной (+35оС) температурах культивирования. Анализ
опытов проводился с помощью тринокулярного микроскопа «Ziess Primo Star».
Подсчитывалось число проросших и непроросших пыльцевых зерен,
вычислялась жизнеспособность пыльцы, отмечались встречающиеся аномалии.
Различия в числе проросших при разной температуре пыльцевых зерен
использовались для оценки адаптационного потенциала изучаемых деревьев.
Проводился дисперсионный анализ полученных результатов.

Статистическая обработка проводилась с использованием пакета анализа
данных программного продукта Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Метеоусловия весны 2024 года были сложными: теплый март, очень

теплые апрель и первые числа мая, сменившиеся заморозком и похолоданием,
длившимся до начала третьей декады мая, а также малое число осадков в
весенние месяцы, компенсированное обильными осадками с октября по январь.

Набухание почек и начало удлинения побега сосен Банкса отмечались в
середине второй декаде апреля, при накоплении суммы ЭТ в 173,9оС, близкой
к предыдущему году исследования, но достигнутой раньше на 2 календарные
недели. Разверзание генеративных почек началось 18 апреля (сумма ЭТ 202,9оС).
Пыление микростробилов и рецептивная фаза макростробилов сосны Банкса

Чугреев М.Ю.
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начались 3 мая при сумме ЭТ 342,7оС, продолжались 3-4 дня и пришлись на
время похолодания. На исследованных деревьях количество микростробилов
можно оценить на 4 балла, макростробилов – на 3. У взрослого дерева
наблюдалась озимь, ее количество можно оценить на 2 бала.

Качество пыльцы при стандартной температуре культивирования было
высоким. Взрослое дерево имело несколько большее значение
жизнеспособности (92,5±0,9оС), чем молодое (85,0±2,4оС). Повышение
температуры культивирования не привело к статистически достоверному
изменению числа проросших пыльцевых зерен: у взрослого дерева проросло
90,5±2,6% пыльцы, у молодого – 87,0±2,4%. Значимые различия между
деревьями разного возраста при этом перестали наблюдаться.

Это подтверждается однофакторным дисперсионным анализом: при
стандартной температуре проращивания Р-значение составило 2,06*10-4, при
повышенной – 0,158. Двухфакторный дисперсионный анализ показал, в целом,
отсутствие достоверных различий между образцами и между разными
температурами культивирования (Р-значение составило 0,222 и 1,0
соответственно). Это значит, что у изученных деревьев сосны Банкса в 2024
году адаптационный потенциал был высоким.

Среди аномалий строения и прорастания пыльцы у сосны Банкса
встречались: оптически пустые, деформированные пыльцевые зерна,
двусторонне проросшие, образующие вздутия и ветвления пыльцевые трубки.
По встречаемости аномалий различий между деревьями не наблюдалось.
Повышение температуры культивирования увеличивало число пыльцевых
трубок с вздутиями на конце.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
У сосны Банкса в 2024 году наблюдался сдвиг наступления фенофаз

развития генеративной сферы на более ранние сроки, вызванный превышением
температур марта-апреля относительно среднемноголетней нормы и более
быстрым накоплением суммы эффективных температур. На показатели качества
пыльцы метеоусловия года наблюдений не оказали существенного влияния –
жизнеспособность пыльцы вне зависимости от возраста изученных деревьев
была высокой. Уровни адаптационного потенциала изученных деревьев к
неблагоприятным факторам окружающей среды были высоки и не только не

Оценка состояния генеративной сферы ...
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позволили климатическому стрессу серьезно повредить генеративную сферу, а
также оставили возможность пыльце адаптироваться к повышенному
температурному режиму проращивания в ходе выполненных экспериментов и
сохранить стабильно высокое качество и в таких условиях.

На основании этого можно сделать вывод, что сосна Банкса хорошо
приспособлена к условиям произрастания в Воронежской области и способна
даже перенести некоторые стрессовые погодные явления.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГЕНА-ПРЕДШЕСТВЕННИКА
PRE-MIR165A В ГЕНОМЕ КУКУРУЗЫ
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Проведена идентификация гена-предшественника зрелой miR165a
методом ПЦР со специфическими праймерами и последующей
идентификацией нуклеотидной последовательности ампликона
секвенированием по Сэнгеру. Биоинформатический анализ
нуклеотидной последовательности транскрипта собственного гена
микроРНК показал идентичность с геном zm-miR166,
кодирующего семейство микроРНК miR165/166.

ВВЕДЕНИЕ
МикроРНК (миРНК) — это небольшие некодирующие молекулы

размером 20-22 п.н., которые регулируют экспрессию генов на
транскрипционном и посттранскрипционном уровне. Благодаря своему
воздействию на широкий спектр биологических процессов, включая рост,
развитие и реакцию на стресс, они являются незаменимыми ключевыми
элементами клеточной жизни [2, 3].

На данный момент описано несколько тысяч микроРНК, среди которых
есть светозависимые, в том числе и miR165a [4]. Одной из главных ролей
микроРНК считается присоединение в составе RISC комплекса к 3'-
нетранслируемому концу мРНК, в ходе которого деградируется последняя или
блокируется процесс трансляции [8].

Гены микроРНК в зависимости от их локализации относительно
элементов генома можно отнести к межгенным, интронным и экзонным. Около
50% генов известных микроРНК расположены внутри белок-кодирующих и
белок-некодирующих областей (гены-хозяева), по большей части в интронах и
реже в экзонах [7].

Особое внимание следует уделить механизму формирования зрелой
микроРНК. На сегодняшний момент принято выделять несколько источников,
детерминирующих miR. Одним из таких вариантов является наличие в геноме
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организма собственного гена для конкретной микроРНК. Кроме того,
предшественниками могут выступать кодирующие и некодирующие части генов,
в частности, интроны и экзоны.  Новые гены микроРНК образуются или в
результате дупликации существующих генов микроРНК (так происходит в
большинстве случаев), или de novo из шпилечных структур, расположенных
внутри интронов или межгенных областей [5].

Рис. 1. Схема биогенеза зрелой микроРНК в геноме организма с
этапом формирования предшесвенника (pre-miR).

Структуры de novo возникают посредством различных механизмов: 1)
инвертированной дупликации гена, который впоследствии станет мишенью
микроРНК; 2) из генов транспозонов; 3) спонтанной эволюции из случайных
последовательностей. Наиболее распространенный путь биогенеза микроРНК
получил название канонического. Помимо него, описаны другие пути образования
микроРНК, в которых участвуют другие белки и пропущены один или несколько
этапов канонического биогенеза; их называют неканоническими [6].

С момента первого описания микроРНК у Caenorhabditis elegans было
разработано множество различных методов для идентификации как микроРНК,
так и их предшественников, образующихся в ходе транскрипции собственного
гена miR или процесса сплайсинга пре-мРНК. В более ранних исследованиях
многие микроРНК, их гены-мишени, а также предшественники  были
идентифицированы с помощью нескольких экспериментальных подходов,
включая клонирование, опосредованную расщеплением-лигированием  и
генетический скрининг. Несмотря на эффективность таких экспериментальных
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методов обнаружения, они требуют значительных затрат времени, труда и
средств, поэтому не подходят для высокопроизводительных и комплексных
исследований. В последнее время точность вычислительных подходов для
прогнозирования пре-микроРНК значительно возросла. Большинство из них
основаны на алгоритмах машинного обучения (ML) или статистических
моделях. Но, несмотря на столь широкое разнообразие способов
идентификации, устоявшийся метод секвенирования по Сэнгеру является
наиболее надёжным способом обнаружения транскриптов и исторически
представляет собой золотой стандарт для проектов по аннотированию как
микроРНК, его предшественников, так и генома в целом [2]. Неизученным
остается вопрос формирования предшественника (pre-miR) miR165a на основе
транскрипции собственного гена.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Листья 14-дневной кукурузы (Zea mays L.), которая была выращена

гидропонным способом при 12 часовом свете. При выращивании интенсивность
света составляла 90 мкмоль квантов · м-2·с-1.

Выделение суммарной РНК из растительных образцов осуществляли
методом фенол-хлороформной экстракции, с применением специфического
осадителя 12М LiCl. Для получения кДНК анализируемой микроРНК проводили
обратную транскрипцию с набором MMLV (СибЭнзим, Россия) с random
праймером.

Полимеразную цепную реакцию с генспецифичными праймерами к pre-
miR  проводили с помощью набора реактивов 5X qPCRmix-HS  (Евроген,
Россия) на приборе Mini AMP Thermal cycler (Thermo Fisher, США).

Нуклеотидный состав праймеров pre-mir: прямой - 5'
GAGGGGAATGTTGTCTGGCT 3'; обратный – 5'
GCCTGGTCCGAGATCTACAC 3'. Параметры амплификации были следующие:
предварительная денатурация – 95 0С 5 минут, цикл – 95 0С - 30 сек., 58 0С -  30
сек., 72 0С - 30 сек. (детекция), финальная элонгация – 72 0С - 10 минут.

Качественный анализ ПЦР-продукта проводили путем
электрофоретического исследования в геле 2% агарозы. Красителем выступал
бромистый этидий.

Идентификация гена-предшественника pre-miR165a  ...
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Очистку ампликона осуществляли методом электрофореза в 2%-ном
агарозном геле с помощью 10 % PVP. Очищенный ампликон секвенировали в
компании ЗАО «Евроген» по методу Сэнгера на автоматическом секвенаторе
3500хL Applied Biosystems.

Опыты проводили в 3-4-кратной повторности, аналитические
определения для каждой пробы осуществляли в трех повторностях.
Представленные в работе различия статистически достоверны (p<0.05) [1].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Разработанные праймеры на основе петлевой последовательности,
формируемой при созревании miR165a, использовали для постановки ПЦР с
кДНК из листьев кукурузы. В результате проведения ПЦР анализа со
специфичными праймерами был получен ПЦР-продукт размером
приблизительно 200 п.н. (рис. 1).

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продукта с праймерами к гену-
предшесвеннику miR165.

После очистки ампликона установлена нуклеотидная
последовательность потенциального предшественника miR165a методом
Сэнгера. Размер потенциального предшественника miR165a составлял 176 п.н.,
что соответствует показателям, которые были определены в ходе
электрофоретического метода. Сравнительный анализ ампликона с
последовательностями базы данных NCBI показал высокий уровень сходства с
геном zm-miR166, кодирующим семейство микроРНК miR165/166 (рис. 2).
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Рис. 2. Нуклеотидная последовательность ампликона со
специфическими праймерами к гену-предшественнику miR165a.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведения ПЦР анализа со специфичными праймерами

был получен ПЦР-продукт размером приблизительно 200 п.н. После очистки
ампликона установлена нуклеотидная последовательность потенциального
предшественника miR165a методом Сэнгера. Таким образом, в результате
исследования была проведена идентификация гена-предшественника микроРНК
(pre-miR165a).
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УДК 57.084.1
ВЛИЯНИЕ МИЛДРОНАТА И L-КАРНИТИНА НА

ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ ЭРИТРОЦИТОВ НА
ФОНЕ ИСТОЩАЮЩИХ ФИЗИЧЕСКИХ НАГРУЗОК

Чурсина Д.Т., Кокина А.В., Садовникова И.С., Калаев В.Н.,
Гуреев А.П.

Воронежский государственный университет, Воронеж

Работа посвящена оценке влияния избыточных физических
нагрузок при применении милдроната и L-карнитина на
дисфункции эритроцитов и изменение параметра глюкозы.

ВВЕДЕНИЕ
Физические нагрузки оказывают положительное влияние на организм

человека, способствуя активации кровообращения, поддержанию
функционального состояния мышц и суставов, а также сохранению их
подвижности. Однако некорректная дозировка или неадекватный режим
физической активности могут привести к патологическим изменениям, включая
нарушения гемопоэза и дисфункцию системы крови [5].

По своей природе интенсивные физические нагрузки носят анаэробный
характер, что сопровождается развитием гипоксии вследствие несоответствия
между потребностью тканей в кислороде и его доставкой. Данное состояние
может индуцировать гемолиз эритроцитов, обусловленный оксидативным
стрессом и механическим повреждением клеточных мембран при повышенной
нагрузке на систему микроциркуляции. Избыточные физические нагрузки
способны индуцировать повреждение элементов крови, в частности
эритроцитов, что связано с их ключевой ролью в кислородтранспортной
функции. Поскольку эритроциты подвержены механическому стрессу при
интенсивной гемодинамической нагрузке, а также оксидативному повреждению
вследствие гипоксии, их деструкция может приводить к нарушению
кислородного обеспечения тканей [1].

Милдронат и L-карнитин потенциально способны модулировать
функциональную активность эритроцитов, снижая степень их повреждения за
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счет модуляции метаболизма. Для подтверждения данного эффекта необходимо
детальное изучение влияния этих препаратов на реологические свойства крови,
антиоксидантную защиту и энергетический метаболизм эритроцитов, а также
выявление возможных корреляций между их применением и динамикой
биохимических маркеров гемолиза [2]. Целью данного исследования является
изучение милдроната и L-карнитина на функциональную целостность
эритроцитов в крови мышей, их структурные изменение и возможное влияние
метаболических препаратов на них.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовали 30 самцов мышей линии

C57BL/6. Мыши были разделены 4 группы: контроль – группа, которая не
подвергалась физическим нагрузкам и не получала метаболические препараты;
физ. нагрузки – группа, которая подвергалась принудительному плаванию в
течение 30 минут ежедневно, в течение 7 дней; физ. нагрузки + милдронат –
группа, которая подвергалась принудительному плаванию и регулярно
принимала милдронат в дозе 200мг/кг. Плав+ L-карнитин - группа, которая
подвергалась принудительному плаванию и регулярно принимала L-карнитин
в дозе 200мг/кг.

Кровь для исследования отбиралась у мышей путём пункции ретро
орбитального синуса с предшествующим добавление цитрата натрия в шприц
для предотвращения сворачивания крови. На предметное стекло добавлялось
3,7 мкл крови, после чего шпателем делался ровный монослой. Мазок высыхал
до матового слоя и покрывался метиловым спиртом для закрепления. После
высыхания предметное стекло с мазком погружалось в краситель для
окрашивания на 15 минут. Краситель смывался под проточной водой. Мазки
исследовались после полного высыхания с использованием светового
микроскопа «Микмед-6 ЛОМО» страны производителя Россия. Уровень
глюкозы в крови оценивали с помощью глюкометра «Диаконт Концепт»
(Тайвань, Китай). Для оценки влияния фактора принудительной  физической
нагрузки и фактора приёма метаболических препаратов использовался
двухфакторный дисперсионный анализ (MANOVA).

Влияние милдроната и L-карнитина  ...
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Нами было показано, что физические нагрузки не оказывают

статистически достоверного влияния на состояние красных кровяных телец
мышей (Wilks lambda=0,79663, F(6, 20)=0,85098, p=0,54642). Приём
метаболических препаратов вызывал серьезные изменения в функциональной
целостности эритроцитов и уровне глюкозы в крови (Wilks lambda=0,36702,
F(12, 40)=2,1688, p=0,03345)

Таблица 1.
Среднее количество эритроцитов с нарушениями на 3000 клеток в

различных экспериментальных группах

В ходе эксперимента обнаружили, что среднее количество шизоцитов
на 3000 просмотренных кровяных клеток варьировалось от 4,9 до 8,1.
Милдронат приводил к 18% увеличению числа шизоцитов; L-карнитин к 24%
увеличению. Но физические нагрузки без применения препаратов приводили
к 32% уменьшению (табл). В крови шизоциты имеют ярко выраженные
угловатые формы с острыми выступами (рис 1Б) [3].

Число эхиноцитов на 3000 просмотренных кровяных клеток
варьировалось от 0,4 до 5,7. Милдронат приводил к 2х увеличению числа
эхиноцитов; L-карнитин к 3,8 увеличению. Но физические нагрузки без
применения препаратов приводили к 3,75х уменьшению (табл. 1). Имеют
вытянутую форму с шипами по всей поверхности (рис. 1В) [3].

Число аканоцитов на 3000 просмотренных кровяных клеток
варьировалось от 0,0 до 0,1. Милдронат не приводил к увеличению аканоцитов;
L-карнитин к 1% увеличению. При физических нагрузках также наблюдалось
увеличение 1% (табл). Внешне похожи на эхиноциты, но имеют  более чётки
округлые края (рис. 1Г) [3].

Число кодоцитов на 3000 просмотренных кровяных клеток
варьировалось от 0,0 до 5,9. Милдронат приводил к 7,5х уменьшению числа
кодоцитов; L-карнитин к 3,9х увеличению (табл). Но физические нагрузки без
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применения препаратов приводили к тому, что кодоцитов не обнаруживалось в
крови (рис. 1Д) [3].

Рис. 1. Микрофотографии репрезентативных примеров нормального
эритроцита (А), шизоцита (Б), эхиноцита (В), аканоцита (Г), кодоцита (Д) и
сфероцита (Е). Увеличение 40х.

Число сфероцитов на 3000 просмотренных кровяных клеток
варьировалось от 0,40 до 8,0. L-карнитин и физические нагрузки без применения
препаратов приводили к тому, что эти клетки не обнаруживались в крови (табл).
Это эритроциты, имеющие ровную поверхность, округлые, без белого пятна в
центре (рис. 1Е)[3].

Если проанализируем общее количество нарушенных эритроцитов,
то мы видим, что наибольшее количество наблюдалось у тех мышей, которые
помимо физических нагрузок получали еще и метаболические препараты
(рис. 2А).

Экспериментальные данные выявили достоверное повышение уровня
глюкозы в крови у мышей, получавших милдронат (рис. 2Б). Данный эффект
может быть обусловлен ингибированием β-окисления жирных кислот под
действием препарата, что приводит к метаболическому переключению на
гликолитический путь энергообеспечения. Подобный сдвиг в метаболизме
сопровождается активацией анаэробного гликолиза, что фенотипически сходно
с адаптационными реакциями при гипоксии.

Влияние милдроната и L-карнитина  ...
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Рис. 2. Эффект физических нагрузок и приёма метаболических
препаратов на общее количество эритроцитов с повреждениями (А) и уровень
глюкозы в крови (Б).

Этот механизм предполагает, что милдронат, модулируя субстратное
предпочтение клеток, может имитировать гипоксический метаболический
профиль, что требует дальнейшего изучения его влияния на энергетический
гомеостаз и окислительно-восстановительные процессы в условиях
физиологических и патологических нагрузок [4].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования показали, что в условиях постоянной

физической нагрузки и приёме препаратов, наблюдаются изменения в составе
крови.
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ПЕЧЕНИ КРЫС В НОРМЕ И ПРИ ТОКСИЧЕСКОМ
ГЕПАТИТЕ

Федорин Д.Н., Шелушинина Е.А., Епринцев А.Т.

Воронежский государственный университет, Воронеж
E-mail: rybolov@mail.ru

Рассмотрено моделирование ацетоминофен - индуцированного
нарушения функций печени крыс. Изучены механизмы изменения
активности фермента фумаратгидратазы при индукции гепатита.
Установлено, что развитие гепатита печени крыс снижает
активность фумаразы, фермента цикла трикарбоновых кислот.
Исследование показало, что изменение скорости
функционирования изоферментов ФГ обеспечивается регуляцией
метаболизма фумарата и малата, что может быть обусловлено
изменением экспрессии ее гена.

ВВЕДЕНИЕ
Фумаратгидратаза (ФГ, КФ 4.2.1.3) - это хорошо исследованный в

биохимическом аспекте фермент, который является важным связующим звеном
энергетического и конструктивного метаболизмов клетки. Данный фермент
ускоряет химическую реакцию в ЦТК, превращая фумарат в малат или наоборот.

Известно, что фумараза имеет универсальное распространение в клетках
живых организмов и имеет различные молекулярные формы, отличающиеся
физико-химическими, кинетическими и регуляторными характеристиками [3].
Следует отметить, что так как формы малатдегидрогеназы имеют различную
внутриклеточную локализацию, то каждая из них кодируется своим геном [3].
Кроме того, интермедиаты ЦТК зачастую выполняют функцию биосубстратов,
которые используются в процессах анаболизма [4]. ФГ играет важную роль в
организме, обеспечивая его энергией, а также фермент является исходным
материалом для биосинтеза, то есть обеспечивает протекание как
энергетического, так и конструктивного обменов. В связи с этим, актуальным
представляется исследовать функционирование ФГ в печени крыс с
ацетаминофен-зависимым гепатитом.
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ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использовали самцов лабораторных

крыс Rattus norvegicus L., массой 180-200 г. Животные выращивались в
лаборатории. Рацион составлял сухой корм, семечки подсолнечника, семена
гороха.

Для индукции гепатита лабораторному животному (крысе) перорально
вводился ацетаминофен из расчета 500 мг на 1 кг массы тела в течение 14
дней. Развитие гепатита определяли по содержанию общего билирубина,
содержание которого у крысы с развитым гепатитом возрастает более чем в 10
раз. Печень извлекали и использовали для дальнейших исследований.
Экспериментальные исследования проводились в соответствии с правилами
Европейской конвенции “О защите позвоночных животных”. Для исследований
осуществлялся забор крови из хвостовой вены у опытных и контрольных крыс [5].

Активность ФГ определяли спектрофотометрическим методом, по
увеличению оптической плотности среды спектрофотометрирования при длине
волны 240 нм при 250С из-за формирования двойной связи в фумаровокислой
молекуле в течение 3 мин. Среда фотометрирования содержала 50 мМ
фосфатный буфер (pH 7.4), 5 мМ малат Na. Активность фермента рассчитывали.
За единицу ферментативной активности принимали количество фермента,
образующего 1 микромоль продукта за 1 мин при 250С.

Опыты проводили в 3-4 кратной повторности, аналитические
определения для каждой пробы осуществляли в трех повторностях.
Представленные в работе результаты исследования представляют собой
математически обработанные данные, с применением методов математической
статистики. Обсуждаются статистически достоверные различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Установлено, что содержание общего билирубина в сыворотке крови у

экспериментальных крыс превышает норму в 2,3 - 2,5 раза. При этом у
контрольной группы концентрация билирубина находится в пределах нормы.
В ходе наших исследований было установлено, что в условиях лекарственного
гепатита, происходит резкое снижение содержания желчных кислот в желчном
секрете [6]. Это может быть связано с нарушением синтеза желчных кислот, за
счет инактивации микросомальных ферментов либо за счет нарушения секреции
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гепатоцитами желчных кислот. Повышение концентрации билирубина у
опытных крыс относительно контроля свидетельствует о нарушении
коллоидных свойств желчи и желчеобразующей функции печени в условиях
моделирования ацетаминофен-индуцированного повреждения печени.
Результаты исследования представлены на рисунке 1.

Рис. 1. Содержание общего билирубина в сыворотке крови крыс при
индукции ацетаминофен-зависимого гепатита.

В ходе опыта были проведены измерения активности фумаратгидратазы
в печени лабораторных крыс (рис. 2). Измерения скорости функционирования
фумаратгидратазы показали, что общая активность исследуемого фермента,
полученного из тканей печени животных контрольной группы, составила 0,098
Е/г сырой массы. В печени крыс с индуцированным гепатитом данный
показатель составил 0,05 Е/г сырой массы, что в 2,35 раз меньше, чем в норме.

Такой характер изменения интенсивности работы фумаратгидратазы
системы свидетельствует об ингибировании митохондриальных процессов, в
частности цикла Кребса, обуславливающего эффективность функционирования
дыхательного процесса (рис. 2).

Поскольку показано, что заболевание ингибирует исследуемый фермент,
это вызывает уменьшение скорости функционирования цикла трикарбоновых
кислот, обеспечивающего клетку энергией и биосубстратами.

Изменение активности фумаратгидратазы  ...



250

ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕГУЛЯЦИЯ..., 2025, ВЫП 27.

Рис. 2. Общая активность фумаратгидратазы в гепатоцитах крыс в норме
и при патологии.

Важное значение в контроле скорости работы метаболических потоков
клетки играет энергизация клетки на уровне НАД/НАДН [7]. Смещение данного
показателя в ту или иную сторону приводит к изменению интенсивности
протекания НАД-зависимых реакций, в том числе и в ЦТК, от интенсивности
которого зависит и работа ЭТЦ митохондрий. Подобные изменения связаны в
свою очередь и с развитием различных патологических процессов в клетках
[8]. Дисбаланс соотношения НАД/НАДН выступает основным фактором
развития энергетического кризиса, что обусловлено торможением
энергозависимых реакций, в том числе и в ЦТК, являющегося основным
поставщиком энергии в клетке при окислительном метаболизме.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ результатов по изменению активности ФГ в печени крыс в

условиях гепатита свидетельствует об индукции его активности. Изменение
активности фумаратгидратазы связано с приспособлением животного организма
к патологическим условиям. В частности, повышение уровня активности ФГ
может обуславливать индукцию глиоксилатного цикла, являющегося
важнейшим этапом глюконеогенеза.

Показано, что характер изменения скорости функционирования
фумаразы соотносится с изменением содержания транскриптов гена
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митохондриальной формы фермента. В условиях токсического гепатита,
вызванного ацетаминофеном, в клетках печени крыс наблюдается увеличение
количества мРНК гена исследуемого фермента. Полученные данные указывают
на генетический механизм регуляции активности ФГ в печени крыс при
ацетаминофен-зависимом гепатите.
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ОБЛАСТИ ГЕНА GTA-2 ГАМК-ТРАНСАМИНАЗЫ
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Епринцев А.Т.
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ВВЕДЕНИЕ
В процессе развития растения постоянно подвергаются воздействию

стрессовых факторов. Абиотический стресс существенно влияет на
метаболические процессы растений, вызывая необходимость активации
специфических механизмов адаптации.

Одним из ключевых компонентов, участвующих в регуляции обменных
путей при стрессовых воздействиях, является фермент ГАМК-трансаминаза
(ГАМК-Т, КФ 2.6.1.19). Он катализирует реакцию трансаминирования гамма-
аминомасляной кислоты с участием альфа-кетоглутарата, продукты которой
осуществляют важную роль в функционировании ГАМК-шунта [1, 5]. Этот
метаболический путь способствует поддержанию углеродно-азотного баланса,
энергетического гомеостаза и играет значительную роль в адаптационных
реакциях растений на такие стрессовые факторы, как засуха, гипоксия, солевой
стресс и колебания температур [2, 4, 7].

Факторы транскрипции составляют 6–8% генов и представляют собой
белки, содержащие ДНК-связывающие домены, способные распознать и
взаимодействовать с регуляторными элементами в промоторных областях
целевых генов. Это взаимодействие приводит к пространственной перестройке
структуры ДНК и к активации репрессии транскрипции, регулируя экспрессию
многочисленных генов, вовлеченных в ответ на стрессовые воздействия.
Транскрипционные факторы классифицируются в отдельные семейства на
основании структуры их ДНК-связывающих доменов [3, 6, 8].
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На сегодняшний день выявлены гены, кодирующие ГАМК-трансаминазу
у различных видов растений, однако регуляторные механизмы их экспрессии в
условиях абиотического стресса остаются недостаточно изученными. Известно,
что стрессовые условия активируют множество транскрипционных факторов,
которые способны модулировать экспрессию стресс-ассоциированных генов
[2, 6].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Целью данной работы являлся анализ нуклеотидной последовательности

длиной в 1000 п.н. перед стартовым кодоном гена ГАМК-трансаминазы
кукурузы GTA-2 (LOC103645944) на наличие сайтов связывания
транскрипционных факторов.  Последовательность гена взята из NCBI (https:/
/www.ncbi.nlm.nih.gov/). Поиск транскрипционных факторов осуществлялся в
базе данных Plant Transcriptional Regulatory Map (http://plantregmap.gao-lab.org/).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе анализа промоторной области гена GTA-2 ГАМК-трансаминазы

выявлено 62 транскрипционных фактора с описанными функциями, которые
входят в состав 13 семейств (Табл. 1).

Таблица 1.
Предсказанные сайты связывания транскрипционных факторов для

гена GTA2 (LOC103645944)

Налияие сайтов связывания транскрипционных  ...
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Выявленные транскрипционные факторы участвуют в процессах роста
и развития растительного организма, в частности в развитии хлоропластов,
проводящей системы, тканей побегов, пролиферации, эмбриогенезе, регуляции
процессов цветения, ответе на световой сигнал. Также имеются
транскрипционные факторы, ассоциированные с воздействием таких
фитогормонов как гиббереллины и ауксины. Стоить отметить, что среди
представленных факторов транскрипции некоторые из них вовлечены в
адаптацию растений к абиотическим стрессовым факторам (холодовой стресс).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, была проанализирована промоторная область в 1000 п.н.

до стартового кодона гена GTA-2 ГАМК-трансаминазы на наличие сайтов
присоединения транскрипционных факторов. Было обнаружено 62
предположительных фактора транскрипции с аннотированными функциями из
13 семейств. Среди найденных факторов транскрипции GRMZM2G095904
участвует в ответе на абиотический стрессор – экстремально низкие
температуры. Проведенный анализ позволит в дальнейшем экспериментально
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выявить транскрипционные факторы, участвующие в регуляции экспрессии гена
ГАМК-трансаминазы в ответ на стрессовые воздействия.
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