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Л. М. Абрамчик, И. Н. Доманская, В. Н. Макаров, Е. В. Сердюченко, Т. С. Бачище,  
В. В. Кондратьева, С. Н. Шпилевский, Ю. Н. Довбнюк, Л. Ф. Кабашникова

Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

ВЛИЯНИЕ ИНДУКТОРОВ ИММУНИТЕТА  
НА СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОГО 

АППАРАТА И ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТАТУС РАСТЕНИЙ ОГУРЦА  
(CUCUMIS SATIVUS L.), ИНФИЦИРОВАННЫХ FUSARIUM OXYSPORUM

Аннотация. Исследовано влияние индукторов иммунного ответа β-аминомасляной кислоты (АМК), β-1,3-глю-
кана (ГК), салициловой кислоты (СК) и их смеси на структурно-функциональное состояние и окислительный статус 
растений огурца в условиях инфицирования грибным патогеном Fusarium oxysporum. Установлено, что дезорганизу-
ющее влияние патогенного гриба Fusarium oxуsporum в растениях огурца проявляется в подавлении синтеза фото-
синтетических пигментов и функциональной активности фотосистемы 2 хлоропластных мембран, а также в измене-
нии характера перераспределения поглощенной световой энергии, что приводит к снижению интенсивности фото-
химической конверсии (qP) и усилению нефотохимического тушения (qN) флуоресценции хлорофилла. При этом 
интенсивность процессов перекисного окисления липидов усиливается. Применение иммуномодуляторов АМК,  
ГК и СК способствует формированию адаптивных свойств фотосинтетического аппарата, а также снижению актив-
ности окислительных процессов в инфицированных листьях огурца, что свидетельствует о защитной роли препара-
тов против фузариозного увядания, вызванного Fusarium oxysporum.
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Введение. В постоянно изменяющихся условиях внешней среды растения подвергаются воз-
действию различных факторов биотической и абиотической природы, к негативному влиянию 
которых они адаптируются, формируя механизмы противодействия. К объективным причинам 
значительного снижения урожая важнейших продовольственных культур можно отнести зара-
жение возбудителями грибных болезней. Огромное разнообразие грибных патогенов, их высо-
кая вариабельность и колоссальная способность приспосабливаться к растению-хозяину пред-
став ляет собой серьезную проблему в защите растений. Одним из опаснейших патогенов явля-
ется гриб Fusarium oxysporum.

Фузариозы – болезни множества культурных и дикорастущих растений, вызываемые не- 
со вершенными грибами рода Fusarium и распространенные во всех климатических зонах. 
Широко распространено фузариозное увядание на томатах и других пасленовых культурах [1]. 
Ущерб, наносимый сельскому хозяйству вредоносными фитопатогенами, огромен, поэтому 
снижение уровня заболеваемости растений (особенно в закрытом грунте), вызываемой микро-
организмами разной природы, является важнейшим резервом увеличения продуктивности 
культур и повы шения качества урожая. В связи с этим весьма актуальным является поиск наи-
более радикальных и эффективных методов снижения потерь, наносимых различными гриб-
ными, вирусными и бак териальными патогенами [2]. В настоящее время разрабатывается  
и применяется на практике множество методов борьбы с грибной инфекцией на сельскохозяй-
ственных культурах, однако наиболее перспективным направлением является поиск средств 
повышения общей неспецифи ческой устойчивости растений (иммунного статуса) к неблагопри-
ятным факторам биотической природы путем индукции природных защитных механизмов.  
В последнее десятилетие интен сивно проводятся работы по созданию индукторов устойчиво-
сти растений на основе метаболитов иммунного ответа. В отличие от фунгицидов, иммуномо-
дуляторы не вызывают привыкания к возбудителям болезней, не токсичны для человека и без-
опасны для окружающей среды, в связи с чем они являются идеальным средством для профи-
лактики большинства заболеваний растений. 

Одним из веществ, которые в последние годы привлекают пристальное внимание иссле-
дова телей в связи с их способностью индуцировать системную приобретенную устойчи- 
вость (СПУ) растений к разнообразным возбудителям болезней является салициловая кислота 
(СК) [3]. Согласно современным представлениям, СК – гормоноподобное соединение феноль-
ной природы, являющееся эндогенным регулятором роста и обладающее функциями сигналь- 
ного интерме диата при инфицировании растений фитопатогенами [4]. В последние годы  
появилось достаточно большое количество сообщений о том, что β-аминомасляная кислота 
(АМК), а также ряд других карбоновых кислот индуцируют устойчивость растений ко многим 
стрессам, в том числе к те пловому шоку, засухе, засолению, биотрофным и некротрофным 
грибам [5]. Показано, что спо соб ность АМК повышать устойчивость растений к болезням  
не связана с прямым фунгицидным или бактерицидным действием, но обусловлена возмож- 
ностью АМК вызывать развитие СПУ. При этом данный процесс сопровождается повыше- 
нием активности протеинкиназ, усилением генерации активных форм кислорода (АФК), отло-
жением каллозы, лигнина, накоплением защит ных PR-белков и усилением биосинтеза вто- 
ричных метаболитов, а также индукцией синтеза фер ментов, катализирующих эти защитные 
реакции [6]. 

К препаратам нового поколения, которые используются при разработке индукторов болезне-
устойчивости растений, можно отнести и глюканы, которые выполняют роль сигнальных моле-
кул, обладают элиситорными свойствами и способны активировать гены, что приводит к синте-
зу глюканаз и других фитоалексинов, повышая устойчивость и продуктивность многих сельско-
хозяйственных культур [7–9]. 

Несмотря на интенсивные работы по изучению роли указанных соединений в качестве 
модуля торов иммунитета растений, остается еще много белых пятен в определении характера 
их воздей ствия на растительные клетки, особенно на клеточном уровне реализации защитных 
механизмов. 
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Цель данного исследования – изучение эффективности действия новых иммуномодулирую-
щих агентов на структурно-функциональное состояние фотосинтетического аппарата и окисли-
тельный статус растений огурца сорта Кураж при фузариозном увядании, вызванном грибным 
патогеном Fusarium oxysporum.

Объекты и методы исследования. Объектом исследования служили растения огурца сорта 
Кураж, выращенные в почвенной культуре до 40-дневного возраста и затем перенесенные для испы-
таний на водопроводную воду. На протяжении всего эксперимента их выращивали в климато-
камере при температуре 24 °С и освещенности 100 μЕ∙м–2∙s–1 с фотопериодом 14 ч. Растения огурца 
обрабатывали иммуномодулирующими препаратами, содержащими водорастворимый полимер 
(ВРП) (0,4 %-ный водный раствор) и один из иммуномодуляторов (СК, ×10–4 М; АМК, ×10–4 М; 
β-1,3-глюкан (ГК), 0,01 %) или их смесь. Растения обрабатывали методом опрыскивания, исходя 
из нормы расхода препарата (5 мл/раст.). В качестве контроля анализировали растения, обрабо-
танные дистиллированной водой. Искусственное инфицирование грибным патогеном Fusarium 
oxysporum, вызывающим фузариозное увядание растений, проводили через 48 ч после обработ-
ки иммуномодулирующим препаратом путем внесения суспензионной культуры гриба, содер-
жащей 106 спор/мл, через корни в водную среду (50 мл/раст.). Гриб Fusarium oxysporum предва-
рительно выращивали на картофельно-глюкозном агаре в течение 2 недель. Анализ проводили 
через 72 ч после инокуляции патогеном.

Для экстракции пигментов использовали высечки из мезофилла листа. Экстракцию хлоро-
филлов (Хл) и каротиноидов производили 99,5 %-ным ацетоном в трехкратной биологической 
повторности. Количество пигментов в экстрактах определяли по спектрам поглощения на спек-
трофотометре Shimadzu UV-2401PC (Shimadzu, Япония). Cодержание пигментов рассчиты вали 
по формулам, предложенным в работе [10]:

Са = 9,784Е662 – 0,99Е644,

Сb = 21,426Е644 – 4,65Е662,

Сcar = 4,695Е440,5 – 0,268(Са + Сb),

где Са – концентрация Хл а, мкг/мл; Сb – концентрация Хл b, мкг/мл; Сcar – концентрация кароти-
ноидов, мкг/мл; Е – экстинкция при соответствующей длине волны.

Содержание фотосинтетических пигментов рассчитывали на 1 г сырой массы листа. 
Для определения содержания фенольных соединений 0,5 г растительной ткани растирали  

в фарфоровой ступке с 2 мл 1 %-ного раствора НCl и проводили серию центрифугирований по 
10 мин при 7000 об/мин до полного обесцвечивания осадка. Полученные экстракты объединяли, 
добавляли 95 %-ный раствор этанола до общего объема 20 мл и выдерживали 12–15 ч при темпе-
ратуре 4 °С, затем вновь центрифугировали. Для спектрофотометрического определения фе-
нольных соединений к 250 мкл супернатанта приливали 1,5 мл воды и 125 мкл реактива Фолина. 
Через 3 мин приливали 250 мкл насыщенного раствора Na2CO3 и 375 мкл воды. После  
1 ч инкубации измеряли оптическую плотность при 765 нм на спектрофотометре Shimadzu  
UV-2401PC [11].

Для оценки фотохимической активности фотосистемы 2 (ФС 2) использовали метод импуль с-
но-модулированной флуоресцентной спектроскопии (PAM, pulse-amplitude modulated fluorometry), 
позволяющий проводить прижизненно регистрацию кинетической кривой индук ции флуоре-
сцен ции Хл а. Параметры флуоресценции Хл а ФС 2 измеряли на флуориметре Dual-PAM 100 
(Walz, Германия) по методам, предложенным в работе [12]. Листья предварительно адаптирова-
ли к темноте в течение 15 мин. Модулированный с низкой частотой (32 Гц) свет (λ = 650 нм) 
очень низкой интенсивности (0,04 мкмоль квантов/м2·с) возбуждал флуоресценцию, повышая ее 
мини мальный уровень (F0). Повышение выхода флуоресценции до уровня Fm инициировали 
включе нием света (λ = 665 нм) высокой интенсивности (3500 мкмоль квантов/м2·с). Параметры 
флуорес ценции измеряли с использованием актиничного света (120 мкмоль квантов/м2·с) и рас-
считывали по формулам
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Fv/Fm = (Fm − F0)/Fm,

Fv = Fm − F0,

qP = (F'm− F)/(F'm− F'0),

qN = (Fm− F'm)/(Fm− F0),

где F0 и F'0 – минимальный уровень флуоресценции Хл а в листьях, адаптированных к темноте  
и свету соответственно; Fv – вариабельная флуоресценция Хл а; Fm и F'm – максимальный уровень 
флуоресценции Хл а в листьях, адаптированных к темноте и свету соответственно; Fv/Fm –  
потенциальный квантовый выход фотохимических реакций ФС 2; qP и qN – фотохи мическое  
и нефотохимическое тушение флуоресценции Хл а соответственно. 

Для анализа активности перекисного окисления липидов (ПОЛ) определяли количество ТБК- 
активных продуктов по методу, приведенному в работе [13]. Растительный материал гомогене-
зировали в 5 мM фосфатном буфере (рН 7,2). К гомогенату добавляли равный объем 0,5 % тио-
барбитуровой кислоты (ТБК) в 20 %-ной трихлоруксусной кислоте. Полученные образцы на- 
гре вали на кипящей бане в течение 20 мин, охлаждали и центрифугировали при 3000 об/мин. 
Супернатант измеряли фотометрически при 532 нм. Количество малонового диальдегида (МДА) 
рассчитывали с учетом миллимолярного коэффициента экстинкции комплекса МДА-ТБК, 
кото  рый с поправкой на неспецифическое поглощение при λ = 600 нм (1,5 М–1·см–1) составил  
155·105 М–1·см–1 [14]. 

Общий уровень АФК оценивали с помощью флуоресцентного теста, в основе которого лежит 
образование дихлорфлуоресцеина (ДХФ) из нефлуоресцирующего дихлорфлуоресцеин-диаце-
тата (ДХФДА) в экстрактах листьев. Навески листьев по 0,25 г гомогенизовали в 2 мл 0,2 н HClO4. 
Гомогенат центрифугировали в течение 10 мин при 13 000 g. Для нейтрализации кислотности  
к 500 мкл суспензии добавляли 37–38 мкл 4 М КОН (конечное значение рН – 7,5–8,0) и центри-
фугировали 5 мин при 13 000 g. Для определения АФК к 950 мкл 0,15 М Трис-HCL буфера (рН 7,5) 
последовательно добавляли 25 мкл нейтрализованного супернатанта и 25 мкл 0,15 мМ раствора 
ДХФДА. Контролем служит проба, состоящая из 975 мкл 0,15 М Трис-HCL буфера и 25 мкл  
0,15 мМ ДХФДА. Все пробы инкубировали в течение 20 мин в термостате при 37 оС в темноте. 
Уровень АФК определяли, регистрируя флуоресценцию ДХФ (λвоз = 496, λрег = 524) с помощью 
спектрофлуориметра «СОЛАР СМ 2203» («СОЛАР», Беларусь) [15].

Содержание пероксида водорода в экстрактах листьев определяли с помощью флуоресцентно-
го метода, в основе которого лежит реакция окисления скополетина в присутствии Н2О2, 
катализи руемая пероксидазой хрена [16]. Навески листьев по 0,3 г растирали в фарфоровой ступ-
ке в жид ком азоте до порошка. Затем приливали 1 мл 0,2 н НСlО4, растирали до гомогената  
и переносили в центрифужные пробирки, смывая ступку еще 1 мл 0,2 н НСlО4. Гомогенат центри-
фугировали в течение 5 мин при 13 000 g. Для нейтрализации кислотности к 500 мкл суперна-
танта добавляли 37–38 мкл 4 М КОН (конечное значение рН – 7,5–8,0) и центрифугировали 5 мин 
при 13 000 g. Для определения содержания пероксида водорода к 930 мкл 0,1 М Трис-HCl буфера 
(рН 7,0) последовательно добавляли 10 мкл раствора пероксидазы хрена (200 ед/мл) и 10 мкл 0,1 мМ 
раствора скополетина. Реакцию запускали путем добавления 50 мкл супернатанта. Контролем 
служила проба, состоящая из 950 мкл 0,1 М Трис-HCl буфера и 50 мкл супернатанта. Вторым 
контролем служила проба, состоящая из 980 мкл 0,1 М Трис-HCl буфера, 10 мкл раствора перок-
сидазы хрена (2500 ед/мл) и 10 мкл 0,1 мМ раствора скополетина. Содержание Н2О2 опре деляли, 
регистрируя флуоресценцию скополетина (λвоз = 370 нм, λрег = 464 нм) на спектрофлуо риметре 
«СОЛАР СМ 2203» («СОЛАР», Беларусь) [16].

Все исследования проводили в 3−6-кратной биологической повторности. Статистическую 
обработку данных осуществляли при помощи методов параметрической и непараметрической 
статистики. Достоверность различий средних значений определяли по t-критерию Стьюдента  
и критерию Манна−Уитни с использованием компьютерных программ Statistica 10.0 (StatSoft)  
и Excel 2010. 
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Результаты и их обсуждение. Проведено исследование влияния иммуномодулирующих 
агентов АМК, ГК, СК и их смеси на содержание фотосинтетических пигментов в инфициро-
ванных Fusarium oxysporum листьях огурца. Этот показатель, как правило, рассматривается  
в качестве интегрального для оценки эффективности поглощения солнечной энергии поверхностью 
листа и является индикатором физиологического состояния растения. Установлено, что инфи-
цирование растений огурца патогеном путем внесения суспензии спор гриба через корни оказы-
вает негативное действие на метаболизм фотосинтетических пигментов, что приводит к сниже-
нию суммарного содержания Хл и каротиноидов в листьях огурца на 22 и 17 % соответственно 
(табл. 1). При этом величины соотношения Хл а/Хл b, характеризующие размеры светособи-
рающих антенн, связанных с фотосистемами, в зараженных растениях были сопоставимы  
с контролем (табл. 1).

Т а б л и ц а  1. Влияние индукторов иммунитета АМК, ГК, СК и их смеси на содержание  
фотосинтетических пигментов и полифенольных соединений (мг/г сырого веса) в листьях огурца,  

инфицированных Fusarium oxysporum

T a b l e  1. Influence of immunity inductors BABA, GK, SA and their mixture  
on the photosynthetic pigments and phenols content (mg/g of wet weight) in cucumber leaves infected  

by Fusarium oxysporum

Вариант
опыта

Хл а,
мг/г сырой  

массы

Хл b,
мг/г сырой  

массы

Хл (а + b),
мг/г сырой  

массы

Каротиноиды,
мг/г сырой  

массы
Хл а/Хл b

Фенолы,
мг/г сырой 

массы

Контроль 1,053 ± 0,044 0,358 ± 0,017 1,366 ± 0,004 0,335 ± 0,004 2,96 ± 0,05 2,02 ± 0,02
F. oxysporum 0,835 ± 0,080 0,274 ± 0,022 1,033 ± 0,047* 0,259 ± 0,012* 3,01 ± 0,05 2,06 ± 0,02*

ВРП + АМК + 
F. oxysporum 1,211 ± 0,108 0,405 ± 0,034 1,509 ± 0,069* 0,376 ± 0,024 3,01 ± 0,01 2,91 ± 0,37*

ВРП + ГК + 
F. oxysporum 1,344 ± 0,079 0,429 ± 0,023 1,85 ± 0,006* 0,440 ± 0,006* 3,15 ± 0,02* 1,83 ± 0,11*

ВРП + СК + 
F. oxysporum 1,456 ± 0,111 0,477 ± 0,038 1,821 ± 0,034* 0,429 ± 0,008* 3,02 ± 0,02 2,93 ± 0,07*

ВРП + (АМК + СК + 
ГК) + F. oxysporum 1,229 ± 0,058 0,429 ± 0,024 1,721 ± 0,064* 0,423 ± 0,014* 2,91 ± 0,01 3,27 ± 0,06*

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2, а также на рис. 1–4 звездочка указывает на  достоверные различия между 
средними значениями при p < 0,05.

При предварительной обработке растений огурца перед инфицированием составами, содер-
жащими АМК, ГК, СК и их смесь, отмечалось повышение уровня Хл и каротиноидов, снижен-
ных под действием патогена (табл. 1). Причем наиболее существенный стимулирующий эффект 
ока зал состав, включающий ГК, после обработки которым количество хлорофилловых пигмен-
тов увеличилось на 79 % по отношению к инфицированному контролю. Установлено стимули-
рующее действие препаратов, содержащих иммуномодуляторы АМК, СК, а также смеси (АМК + 
ГК + СК) на количество фенольных соединений в инфицированных растениях огурца. В то же 
время ГК не проявлял такого эффекта (табл. 1). 

Изучено влияние иммуномодуляторов на эффективность протекания фотохимических реак-
ций в реакционных центрах ФС 2, отражающих структурно-функциональное состояние фото-
син тетической электрон-транспортной цепи и реагирующих на различные стрессовые воздейст-
вия [17, 18]. Показано, что заражение растений огурца Fusarium oxysporum приводит к некоторо-
му снижению (на 14 %) максимального уровня флуоресценции Хл а (с 3,11 отн. ед. у здоровых  
до 2,65 отн. ед. у инфицированных растений), что свидетельствует о нарушении процесса пере-
носа электронов в электрон-транспортной цепи хлоропластов огурца. Опрыскивание растений 
соста вами, содержащими иммуномодуляторы АМК, ГК, СК и их смесь, приводило к повыше-
нию уровня Fm по сравнению с контрольным вариантом, причем наиболее активная стимуляция 
про исходила под действием АМК и ГК (рис. 1). 
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Потенциальный квантовый выход фотохимических реакций в реакционных центрах ФС 2, 
тестируемый по параметру Fv/Fm, существенно возрастал у растений, предварительно обрабо-
танных иммуномодулирующими составами, содержащими АМК, ГК и СК (рис. 2).

Согласно представленным на рис. 3 результатам исследования фотоиндуцированных измене-
ний фотохимического тушения флуоресценции Хл а (qP) в листьях огурца, в условиях патоген-
ного заражения его величина значительно снижалась по сравнению с контрольным вариантом. 
Следовательно, воздействие патогена на растения огурца приводит к снижению способности 
хлоропластных мембран к фотохимическому преобразованию поглощенных квантов света, что 
связано с увеличением восстановленности первичного акцептора электронов QA, обусловленным, 
как предполагается, денатурацией белковых компонентов реакционного центра ФС 2 хлоро-
пласт ных мембран [19].

Кроме того, есть сведения о том, что действие грибной и вирусной инфекции является при-
чиной не только разрушения Хл в листьях, но и подавления активности ферментов хлоропла-
стов, связанных с транспортом электронов и фиксацией СО2 [20], в результате чего про исходит 
нарушение световых и темновых стадий фотосинтеза, приводящее к снижению qP – доли энер-
гии, используемой в фотохимических процессах. Иммуномодуляторы АМК, ГК, СК оказыва-
ли защитный эффект, который проявлялся в повышении уровня фотохимической кон вер сии 
поглощенных квантов света в инфицированных листьях огурца (рис. 3).

Установлено, что ответной реакцией растений огурца на инфицирование является повыше-
ние количества поглощенной энергии возбуждения, рассеивающейся в виде тепла, что приводит  
к росту уровня нефотохимического тушения флуоресценции Хл а (qN) (рис. 4).

Известно, что одним из факторов, обусловливающих нефотохимическое тушение, является 
перераспределение энергии возбуждения между фотосистемами в пользу ФС 1 (spillover) при 
фосфорилировании белков светособирающего комплекса, что вызывает уменьшение количества 
квантов света, поглощаемых антенной ФС 2, и приводит к повышению qN. Однако, если бы это 

 

Рис. 1. Влияние иммуномодуляторов на уровень максимальной флуоресценции Хл а в листьях огурца, 
инфицированных патогенным грибом F. oxysporum: 1 – контроль (без обработки); 2 – контроль,  

зараженный F. oxysporum; 3 – ВРП + АМК + F. oxysporum; 4 – ВРП + ГК + F. oxysporum;  
5 – ВРП + СК + F. oxysporum; 6 – ВРП + (АМК + ГК + СК) + F. oxysporum

Fig. 1. Effect of immune modulators on the level of maximum chlorophyll fluorescence in cucumber leaves infected  
with pathogenic fungus F. oxysporum: 1 – control (without treatment); 2 – control infected with F. oxysporum;  

3 – WSP + BABA + F. oxysporum; 4 – WSP + GK + F. oxysporum; 5 – WSP + SA + F. oxysporum; 
 6 – WSP + (BABA + GK + SA) + F. oxysporum
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Рис. 2. Влияние иммуномодуляторов на уровень потенциального квантового выхода  
фотохимических реакций ФС 2 в листьях огурца, инфицированных патогенным грибом F. oxysporum:  

1, 2 – контроль (1 – без обработки, 2 – F. oxysporum); 3 – ВРП + АМК + F. oxysporum;  
4 – ВРП + ГК + F. oxysporum; 5 – ВРП + СК + F. oxysporum; 6 – ВРП + (АМК + ГК + СК) + F. oxysporum

Fig. 2. Influence of immune modulators on the level of a potential quantum yield of PhS 2 photochemical reactions  
in the cucumber leaves infected with a pathogenic fungus of F. oxysporum: 1, 2 – control (1 – without treatment,  

2 – infected with F. oxysporum); 3 – WSP + BABA + F. oxysporum; 4 – WSP + GK + F. oxysporum;  
5 – WSP + SA + F. oxysporum; 6 – WSP + (BABA + GK + SA) + F. oxysporum

Рис. 3. Влияние иммуномодуляторов на фотохимическое тушение флуоресценции (qP) в листьях огурца, 
инфицированных патогенным грибом F. oxysporum: 1 – контроль; 2 – F. oxysporum; 3 – ВРП + АМК + F. oxysporum; 

4 – ВРП + ГК + F. oxysporum; 5 – ВРП + СК + F. oxysporum; 6 – ВРП + (АМК + ГК + СК) + F. oxysporum

Fig. 3. Influence of immune modulators on photochemical quenching of fluorescence in cucumber leaves infected  
with pathogenic fungus F. oxysporum: 1 – control (without treatment); 2 – control infected with F. oxysporum;  

3 – WSP + BABA + F. oxysporum; 4 – WSP + GK + F. oxysporum; 5 – WSP + SA + F. oxysporum;  
6 – WSP + (BABA + GK + SA) + F. oxysporum
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имело место при поражении растений огурца Fusarium oxysporum, следовало бы ожидать уве-
личения базовой флуоресценции Хл а (F0) из антенных комплексов, чего в данном экспе-
рименте не обнаружено. Поэтому можно предположить, что уменьшение доли энергии, исполь-
зуемой в фотохимических реакциях, связано, скорее, со снижением активности транспорта 
элек тронов через ФС 2, чем с тушением энергии возбуждения Хл в антенных комплексах. 
Естественно, нельзя исключить и регуляторную роль ∆рН в этом процессе. Возможно, что 
фактором, способствующим увеличению параметра qN, является также вызванное действием 
патогенного токсина резкое увеличение проницаемости клеточных мембран, приводящее к из-
менению рН внутритилакоидного пространства [21]. В инфицированных растениях, предвари-
тельно обра ботанных иммуномодуляторами ГК и СК, наблюдалось статистически достовер-
ное ослабление нефотохимического тушения флуоресценции Хл а (рис. 4). Вместе с тем не 
выявлено статисти чески достоверных различий по уровню qN между инфицированными рас-
тениями и растениями, обработанными АМК и смесью иммуномодуляторов. Данный резуль-
тат указывает на защитную роль ГК и СК в поддержании стабильности фотосинтетических 
мембран, что обеспечивает нормальное протекание фотохимических реакций ФС 2 в инфици-
рованных листьях огурца.

Для характеристики развития окислительных процессов в растениях огурца в условиях био-
тического стресса определяли содержание МДА, количество которого характеризует интен-
сивность ПОЛ и является одним из важнейших показателей устойчивости растений. Вместе  
с тем продукты ПОЛ могут являться как индикаторами, так и первичными медиаторами стресса 
как особого состояния клетки, которое может привести к увеличению ее резистентности. 
Показано, что в условиях инфицирования Fusarium oxysporum интенсивность ПОЛ в растениях 
огурца повышалась на 35 % по сравнению с контрольным уровнем (табл. 2). Предобработка ли-
стьев огурца препаратами, содержащими модуляторы иммунного ответа АМК, ГК и смесь 
(СК + АМК + ГК) перед заражением Fusarium oxysporum, способствовала снижению уровня 
ПОЛ по отношению к инфицированному контролю, однако активность протекания процессов 
переокисления липидов оставалась на высоком уровне, превышающем контрольные значения  

 

 
 
 
 

Рис. 4. Влияние иммуномодуляторов на нефотохимическое тушение флуоресценции (qN) в листьях огурца, 
инфицированных патогенным грибом F. oxysporum: 1 – контроль; 2 – F. oxysporum; 3 – ВРП +АМК + F. oxysporum;  

4 – ВРП + ГК + F. oxysporum; 5 – ВРП + СК + F. oxysporum; 6 – ВРП + (АМК + ГК + СК) + F. oxysporum

Fig. 4. Influence of immune modulators on non-photochemical quenching of fluorescence in cucumber leaves infected  
with pathogenic fungus F. oxysporum: 1 – control (without treatment); 2 – control infected with F. oxysporum;  

3 – WSP + BABA + F. oxysporum; 4 – WSP + GK + F. oxysporum; 5 – WSP + SA + F. oxysporum;  
6 – WSP + (BABA + GK + SA) + F. oxysporum
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(табл. 2). В случае предобработки растений огурца СК происходило увеличение количества 
конечных продуктов ПОЛ в инфицированных растениях огурца (табл. 2). 

Известно, что важную роль в регуляции взаимоотношений в системе растение – патоген 
играют АФК, которые рассматриваются одновременно и как маркеры стрессового состоя-
ния, и как сигнальные посредники, необходимые для развития адаптивного ответа [22]. 
Опреде ление общего уровня АФК в листьях огурца в условиях биотического стресса прово-
дили флуо ресцен тным методом с помощью ДХФ, который дает представление о суммарном 
содержании АФК без идентификации их отдельных форм. Из табл. 2 видно, что в условиях 
инфицирования происходит повышение содержания АФК в листьях на 12 %. Все иммуно-
модуля торы способствовали усилению генерации АФК в инфицированных растениях огурца 
(табл. 2). 

Т а б л и ц а  2. Влияние индукторов иммунитета АМК, ГК, СК и их смеси на показатели  
окислительного стресса в листьях огурца, инфицированных Fusarium oxysporum  

T a b l e  2. Influence of immunity inductors BABA, GK, SA and their mixture  
on oxidative stress parameters in cucumber leaves infected with Fusarium oxysporum 

Вариант 
опыта

Содержание МДА,  
нмоль/мг сырой массы

Флуоресценция  
ДХФ, отн. ед/г сырой массы

Содержание  
Н2О2, отн. ед.

Контроль 3,49 ± 0,3 435,18 ± 27,02 2,60 ± 0,05
F. oxysporum 5,52 ± 0,37* 487,68 ± 24,28 3,03 ± 0,01*

АМК + F. oxysporum 4,95 ± 0,06* 695,74 ± 15,46* 2,26 ± 0,09*

ГК + F. oxysporum 4,89 ± 0,08* 745,96 ± 6,915* 2,26 ± 0,09*

СК + F. oxysporum 5,95 ± 0,15* 915,46 ± 168,31* 2,30 ± 0,09*

(АМК + ГК + СК) + F. oxysporum 4,99 ± 0,05* 927,7 ± 98,05* −

По всей видимости, повышение содержания АФК под действием иммуномодуляторов  
в инфи цированных растениях огурца является одним из звеньев в цепи событий, приводящих 
к возра станию устойчивости растений к фузариозной инфекции, так как известно, что кроме 
деструк тивной роли АФК могут выполнять сигнальную функцию, необходимую для форми-
рования си стемной устойчивости, а также оказывать прямое подавляющее действие на разви-
тие патогенных микроорганизмов [22, 23]. Известно, что развитие или подавление защитных 
реакций в расти тель ном организме зависит в первую очередь от концентрации Н2О2 в зоне 
контакта двух проти воборствующих организмов. Уровень пероксида водорода повышался  
в листьях, зараженных патогенным грибом Fusarium oxysporum растений огурца (табл. 2).  
В результате предобработки растений огурца иммуномодуляторами наблюдали снижение со-
держания Н2О2 до контрольного уровня (табл. 2). Таким образом, защитный эффект иммуно-
модуляторов проявлялся также по показателям, характеризующим интенсивность окислитель-
ного стресса в инфицированных лис тьях огурца.

Заключение. В результате проведенных исследований установлено, что дезорганизующее 
влияние патогенного гриба Fusarium oxуsporum в растениях огурца проявляется в снижении со-
держания фотосинтетических пигментов и функциональной активности ФС 2 в мембранах хло-
ропластов, а также в изменении характера распределения поглощенной световой энергии, что 
приводит к снижению интенсивности фотохимической конверсии и усилению нефотохими-
ческого тушения флуоресценции Хл. При этом интенсивность процессов ПОЛ усиливается. 
Применение иммуномодуляторов АМК, ГК и СК способствует усилению адаптивных свойств 
фотосинтетического аппарата, а также снижению активности окислительных процессов в инфи-
цированных листьях огурца, что свидетельствует о защитной роли этих препаратов и создает 
научную основу для их использования с целью повышения иммунного статуса растений огурца 
при инфицировании грибом Fusarium oxysporum.
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СОСТАВ ЭФИРНЫХ МАСЕЛ РАСТЕНИЙ РОДА AGASTACHE, 
ИНТРОДУЦИРОВАННЫХ В БЕЛАРУСИ

Аннотация. Методом паровой дистилляции получены образцы эфирных масел растений рода Agastache L., инт-
родуцированных в Республике Беларусь. С помощью газожидкостной хроматографии в эфирных маслах растений 
Agastache pallidiflora ssp. neomexicana L., Agastache aurantiaca L., Agastache mexicana L., Agastache foeniculum L. 
идентифицировано и определено более 20 компонентов. 

Основными компонентами являются лимонен, 1,8-цинеол, ментон, изоментон, метилхавикол, метилэвгенол. Ко-
личественный состав образцов эфирных масел зависит от вида растительного сырья. Главным компонентом эфир-
ных масел Agastache pallidiflora ssp. neomexicana L. и Agastache aurantiaca L. является ментон (40–65 %). Эфирное 
масло Agastache foeniculum L. обогащено пулегоном и изоментоном, а в эфирном масле Agastache mexicana L. преоб-
ладают метилхавикол и метилэвгенол. Показаны особенности распределения энантиомеров лимонена, ментона  
и пулегона. Независимо от вида растений исследованные образцы являются оптически чистыми по (+)-пулегону. 
Распределение энантиомеров лимонена и ментона является индивидуальной характеристикой исследованных эфир-
ных масел Agastache L.

Ключевые слова: Agastache L., эфирные масла, энантиомеры, газожидкостная хроматография 
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COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL OF PLANTS SOME SPECIES  
OF THE GENUS AGASTACHE L. INTRODUCED IN BELARUS 

Abstract. The steam distillation method was used to obtain samples of essential oil of some species of genus Agastache 
L. introduced in Belarus. More than 20 components have been identified and determined in the essential oils of Agastache 
pallidiflora ssp.neomexicana L., Agastache aurantiaca L., Agastache mexicana L., Agastache foeniculum L. by gas liquid 
chromatography. 

The quantitative composition of the samples of essential oils depends on the type of plant material. The main its com-
ponents are limonene, 1.8-cineol, mentone, isomentone, methyl chavicol, methyeugenol. The main component of essential oils 
Agastache pallidiflora ssp. neomexicana L. и Agastache aurantiaca L is mentone (40–65 %). Essential oil Agastache foeni-
culum L. is enriched with pulegone and isomentone. Methyl chavicol and methyleugenol dominate in Agastache mexicana 
essential oil. Distribution of the enantiomers of limonene, menthone and pulegone are shown. Regardless of the plant species, 
the samples are optically pure in the (+)-pulegone. The nature of the distribution of the enantiomers of limonene and menthone 
is an individual characteristic of the studied Agastache L. essential oils.

Keywords: Agastache L., essential oils, enantiomers, gas-chromatography
For citation: Kovalenko N. A., Supichenko G. N., Leontiev V. N., Shutova A. G. Composition of essential oil of plants 

some species of the genus Agastache L. introduced in Belarus. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biya- 
la gichnych navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2019, vol. 64, no. 2,  
pp. 147–155 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2019-64-2-147-155

Введение. В настоящее время при лечении многих хронических заболеваний наряду с высо-
коэффективными синтетическими лекарственными средствами широко используются препара-
ты растительного происхождения. Белорусский рынок фармацевтических препаратов наводнен 
различными лекарствами зарубежных фирм. Вместе с тем на территории Республики Беларусь 
возможно культивирование лекарственных и эфиромасличных растений, обладающих антими-
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кробными, фунгицидными, противовирусными и рядом других свойств. Задача расширения  
ассортимента фитопрепаратов для профилактики и лечения различных заболеваний может быть 
успешно решена путем использования доступного отечественного растительного сырья.

Перспективным фитосырьем в почвенно-климатических условиях Республики Беларусь явля-
ются пряно-ароматические растения рода Agastache L. [1–3]. 

Растения рода Agastache, насчитывающего в настоящее время 29 таксонов, относятся к се-
мейству Губоцветные (Lamiaceae). К наиболее изученным представителям рода Agastache отно-
сятся A. foeniculum (Pursh) Kuntze (syn.: Lophanthus foeniculum Fisch. & C. A. Mey,  Lophanthus anisatus 
(Nutt.) Benth.), A. rugosa (Fisch. & C. A. Mey.) Kuntze (syn.: Lophanthus rugosus Fisch. & C. A. Mey, 
Elsholtzia monostachys H. Lev. & Vaniot) [2–8]. Большая часть видов распространена в умеренных 
регионах Северной Америки и Юго-Восточной Азии. Agastache foeniculum L. (многоколосник 
фенхельный) происходит из Северной Америки (север США, юг Канады) и в природе практиче-
ски не встречается, но сохранился в культуре по всему миру. Растения распространены на Даль-
нем Востоке, в Ставропольском крае, Саратовской и Астраханской областях, в Молдавии и на 
Украине. На территории южной части США и Мексики произрастают многоколосник золоти-
стый (Agastache aurantiaca L.) и многоколосник мексиканский (Agastache mexicana L.).

Многоколосники являются неприхотливыми растениями и практически не поражаются вре-
дителями и болезнями. Они относятся к многолетникам, однако некоторые виды, в частности 
Agastache aurantiaca L., в связи с недостаточной морозостойкостью плохо зимуют в условиях 
Беларуси. Поскольку растения рода Agastache в большинстве случаев в середине первого года 
своего развития вступают в генеративный период, многоколосники могут выращиваться в одно-
летней культуре с получением достаточного количества цветущих растений для заготовки и вы-
деления эфирного масла. 

В связи с тем, что за исключением многоколосника морщинистого другие представители рода 
Agastache не являются фармакопейными, их эфирные масла недостаточно изучены как по компо-
нентному составу, так и в плане стандартизации растительного сырья. 

В литературе имеются немногочисленные сведения о компонентном составе эфирных масел 
растений рода Agastache, интродуцированных на территории Беларуси и ряда европейских 
стран. Наиболее изученным является многоколосник морщинистый Agastache rugosa L. [4–7, 9]. 
Изучение в Центральном ботаническом саду (ЦБС) НАН Беларуси многоколосника морщини-
стого в качестве перспективного лекарственного сырья показало, что в плане приспособления к 
почвенно-климатическим условиям Беларуси он обладает хорошими адаптационными возмож-
ностями, сохраняя при этом высокие биопродукционные показатели и репродуктивные способ-
ности [10, 11].

Растения рода Agastache являются источником биологически активных соединений, обла-
дающих рядом значимых полезных свойств. Так, эфирное масло Agastache foeniculum L. оказы-
вает противовоспалительное, обезболивающее, противосудорожное, противоспазматическое, 
иммуностимулирующее, радиопротекторное, стимулирующее кроветворение, противомикроб-
ное дейст вие. Оно обладает фунгицидной активностью, используется в парфюмерной и пище-
вой промышленности [12–15]. Многоколосник морщинистый (Agastache rugosa) является мощ-
ным иммуности мулятором с мягким пролонгированным действием, поэтому его называют 
северным женьшенем. Эфирные масла Agastache rugosa обладают бактерицидными, иммуно-
моделирующими, гепатопротекторными и антиоксидантными свойствами. Их используют для 
нормализации кровяного давления, лечения заболеваний органов дыхания, сердечно-сосуди-
стой дистонии, нейродермита [16, 17].

Сведения о компонентном составе и биологической активности эфирных масел других предста-
вителей рода Agastache (Agastache pallidiflora, Agastache mexicana, Agastache aurantiaca) из различ-
ных географических зон произрастания противоречивы и носят отрывочный характер [4–7, 18]. 

В настоящее время в публикациях, посвященных компонентному составу летучих вторич-
ных метаболитов растений, особое внимание уделяется оптической активности входящих в их 
состав соединений, поскольку оптические изомеры органических соединений проявляют раз-



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2019. Т. 64, № 2. C. 147–155 149

личную биологическую и фармакологическую активность [19–23]. Таких данных по растениям 
рода Agastache в литературе практически не представлено.

Цель настоящей работы – изучение состава и характера распределения энантиомеров компо-
нентов эфирных масел некоторых представителей рода Agastache, культивируемых в условиях 
центральной агроклиматической зоны Беларуси. 

Материалы и методы исследования. Объектами исследования являлись эфирные масла 
растений рода Agastache, представленные в табл. 1. Эфиромасличное сырье было получено на 
интродукционном участке отдела биохимии и биотехнологии растений ЦБС НАН Беларуси.  
Образцы надземной части растений в фазе массового цветения были собраны в 2017 г. 

Т а б л и ц а  1. Характеристика образцов эфирных масел Agastache L.

T a b l e  1. Characteristics of the Agastache essential oil samples

№ образца Таксон Латинское название таксона Сорт

1 Многоколосник  
бледноцветковый

Agastache pallidiflora 
ssp. neomexicana L. ‘Rose Mint’

2 Многоколосник золотистый Agastache aurantiaca L. ‘Tango’
3 Многоколосник золотистый Agastache aurantiaca L. ‘Fragrant Delight’
4 Многоколосник мексиканский Agastache mexicana L. ‘Sangria’ 
5 Многоколосник фенхельный Agastache foeniculum L. ‘Снежок’

Выделение эфирного масла из измельченного свежего растительного сырья проводили мето-
дом перегонки с водяным паром по ГОСТу 24027.2-80 с последующей сушкой образцов без- 
водным сульфатом натрия.

Разделение компонентов эфирного масла выполняли на хроматографе «Цвет 800», оснащен-
ном пламенно-ионизационным детектором и оборудованном капиллярной колонкой Cyclosil B 
(длина 30 м, внутренний диаметр 0,32 мм, неподвижная фаза – β-циклодекстрин 0,25 мкм), в сле-
дующем температурном режиме: изотерма при 70 ºС в течение 5 мин, подъем температуры до 
115 ºС со скоростью 3º/мин, изотерма в течение 20 мин, затем подъем температуры со скоростью 
4º/мин до 200 ºС, изотерма в течение 10 мин в токе газа-носителя азота. Линейная скорость азота – 
16,2 см/с, величина сброса – 1:26, объем вводимой пробы – 0,1 мкл. Временем удерживания не-
сорбирующегося газа считали время выхода пика метана. 

Идентификацию энантиомеров компонентов эфирных масел проводили путем сравнения 
времени удерживания компонентов эфирного масла со временем удерживания эталонных соеди-
нений. В отдельных случаях для идентификации компонентов использовали «метод метки».

Количественные определения основных компонентов и их оптических изомеров в эфирных 
маслах осуществляли методом внутренней нормализации без использования поправочных коэф-
фициентов. 

Результаты и их обсуждение. Результаты хроматографического разделения образцов эфир-
ных масел Agastache представлены в табл. 2.

Исследованные образцы эфирных масел близки по качественному составу, однако их количе-
ственный состав существенно различается и зависит от вида растительного сырья. 

По литературным данным [24], у растений рода Agastache распространены хемотипы, эфир-
ное масло которых отличается по компонентному составу. Различают четыре хемотипа многоко-
лосника фенхельного, эфирные масла которых обладают запахами мяты, гвоздики, аниса. По 
результатам наших исследований основными компонентами эфирного масла многоколосника 
фенхельного (сорт Снежок), являются пулегон, изоментон и лимонен, что позволяет отнести его 
к изоментонно-пулегоновому хемотипу.

Главным компонентом эфирного масла многоколосника золотистого (‘Tango’ и ‘Fragrant Delight’) 
является ментон (50–65 %), в меньшей концентрации в масле этих растений присутствует пулегон 
(25–35 %). Полученные данные позволяют отнести растения Agastache aurantiaca L. из коллекции 
ЦБС НАН Беларуси к ментонно-пулегоновому хемотипу.
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Т а б л и ц а  2. Компонентный состав эфирных масел Agastache L.

T a b l e  2. Composition of Agastache essential oils

Соединение
Содержание в образцах, %

1 2 3 4 5

α-Пинен 1,8 <0,1 <0,1 0,1 –
Камфен 4,0 0,4 0,2 1,0 1,1
Сабинен 1,3 0,4 0,2 0,2 0,2
β-Пинен 3,5 <0,1 <0,1 0,2 <0,1
Лимонен 3,1 2,5 4,0 6,5 13,9
1,8-Цинеол 5,3 0,2 0,2 0,2 0,40
Линалоол – 0,1 <0,1 12,7 <0,1
Ментон 39,7 53,3 65,0 2,0 4,3
Изоментон 0,3 2,9 1,8 0,5 27,2
Камфора <0,1 0,4 0,3 0,5 –
Метилхавикол 0,1 1,3 1,0 15,1 0,9
Пулегон 8,4 36,3 25,3 1,4 43,3
α-Терпинеол 1,6 0,1 0,1 0,1 –
Карвон 5,9 0,1 0,1 8,5 0,3
Терпенилацетат – 0,1 0,1 6,1 0,2
Цитраль – 0,1 – 10,7 0,2
Гераниол 0,3 – – 1,8 0,2
Метилэвгенол 0,2 <0,1 20,8 <0,1
Геранилацетат 0,2 0,2 0,2 – –
β-Кариофиллен 0,7 0,2 0,2 <0,1 0,9
Эвгенол 0,1 <0,1 0,1 0,1 0,2
Кариофиллен-оксид 0,3 <0,1 <0,1 0,1 0,2

Многоколосник бледноцветковый сорта Rose Mint относится к ментонному хемотипу, так как 
его эфирное масло обогащено ментоном (≈40 %), в меньшей концентрации в нем присутствует 
пулегон (≈8 %). Однако присутствие α-терпинеола, геранилацетата и минорных соединений при-
дает запаху эфирного масла оттенок аромата розы. 

Существенно отличается по количественному составу эфирное масло Agastache mexicana L. 
(сорт Sangria), мажорными компонентами которого являются метилхавикол (14–16 %), метилэвге-
нол (19–22 %) и линалоол (11–13 %). По сравнению с эфирными маслами других видов Agastache 
масло многоколосника мексиканского содержит небольшие количества (1–3 %) пулегона.

Формулы основных компонентов эфирных масел растений рода Agastache представлены  
в табл. 3.

Т а б л и ц а  3. Основные идентифицированные компоненты эфирных масел Agastache L.

T a b l e  3. The main identified components of Agastache essential oils

Идентифицированное соединение Формула Время выхода из колонки, мин

(–)-Камфен CH3

CH2

CH3

 

15,5

(+)-Камфен CH2

CH3
H3C  

15,8

(+)-β-Пинен

 
16,8

(–)-β-Пинен

 
17,3
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Идентифицированное соединение Формула Время выхода из колонки, мин

(–)-Лимонен C H 3

CH 3 C H 2  
19,2

(+)-Лимонен C H 3

CH 3 C H 2  

19,7

1,8-Цинеол,
эвкалиптол O

 
20,2

(–)-Ментон C H 3

CH 3 C H 3

O

 

30,8

(+)-Ментон C H3

CH3 C H3

O

 

31,1

(–)-Изоментон C H 3

CH 3 C H 3

O

 

31,3

(+)-Изоментон C H 3

CH 3 C H 3

O

 

32,3

Метилхавикол,
эстрагол

CH3O  
37,1

(+)-Пулегон C H 3

CH 3 C H 3

O

 

43,7

(–)-Карвон C H 3

CH 2 C H 3

O

 

47,5

Поскольку оптическая активность входящих в состав эфирных масел веществ оказывает су-
щественное влияние на их биологическую активность, нами изучен характер распределения 
энантиомеров основных компонентов эфирных масел растений Agastache. 

Для всех изученных образцов характерна энантиомерная чистота по (+)-пулегону (рис. 1), 
однако концентрация этого соединения зависит от вида растительного сырья. 

Содержание (+)-пулегона в эфирном масле многоколосника фенхельного (сорт Снежок) более 
чем в 5 раз превышает концентрацию этого компонента в масле многоколосника бледноцветко-
вого (‘Rose Mint’) и в 25 раз – в образце Agastache mexicana (сорт Sangria). 

Каждое из исследованных эфирных масел растений Agastache характеризуется свойствен-
ным ему соотношением энантиомеров ментона. На рис. 2 представлены данные о концентрации 
энантиомеров ментона в эфирных маслах многоколосников из коллекции ЦБС НАН Беларуси.

В исследованных образцах отмечены существенные различия в характере распределения  
и концентрации оптических изомеров лимонена (рис. 3). 

Окончание табл. 3
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Масло многоколосника бледноцветкового содержит близкие концентрации право- и левовра-
щающих форм лимонена с небольшим преобладанием S(-)-лимонена. Для эфирных масел много-
колосника золотистого (‘Tango’ и ‘Fragrant Delight’) характерна энантиомерная чистота по R(+)- 
лимонену. В то же время характер распределения оптических изомеров лимонена в эфирных 
маслах многоколосника мексиканского и фенхельного другой. Так, в многоколоснике фенхель-
ном практически весь лимонен представлен левовращающими формами, а для масла многоко-
лосника мексиканского характерно существенное преобладание правовращающих (+)-форм. 

Заключение. Проведенные с помощью метода газожидкостной хроматографии исследования 
позволили установить компонентный состав и характер распределения энантиомеров основных 
компонентов в эфирных маслах некоторых представителей рода Agastache из коллекции ЦБС 
НАН Беларуси. 

Рис. 1. Содержание (+)-пулегона в эфирных маслах Agastache L.

Fig. 1. Content of (+)-piplegon in Agastache essential oils 

Рис. 2. Распределение энантиомеров ментона в эфирных маслах Agastache L.

Fig. 2. Distribution of mentone enantiomers in Agastache essential oils

Рис. 3. Распределение энантиомеров лимонена в эфирных маслах Agastache L.

Fig. 3. Distribution of limonene enantiomers in essential oils Agastache
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Особенности распределения энантиомеров лимонена, пулегона и ментона являются индиви-
дуальной характеристикой исследованных эфирных масел Agastache.

Полученные данные могут быть использованы для стандартизации и контроля качества эфир-
ных масел лекарственных растений, перспективных для культивирования  в Республике Беларусь.
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МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ МИТОХОНДРИЙ  
И КЛЕТОК МЛЕКОПИТАЮЩИХ, ИНДУЦИРУЕМЫЕ  

ГИПОХЛОРНОЙ КИСЛОТОЙ

Аннотация. Гипохлорная кислота, HOCl, является одним из наиболее сильных биологических окислителей  
и важнейшим медиатором воспалительных повреждений клеток и тканей. В настоящей работе изучен характер из-
менения морфологии митохондрий клеток печени крыс, эритроцитов крыс и клеток линии B14 при окислительном 
воздействии HOCl in vitro. 

Внесение HOCl (300 мкМ) в суспензию митохондрий вызывало изменения органелл, незначительно снижало 
среднюю суммарную длину и среднее количество крист в одной митохондрии без изменения длины одной кристы, 
уменьшало среднюю площадь сечения митохондрии и удлиняло профили митохондрий, увеличивая число изменен-
ных митохондрий и гетерогенность популяции. Кроме того, наблюдалась деполяризация митохондриальных мем-
бран, скорость и степень которой определялись концентрацией HOCl. Воздействие HOCl (25–150 мкМ) в течение 
60–180 с индуцировало лизис эритроцитов крыс, которому предшествовало изменение формы и размеров клеток. 
Рассчитанная нами константа диссоциации HOCl с эритроцитарной мембраной составила 140 ± 25 мкМ, кооператив-
ность процесса взаимодействия (коэффициент Хилла) – 2,1. В клетках линии B14 воздействие HOCl (100 мкМ) вызы-
вало потерю способности сорбироваться на субстрате, формировать ассоциаты и последующее сжатие клеток. 

Таким образом, морфологические (и функциональные) перестройки митохондрий печени крыс вследствие воз-
действия HOCl могут служить одной из причин гибели клеток в очагах воспаления. На уровне целых клеток воздей-
ствие HOCl вызывает лизис эритроцитов и глубокие повреждения клеток линии B14.

Ключевые слова: митохондрии печени крыс, гипохлорная кислота, морфологические изменения, эритроциты, 
гемолиз, клетки линии B14

Для цитирования: Морфологические изменения митохондрий и клеток млекопитающих, индуцируемые  
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С. 156–168. https://doi.org/10.29235/1029-8940-2019-64-2-156-168
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MORPHOLOGICAL CHANGES OF MITOCHONDRIA  
AND MAMMALIAN CELLS, INDUCED BY HYPOCHLOROUS ACID

Abstract. Hypochlorous acid, HOCl, is one of the most powerful biological oxidants and the most important mediator  
of inflammatory damage of cells and tissues. The purpose of this study was to characterize the morphological features  
of HOCl – induced oxidative impairment in rat liver mitochondria in vitro and to compare the processes of HOCl-induced 
oxidation in mitochondria, erythrocytes and B14 cells. 

HOCl addition (300 µM) to mitochondrial suspension resulted in mitochondrial structural changes with a decrease in the 
mean total length of the crista and the average number of cristae in one mitochondria with no change in the length of one 
crista. There was shown a slight decrease in the average cross-sectional area of one mitochondria, mitochondrial profile 
elongation, an increase in the number of altered mitochondria and the heterogeneity of the population. Simultaneously we 
observed depolarization of the mitochondrial membrane, the rate and degree of which were determined by the concentration 
of HOCl. HOCl addition (25–150 µМ) induced lysis of erythrocytes for 60–180 s, which was preceded by a change in the 
shape and size of cells. The apparent dissociation constant for the HOCl – membrane complex was estimated to be Kd = 140 ± 
25 µМ, and the Hill coefficient was to be 2.1. The B14 cell exposure to HOCl (100 µМ) led to a loss of ability to sorb on the 
substrate, to form associates, and to subsequent shrinkage of cells. 
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Therefore, HOCl caused some morphological (and functional) changes in rat liver mitochondria, which may serve as one 
of the causes of cell death in inflammatory foci. At the level of the whole cells, the HOCl addition induced lysis of red blood 
cells and deep damage to B14 cells.

Keywords: rat liver mitochondria, hypochloric acid, morphological changes, erythrocytes, hemolysis, B14 cells
For citation: Zavodnik I. B., Kravchuk R. I., Ilyich T. V., Lapshina E. A., Vejko A. G., Zavodnik L. B., Astrowskaja O. B., 

Kurbat M. N. Morphological changes of mitochondria and mammalian cells, induced by hypochlorous acid. Vestsi Natsyya-
nal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. 
Biological series, 2019, vol. 64, no. 2, pp. 156–168 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1029-8940-2019-64-2-156-168

Введение. Гипохлорная кислота (HOCl) (в русскоязычной химической терминологии – хлор-
новатистая кислота – HClO) синтезируется в реакции перекиси водорода и аниона Cl–, катализи-
руемой миелопероксидазой (MPO, КФ 1.11.1.7) нейтрофилов и моноцитов в условиях дыхатель-
ного взрыва. HOCl путем диффузии проникает внутрь клеток, вызывая в них необратимую не-
ферментативную химическую модификацию белков (путем образования долгоживущих хлора-
минов и хлортирозинов), нуклеиновых кислот, липидов [1, 2]. HOCl принадлежит к широкому 
классу гипогалоидных кислот (HOX, где X – F, Cl, Br или I), образующихся при окислении гало-
ген-ионов и обладающих высокой биологической активностью. 

Гипохлорная кислота – один из наиболее сильных биологических окислителей и важнейший 
медиатор воспалительных повреждений клеток и тканей, а также основной бактерицидный 
агент [1]. В отличие от других окислителей она не является субстратом для ферментов антиокси-
дантной системы и в то же время способна взаимодействовать с многочисленными субклеточ-
ными структурами [3]. Инфильтрация моноцитов/макрофагов в ткани и повышенные экспрессия 
и, как следствие, секреция миелопероксидазы приводят к росту генерации HOCl. Повышенная 
экспрессия миелопероксидазы и рост содержания 3-хлортирозина как биомаркера хлорирования 
гипохлорной кислотой показаны при ряде патологий [1]. Точные механизмы HOCl-индуцирован-
ной клеточной гибели и адаптации к окислителю неизвестны. До 80 % генерируемого активиро-
ванными нейтрофилами H2O2 используется для производства HOCl, локальная концентрация 
которой в тканях при патологических состояниях может достигать 20–400 мкМ в течение часа 
[3–5]. Хлорирование и окисление белков HOCl как результат активации миелопероксидазы явля-
ется одной из основных причин атеросклеротических повреждений тканей. Недавно обнаружено 
выраженное возрастание активности миелопероксидазы и степени хлорирования белков (уровня 
3-хлортирозина) при атеросклерозе и ревматоидном артрите [6]. При невысоких, физиологиче-
ских, концентрациях HOCl (активная форма хлора) наряду с активными формами кислорода  
и азота может выступать как сигнальная молекула, регулируя пролиферацию, рост, дифферен-
циацию клеток, апоптоз. 

Механизмы модификации клеток и клеточных структур гипохлорной кислотой и физиологиче-
ские следствия этой модификации исследуются достаточно давно. Показано, что HOCl (50–200 мкM) 
индуцирует гибель макрофагов человека по некротическому механизму, вызывая формирование 
митохондриальных пор высокой проницаемости, падение митохондриального мембранного по-
тенциала и нарушение кальциевого гомеостаза [7]. Ранее нами были рассмотрены некоторые за-
кономерности повреждения митохондрий клеток печени и эритроцитов гипохлорной кислотой. 
В митохондриях печени крыс HOCl в концентрации 50–300 мкМ вызывала выраженное наруше-
ние редокс-баланса (окисляла сульфгидрильные группы митохондриальных белков, восстанов-
ленный глутатион) и дыхательной активности митохондрий (увеличивала скорость субстрат- 
зависимого дыхания (V2), значительно снижала скорость потребления кислорода, сопряженного  
с фосфорилированием (V3), нарушала сопряжение дыхания и фосфорилирования), существенно 
ингибировала один из ключевых ферментов цикла Кребса – α-кетоглутаратдегидрогеназу [8]. 
Нами показано, что в эритроцитах HOCl in vitro индуцирует сложные изменения площади по-
верхности и микротекучести плазматической мембраны, морфологии (набухание, эхиноцитоз)  
и стабильности клеток, приводящие к лизису [9, 10]. Воздействие гипохлорной кислоты (100–
1000 мкМ) на эритроциты приводит к быстрому окислению внутриэритроцитарного восстанов-
ленного глутатиона, не вызывая перекисного окисления липидов, к возрастанию осмотической 
хрупкости эритроцитов, формированию короткоживущих пор диаметром 0,7 нм в эритроцитарной 
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мембране [10]. Изучение механизмов и закономерностей взаимодействия клеток и клеточных ор-
ганелл, в первую очередь митохондрий, с HOCl позволит выяснить механизм воспалительных 
процессов. Лейкоцитарная инфильтрация и активация нейтрофилов в очагах воспаления в ткани 
печени, последующая гиперпродукция HOCl представляют один из патобиохимических меха-
низмов токсического поражения печени. 

Цель настоящей работы – определить изменения морфологии (и функциональной активно-
сти) митохондрий клеток печени крыс, эритроцитов крыс и клеток линии B14 при окислитель-
ном воздействии гипохлорной кислоты in vitro. 

Материалы и методы исследования. Методика. Реактивы. В работе использовали гипо- 
хлорит натрия (NaOCl, при pH 7,4 в растворе присутствуют в равновесии NaOCl и OCl–), сахаро-
зу, трис(гидроксиметил)аминометан (Трис-HCl), этилендиаминтетраацетат (ЭДТА), аденозинди-
фосфат, трихлоруксусную кислоту (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, США, или Steinheim, Герма-
ния), флуоресцентный зонд сафранин О (Molecular Probes, Inc., СШA), остальные реактивы ана-
литической степени чистоты (POCH, Poland, Реахим, Россия). Растворы готовили, используя во-
ду, очищенную системой Milli-Q.

Митохондрии изолировали методом дифференциального центрифугирования [11]. Печень 
извлекали на холоду (4 °С), осушали фильтровальной бумагой, взвешивали и гомогенизировали 
в гомогенизаторе (тефлон-стекло) (600 об/мин, 1 мин) в охлажденной среде выделения, содержа-
щей 0,25 М сахарозы, 0,02 М Трис-HCl и 0,001 М ЭДТА, рН 7,2, при 4 °С. Ядерную фракцию 
удаляли путем центрифугирования при 600 g в течение 10 мин при 4 °С. Для осаждения мито-
хондрий полученный супернатант центрифугировали при 8500 g в течение 10 мин при 4 °С, да-
лее митохондриальный осадок дважды промывали в среде выделения при 4 °С и ресуспендиро-
вали (концентрация белка 40–50 мг/мл). Для выяснения механизмов окислительного поврежде-
ния in vitro митохондрии экспонировали HOCl в среде с 0,15 М KCl, 0,02 M KH2PO4 (рН 7,5), не 
содержащей Трис-HCl и ЭДТА, с целью исключения взаимодействия последних с окислителем. 
Концентрацию белка определяли по методу Лоури с соавт. [12].

Электронная микроскопия. Митохондрии (5 мг белка/мл) инкубировали в присутствии окис-
лителя, 300 мкМ гипохлорной кислоты (10 мин, 25 °С, pH 7,5), далее центрифугировали при  
8000 об/мин в течение 10 мин при 4 °С. Митохондрии (осадок) фиксировали в двух порциях 
1 %-ного раствора четырехокиси осмия на 0,1 М буфере Миллонига [13], рН 7,4, при 4 °С в те-
чение 1,5 ч. После дегидратации в спиртах восходящей концентрации и ацетоне образцы за-
ключали в смесь эпона и аралдита. Ультратонкие срезы (35 нм) изготавливали на микротоме 
Leica EM VC7, контрастировали солями тяжелых металлов [14, 15] и анализировали с помо-
щью электронного микроскопа JEМ-1011 (Япония) при 5000–40 000-кратном увеличении  
и ускоряющем напряжении 80 кВт. Для получения снимков использовали цифровую камеру 
Olympus Mega View III (Olympus, Германия) и пакет программ для обработки изображений 
iTEM (Olympus, Германия).

Показатели оценивали при 20 000-кратном увеличении микроскопа на 10 тестируемых пло-
щадях (полях зрения). При данном увеличении анализировали 250–500 профилей митохондрий 
репрезентативных микрофотографий. На этих же тестируемых площадях подсчитывали количество 
измененных митохондрий и рассчитывали их содержание на 1000 органелл. При 40 000-кратном 
увеличении микроскопа анализировали состояние внутренней мембраны митохондрий, средние 
величины общей длины крист, среднюю длину и количество крист в одной органелле. 

Митохондриальный мембранный потенциал регистрировали, используя потенциал-чувстви-
тельный флуоресцентный зонд сафранин O (8 мкМ) и спектрофлуориметр Perkin-Elmer LS55 
(Великобритания) и регистрируя флуоресценцию зонда при λex и λem 495 и 586 нм соответствен- 
но [15]. Митохондрии (0,3 мг белка/мл) суспензировали при 25 °С в среде с 0,05 М сахарозы, 
0,125 М КCl, 2,5 мM KH2PO4, 5 мM MgSO4 (рН 7,4). В качестве субстрата дыхания использовали 
сукцинат (5 мМ). Мембранный потенциал (мВ) определяли, используя калибровочный график, 
представляющий зависимость интенсивность зонда от величины мембранного потенциала ми-
тохондрий, который рассчитывали согласно уравнению Нернста: ΔΨ = 60log[K+]out/[K

+]in (мВ), где 
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[K+]in – внутримитохондриальная концентрация ионов K+ (120 мМ), [K+]out – концентрация ионов K+ 
в среде, которую изменяли в диапазоне 0–20 мМ [15] в присутствии ионофора валиномицина 
(0,28 мкМ). Полную деполяризацию митохонриальной мембраны контролировали, внося прото-
нофор FCCP (0,5 мкМ).

Эритроциты получали, центрифугируя гепаринизированную кровь крыс при 3000 об/мин для 
отделения плазмы. Эритроциты дважды промывали изотоническим раствором NaCl (145 мМ 
NaCl, 1,9 мМ NaH2PO4, 8,1 мМ Na2HPO4, pH 7,4, PBS). Лизис эритроцитов индуцировали гипох-
лорной кислотой, эритроциты (0,05 %-ный гематокрит в PBS) подвергали действию различных 
концентраций HOCl при 20 °C, скорость гемолиза регистрировали по изменению величины све-
торассеяния суспензии эритроцитов, измеряемой как оптическая плотность суспензии на длине 
волны 670 нм.

Клетки линии B14 китайского хомячка (коллекция клеточных линий Института биофизики, 
Университет в Лодзи, Польша) выращивали в монослое в сбалансированной солевой среде Хэнк-
са, содержащей 10 мМ глюкозы (HBSS-глюкоза), pH 7,4, и 10 %-ную сыворотку новорожденных 
телят, в увлажненной атмосфере воздуха, содержащей 5 % CO2, при 37 °C. Перед экспериментом 
экспоненциально растущие прикрепленные клетки помещали в свежую среду HBSS–глюкоза 
(объем пробы – 1 мл). Клетки экспонировали различным концентрациям гипохлорной кислоты  
в течение 10 мин при 37 °C. Морфологию клеток линии B14 оценивали с помощью светового ми-
кроскопа Nikon Eclipse E400 (Japan) при 500-кратном увеличении.

Для статистической обработки данных использовали программу Microsoft Excel 2013 и пакет 
прикладных программ Statistica 6.0. Для малых выборок распределение оценивали с помощью 
критерия Шапиро–Уилка, результаты представляли как среднее значение 5–6 измерений ± SEM. 
Для анализа результатов, демонстрирующих ненормальное распределение (согласно тесту Ша-
пиро–Уилка), использовали тест Колмогорова–Смирнова. Уровень значимости различий счита-
ли достоверным при p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение. Электронно-микроскопический анализ изменений ультра-
структуры митохондрий при окислительном повреждении гипохлорной кислотой. Электронно-
микроскопические исследования позволяют получать новую информацию о структурно-функцио-
нальных изменениях при повреждающих воздействиях, что позволяет расширить представления 
о механизме патологических процессов. Полученные в нашем эксперименте репрезентативные 
электронные микрофотографии изолированных митохондрий печени интактных крыс представ-
лены на рис. 1. Чистота фракции митохондрий составляла 90–95 %, примеси микросомальной 
фракции и лизосомоподобных структур – 5–10 %. В работе проанализировано 250–500 профи-
лей митохондрий, представленных на нескольких репрезентативных микрофотографиях; посколь-
ку электронные фотографии представляют образцы, полученные от одного животного, нами 
указывалась величина ошибки, а не степень достоверности различий. 

Профили митохондрий отличались различными размерами, преимущественно округлой фор-
мой, матриксом умеренной электронной плотности и отчетливыми, неупорядоченно располо-
женными кристами. При этом кристы были не расширены и несколько укорочены. Такие мито-
хондрии считаются промежуточными, ультраструктура которых соответствует их оптимально-
му энергетическому и биосинтетическому состоянию. Среди основной популяции митохондрий 
встречались единичные органеллы с матриксом пониженной электронной плотности и редуци-
рованными низкоэнергетическими кристами (квалифицированы как измененные митохондрии) 
(см. таблицу).

На рис. 2 представлены репрезентативные электронные микрофотографии изолированных 
митохондрий, подвергшихся действию гипохлорной кислоты (300 мкМ, 10 мин, 25 °С). Чистота 
фракции митохондрий составляла 85–90 %. При повреждающем воздействии гипохлорной кис-
лоты возрастало число измененных митохондрий, которые имели просветленный матрикс, уко-
роченные и редуцированные кристы. В ультраструктуре основной популяции митохондрий не 
выявлено существенных деструктивных изменений по сравнению с контрольными митохондри-
ями (рис. 2). 
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Морфометрические показатели, характеризующие структуру изолированных митохондрий печени крыс

Morphometric indicators characterizing the structure of isolated rat liver mitochondria

Морфометрический параметр Контроль HOCl

Измененные митохондрии, % 2,14 4,00
Средняя площадь сечения одной митохондрии, мкм2 0,32 0,28
Средний периметр одной митохондрии, мкм 2,16 2,06
Соотношение сторон митохондрий 1,62 1,83
Фактор элонгации 1,63 1,83
Средняя относительная электронная плотность митохондрий, 127,51 117,84
Диаметр митохондрий:

эквивалентного круга 0,61 0,57
макс. 0,79 0,79

 

a

b

c

Рис. 1. Электронные микрофотографии митохондрий печени крыс (контроль): 1 – основная популяция  
митохондрий, отличающихся округлой формой, матриксом умеренной электронной плотности и укороченными, 
неупорядоченно расположенными кристами; 2 – измененная органелла, характеризующаяся электронно-светлым 

матриксом и редуцированными кристами; короткие стрелки – примеси микросомальной фракции,  
длинные стрелки – лизосомоподобные структуры (а – ×10 000, b – ×20 000, с – ×40 000;  

масштабный отрезок – 2,0; 1,0 и 0,5 мкм соответственно)
Fig. 1. Electron micrographs of rat liver mitochondria (control): 1 – the main population of mitochondria characterized by  
a rounded shape, a matrix of moderate electron density, and shortened, disordered cristae; 2 – modified organelle, characterized 
by an electron-bright matrix and reduced cristae; short arrows – microsomal impurities; long arrows – lysosome-like 

structures (а – ×10 000, b – ×20 000, с – ×40 000; scale length – 2.0; 1.0 and 0.5 microns respectively)
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Морфометрический параметр Контроль HOCl

мин. 0,49 0,44
средн. 0,69 0,68

Сферичность 0,39 0,31
Фактор формы 0,79 0,77
Среднее к-во крист в одной митохондрии, шт. 4,20 3,60
Средняя длина одной кристы, мкм 0,119 0,114
Средняя суммарная длина крист в одной митохондрии, мкм 0,50 0,41

 
 

c

b

a

Рис. 2. Электронные микрофотографии митохондрий после воздействия гипохлорной кислоты  
(300 мкМ, 10 мин, 25 °С): 1 – основная популяция митохондрий, отличающихся овальной формой,  

матриксом умеренной электронной плотности и укороченными, неупорядоченно расположенными кристами;  
2 – измененные органеллы, характеризующиеся электронно-светлым матриксом и редуцированными кристами; 

длинная стрелка – примеси микросомальной фракции, короткие стрелки – лизосомоподобные структуры  
(а – ×10 000, b – ×20 000, с – ×40 000; масштабный отрезок – 2,0; 1,0 и 0,5 мкм соответственно)

Fig. 2. Electron micrographs of mitochondria after exposure to hypochlorous acid (300 μM, 10 min, 250 °C):  
1 – the main population of mitochondria, characterized by an oval shape, a matrix of moderate electron density 

 and shortened, disordered cristae; 2 – modified organelles characterized by an electron-light matrix and reduced cristae; 
long arrow – microsomal fraction impurities; short arrows – lysosome-like structures  

(а – ×10 000, b – ×20 000, с – ×40 000; scale length – 2.0; 1.0 and 0.5 microns respectively)

Окончание таблицы
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В этой связи морфометрические измерения показали некоторое уменьшение (на 7,6 %) 
электронной плотности матрикса митохондрий (арифметическая средняя оценка всех оттен-
ков серого цвета изучаемого объекта). Профили митохондрий отличались различными раз- 
мерами, преимущественно овальной формой, матриксом умеренной электронной плотности  
и отчетливыми, неупорядоченно расположенными кристами. При этом кристы были не расши-
рены и характеризовались различной длиной. Морфометрический анализ внутренней струк-
туры изолированных митохондрий показал, что при воздействии гипохлорной кислотой на 
18 % снижается средняя суммарная длина крист и на 14 % – среднее количество крист в одной 
митохондрии по сравнению с контролем. В то же время средняя длина одной кристы не изме-
няется (см. таблицу). 

Визуально профили митохондрий были несколько уменьшены в размерах и удлинены. Эти 
наблюдения подтверждались морфометрическими измерениями (см. таблицу). Средняя пло-
щадь сечения одной митохондрии уменьшалась на 14 %, при этом появлялись отдельные ми-
тохондрии, увеличенные в размерах. Об удлинении профилей митохондрий свидетельство- 
вало увеличение фактора элонгации на 12 % и фактора соотношения сторон (Aspect ratio) на 
13 %, а также соотношение максимального и минимального диаметров структур. Таким обра-
зом, экспонирование гипохлорной кислоте (300 мкМ) индуцирует морфологические трансфор-
мации митохондрий: возрастание гетерогенности популяции митохондрий и числа изменен-
ных митохондрий, которые имели просветленный матрикс, укороченные и редуцированные 
кристы, средняя площадь сечения одной органеллы незначительно уменьшалась и удлинялся 
их профиль. 

Морфологическим трансформациям митохондрий сопутствуют выраженные функциональ-
ные нарушения органелл, индуцируемые гипохлорной кислотой. При том же соотношении 
[HOCl]/[мг митохондриального белка] наблюдалась протекающая во времени диссипация мито-
хондриального мембранного потенциала, зависящая от концентрации окислителя (7–300 мкМ 
HOCl), что, вероятно, отражает повреждение митохондриальной мембраны (рис. 3). В то же вре-
мя в митохондриях не выявлено формирования пор высокой проницаемости и сколько-нибудь 

Рис. 3. Кинетические кривые деполяризации митохондриальной мембраны в присутствии  
различных концентраций гипохлорной кислоты (мкМ): 1 – 0 (контроль); 2 – 7; 3 – 30; 4 – 100;  

5 – 300. Флуоресценцию сафранина O (8 мкМ) регистрировали при λex и λem 495 и 586 нм соответственно  
в суспензии митохондрий (0,3 мг белка/мл) в среде с 0,05 М сахарозы, 0,01 М Tрис-HCl, 0,125 М КCl, 2,5 мM 

KH2PO4, 5 мM MgSO4 (рН 7,4) при 25 °С. Стрелками указан момент внесения HOCl и FCCP (0,5 мкМ)

Fig. 3. Kinetic depolarization curves of the mitochondrial membrane in the presence of various concentrations  
of hypochlorous acid (μM): 1 – 0 (control); 2 – 7; 3 – 30; 4 – 100; 5 – 300. Safranin O fluorescence (8 μM)  

was recorded at λex and λem 495 and 586 nm respectively in a suspension of mitochondria (0.3 mg protein/ml)  
in medium with 0.05 M sucrose, 0.01 M Tris-HCl, 0.125 M KCl, 2.5 mM KH2PO4, 5 mM MgSO4 (pH 7.4), 25 °C.  

The arrows indicate the moment of introduction of HOCl and FCCP (0.5 μM)
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значительного набухания митохондрий в присутствии HOCl [16], что согласуется с отсутствием 
значительных повреждений митохондрий, регистрируемых морфометрически (рис. 2).

Морфологические изменения эритроцитов и клеток линии B14. Морфометрические пара- 
метры – полезный инструмент для анализа структурных изменений, индуцируемых гипохлор-
ной кислотой в клетках и клеточных органеллах. Воздействие HOCl в концентрации 25–300 мкМ 
на эритроциты крысы приводит к быстрому (60–180 с) лизису клеток, зависящему от дозы окис-
лителя. На рис. 4, a представлены кинетические кривые изменения оптической плотности су-
спензии эритроцитов в присутствии различных концентраций окислителя. Как следует из ки-
нетических кривых изменения светорассеяния суспензии эритроцитов, лизису предшествует 
изменение формы и размеров клеток. Гемолитический эффект зависит от соотношения [HOCl]/
число эритроцитов, интересным представляется факт отсутствия гемолиза при концентрации 
300 мкМ. Вероятно, при этом происходит такая модификация мембран, которая препятствует 
их разрушению.

Основываясь на представлении о зависимости скорости HOCl-индуцируемого гемолиза от 
концентрации окислителя, с помощью кинетических кривых лизиса (рис. 4, b) нами представлена 
скорость гемолиза при различных концентрациях HOCl в соответствии с уравнением Хилла 

 lg[Y/(1–Y)] = nlg[HOCl] – lgKd,

где Y – доля эритроцитарных центров, взаимодействующих с HOCl, заполненных молекулами 
окислителя при соответствующей концентрации HOCl, n – коэффициент Хилла. 

Нами рассчитаны параметры взаимодействия HOCl с эритроцитами: константа диссоциации 
взаимодействия HOCl с клеткой (сродство центров связывания к HOCl) – Kd = 140 ± 25 мкМ;  
коэффициент Хилла – 2,1, характеризующий кооперативность процесса взаимодействия (число 
центров связывания). 

Морфологические трансформации клеток линии В14 при воздействии окислителя регистри-
ровали методом оптической микроскопии. Клетки линии В14 обладают характерной биполярной 

 
 
 а b 

Рис. 4. Кинетические кривые изменения светорассеяния суспензии эритроцитов (0,05 %-ный гематокрит) при 20 °C, 
145 мМ NaCl, 1,9 мМ NaH2PO4, 8,1 мМ NaH2PO4, pH 7,4 (PBS) при различных концентрациях HOCl (мкМ):  
1 – контроль; 2 – 25; 3 – 50; 4 – 75; 5 – 100; 6 – 150; 7 – 200; 8 – 300 (а); график зависимости скорости гемолиза эритро-

цитов от концентрации гипохлорной кислоты (график Хилла) (b)

Fig. 4. Kinetic curves of changes in the light scattering of erythrocyte suspension (0.05 % hematocrit) at 20 ° C, 145 mM 
NaCl, 1.9 mM NaH2PO4, 8.1 mM NaH2PO4, pH 7.4 ( PBS) in the presence of various concentrations of HOCl (μM):  
1 – control; 2 – 25; 3 – 50; 4 – 75; 5 – 100; 6 – 150; 7 – 200; 8 – 300 (а); plot of erythrocyte hemolysis rate versus hypochloric 

acid concentration (Hill’s plot) (b)
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формой, прикреплены к субстрату и образуют клеточные ассоциаты (рис. 5, a). Экспонирова-
ние клеток линии В14 гипохлорной кислоте приводит к выраженному нарушению их структу-
ры (рис. 5, b, c): при концентрации окислителя 100 мкМ клетки теряют способность сорбиро-
ваться на субстрате и образовывать клеточные ассоциаты, приобретают сферическую форму  
и сжимаются. Степень повреждения усиливается при более высоких концентрациях окислителя 
(500 мкМ).

Таким образом, гипохлорная кислота (300 мкМ) индуцировала морфологические трансфор-
мации митохондрий: возрастала гетерогенность популяции и увеличивалось число измененных 
органелл, отличающихся набухшим электронно-светлым матриксом и редуцированными кри-
стами, при этом несколько снижались средняя суммарная длина крист и среднее количество 
крист в одной митохондрии по сравнению с контролем без изменения длины одной кристы, не-
значительно уменьшалась средняя площадь сечения одной митохондрии и удлинялись профили 
митохондрий (см. таблицу). Одновременно наблюдалась деполяризация митохондриальной мем-
браны, скорость и степень которой определяется концентрацией HOCl. Влияние окислителя на 
мембранный потенциал, связано, вероятно, с возрастанием протонной проницаемости внутрен-
ней митохондриальной мембраны в результате окислительного повреждения мембранных бел-
ков и отражает выраженное нарушение функциональной активности митохондрий. 

Ранее нами показано, что HOCl в высоких концентрациях (200–300 мкМ) окисляет NADH  
в изолированных митохондриях клеток печени, но предотвращает индуцируемое ионами Ca2+ 
формирование митохондриальных пор высокой проницаемости [17]. В наших предыдущих 
экспериментах ультраструктурный и морфометрический анализ показал, что моделирование 
окислительного стресса с использованием другого окислительного агента, терт-бутилгидро-
пероксида, вызывает существенные изменения и значительную гетерогенность митохондрий 
по размерам, при этом увеличивается число измененных митохондрий, обладающих электрон-
но-светлым набухшим матриксом и редуцированными кристами, которые характеризуются 
пониженным биоэнергетическим и биосинтетическим потенциалом, уменьшаются среднее ко-
личество крист и суммарная длина крист в одной органелле [18]. В качестве одного из меха-
низмов HOCl-зависимой цитотоксичности предполагают митохондриальные повреждения: 
HOCl-индуцируемые быстрые изменения белка Bax, формирование пор высокой проницаемо-
сти, нарушения кальциевого гомеостаза, истечение митохондриальных проапоптотических 
белков AIF и EndoG [7, 19]. Митохондриальные процессы могут быть связаны с эффектами 
продуктов гипохлорной кислоты, хлораминов. Так, хлорамин таурина, а не гипохлорная кисло-
та, концентрируясь в митохондриях, является индуктором апоптоза, связанного повреждением 

Рис. 5. Морфологические трансформации клеток линии В14 китайского хомячка при экспонировании различным 
концентрациям гипохлорной кислоты. Клетки обрабатывали окислительным агентом в течение 10 мин  

при 37 °С, HBSS – глюкоза, pH 7,4: a – контроль, b – 100 мкМ HOCl, c – 500 мкМ HOCl

Fig. 5. Morphological transformations of B14 Chinese hamster cell lines upon exposure to various concentrations  
of hypochlorous acid. Cells were treated with oxidizing agent for 10 min at 37 °C, HBSS – glucose, pH 7.4:  

a – control, b – 100 μM HOCl, c – 500 μM HOCl 
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митохондрий, формированием пор высокой проницаемости, уменьшением мембранного по-
тенциала, активацией каспазы-9 [20].

Развивающийся во времени HOCl-индуцируемый лизис эритроцитов отражает взаимодей-
ствие окислителя с эритроцитарной мембраной, при этом с одним центром мембраны взаимо-
действуют две молекулы окислителя. Ранее в наших экспериментах активные формы хлора  
(гипохлорная кислота и хлорамины) в концентрации 50–200 мкМ ингибировали транспортные бел-
ки мембран эритроцитов человека: Na+-, K+- и Mg2+-АТФ-азы, белки мультилекарственной рези-
стентности за счет окисления сульфгидрильных групп мембранных белков [21]. Формирование 
пор в эритроцитарной мембране и нарушение пассивной ионной проницаемости являются при-
чиной HOCl-индуцируемого гемолиза [10]. 

Окислительные процессы, вызываемые гипохлорной кислотой, приводили к потере клетками 
линии B14 способности сорбироваться на субстрате, формировать ассоциаты и к последующему 
их сжатию, что можно рассматривать как подтверждение апоптотического механизма HOCl- 
индуцируемой гибели клеток. Выраженные структурные и функциональные повреждения ми-
тохондриальных и плазматических мембран в клетках различных типов, обнаруженные нами, 
позволяют предположить, что мембранные структуры представляют, вероятно, важнейшие ми-
шени действия гипохлорной кислоты.   

Заключение. В настоящей работе с помощью морфометрических методов исследованы по-
вреждения структуры митохондрий печени крыс, эритроцитов крыс и клеток линии B14, инду-
цируемые гипохлорной кислотой. Выяснение молекулярных механизмов и последствий дейст-
вия гипохлорной кислоты на клетки млекопитающих, поиск мишеней представляют значительный 
интерес, учитывая роль последней в развитии воспаления. Гипохлорная кислота в концентра-
ции, соответствующей ее локальной концентрации в тканях при патологии (30–300 мкМ),  
вызывает морфологические и функциональные повреждения митохондрий и клеток млекопита-
ющих. Морфологические перестройки митохондрий печени крыс (возрастание гетерогенности 
популяции, просветленный матрикс, укорочение и редуцирование крист) соответствуют деполя-
ризации митохондриальной мембраны, что отражает нарушение респираторной и синтетической 
функции органелл. На уровне целых клеток воздействие HOCl вызывает лизис эритроцитов, кото-
рому предшествуют изменение формы и размеров клеток и глубокие повреждения клеток линии 
B14: клетки теряют способность сорбироваться на субстрате, образовывать клеточные ассоциа-
ты, приобретают сферическую форму и сжимаются. Эффект HOCl на клеточные процессы в раз-
личных типах клеток зависит от концентрации окислителя и длительности воздействия, мито-
хондриальные и плазматические мембраны представляют, вероятно, важнейшие мишени дей-
ствия гипохлорной кислоты. Таким образом, гипохлорная кислота индуцирует глубокие струк-
турные и функциональные повреждения субклеточных органелл и клеток млекопитающих, что 
является одной из причин гибели клеток в очагах воспаления, развивающейся по некротическо-
му или апоптотическому механизму. 
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ВЛИЯНИЕ КЛИМАТИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ НА ПРИРОСТ ДУБА ЧЕРЕШЧАТОГО  
(QUERCUS ROBUR L.) В ЮЖНЫХ РЕГИОНАХ БЕЛАРУСИ

Аннотация. Изучены основные климатические факторы, влияющие на годичный радиальный прирост дуба че-
решчатого, произрастающего в разных лесотипологических условиях на юге Беларуси. Выделено три региона 
(юго-западный, южный и юго-восточный), отличающиеся условиями его произрастания, и построено 6 стандартизи-
рованных мастер-хронологий годичного прироста за период от 140 до 230 лет.

Сравнительный анализ стандартизированных мастер-хронологий показал, что по реакции прироста пойменные 
и мелиоративно-производные дубовые леса существенно отличаются от суходольных (плакорных). Для разных ле-
сорастительных условий разработаны регрессионные модели связи прироста деревьев дуба с климатическими пара-
метрами. Анализ функций отклика прироста на климатические факторы показал, что радиальный прирост дуба че-
решчатого в пойменных условиях в наибольшей степени связан с температурами в начале вегетационного сезона. 
Для деревьев, растущих в мезотрофных условиях, основное влияние на прирост оказывает режим осадков.

Ключевые слова: дуб черешчатый, Беларусь, мастер-хронологии, тип леса, климат
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THE EFFECTS OF CLIMATIC FACTORS IN FORMING INCREMENT OF ENGLISH OAK  
(QUERCUS ROBUR L.)  IN SOUTH REGIONS OF BELARUS

Abstract. Our research let identified the main climatic factors which impact on radial increment of oak trees on different 
forest conditions in South Belarus. We defined three regions (southwest, south and southeast) with different growth conditions 
and built six standardized master chronologies from 140 to 230 years long.

The results of correlation analysis of standardized chronologies showed that response of oak trees to climate on floodplain 
and drained conditions differ significantly from oak trees growing in dry conditions. A regression model between oak tree-
ring width and climatic parameters was developed for different growing conditions. Response function showed that increment 
of oak trees in floodplain conditions is closely related with temperature at the beginning of the growing season. For trees that 
are growing in mesotrophic conditions the main importance is the regime of precipitation.

Keywords: English oak, Belarus, master chronologies, forest types, climate
For citation: Knysh N. V., Yermokhin M. V. The effects of climatic factors in forming increment of English oak (Quercus 

robur L.)  in south regions of Belarus. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = 
Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2019, vol. 64, no. 2, pp. 169–179 (in Russian). 
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Введение. На фоне потепления климата, наблюдаемого в течение нескольких последних де-
сятилетий, все чаще отмечаются неблагоприятные погодные явления (засухи, аномальные зим-
ние температуры, шквалы, наводнения и др.), которые приводят и к изменению условий произ-
растания деревьев. В результате участившихся засух в летний период и более теплых зим созда-
ются неблагоприятные условия для представителей бореальных древесных видов (в первую оче-
редь для ели европейской). Это проявляется во вспышках массового размножения стволовых  
и хвоегрызущих вредителей и в развитии очагов болезней древесины, приводящих к ослаблению  
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и гибели деревьев. С другой стороны, более теплые зимы и увеличенная продолжительность  
вегетационного сезона благоприятны для представителей неморальной флоры [1].

Неморальные леса, в первую очередь дубовые, распространены по всей территории Белару-
си. Однако почвенно-грунтовые условия и интенсивная хозяйственная деятельность, направлен-
ная на заготовку ценной древесины твердолиственных пород, привели к тому, что их встречае-
мость существенно различается по регионам.  В настоящее время дубовые леса занимают 3,5 % 
от площади всех покрытых лесом земель [2], но сконцентрированы они преимущественно  
в юго-восточной части республики, на севере Беларуси их меньше [3]. В то же время некоторые 
исследования показывают более широкое их распространение по территории Беларуси в разные 
периоды голоцена, в том числе в обозримом прошлом [4, 5]. 

В начале 2000-х годов отмечалось усыхание дубовых лесов на юге республики, что, по мне-
нию ряда ученых, связано с ухудшением генетического состава и сокращением внутривидового 
разнообразия [6], комплексом антропогенных факторов (осушительной мелиорацией, подтопле-
ниями и рубками) [7], а также со вспышками массового размножения листогрызущих насеко-
мых [8]. Все эти факторы проявляются на фоне климатических изменений, что создает трудно-
сти при оценке степени их воздействия на состояние лесов и при прогнозировании динамики 
роста последних с учетом дальнейшего потепления климата.

Одним из инструментов, который позволяет дифференцировать влияние факторов внешней 
среды на деревья, являются дендрохронологические исследования. С учетом проводимой хозяй-
ственной деятельности достоверные результаты можно получить, используя только региональ-
ные мастер-хронологии, которые включают информацию о деревьях, произрастающих в разных 
лесных массивах. Поскольку в типологическом отношении дубравы делятся на две субформации: 
суходольные (плакорные) дубравы (89 %), которые распространены повсеместно, и пойменные 
(11 %), преимущественно произрастающие в долинах крупных рек (Припяти, Березины, Днепра, 
Нёмана и др.) [7], представляется обоснованным оценить влияние климатических факторов на 
леса обеих субформаций.

Цель работы – установить климатические факторы, лимитирующие рост дуба черешчатого, 
произрастающего в различных лесотипологических условиях в южных регионах Беларуси, и опре-
делить перспективы роста деревьев дуба при климатических изменениях.  

Объекты и методы исследования. Объектами исследования являлись деревья дуба череш-
чатого (440 деревьев) на 17 пробных площадях, произрастающие в естественных насаждениях 
разных типов леса в южной части республики (рис. 1). Для отбора образцов древесины (кернов) 
использовали приростной бур Haglof. Подготовку образцов (кернов, спилов) для анализа выпол-
няли по общепринятым методикам [9, 10]. 

С целью выявления ошибок измерений, а также ложных и выпавших колец использовали 
программу COFECHA 6.06P для перекрестного датирования серий годичных колец. Степень чув-
ствительности серий годичных колец оценивали с помощью коэффициента чувствительности [11]. 
Серию колец считали чувствительной и пригодной для дендрохронологических реконструкций, 
если коэффициент превышал 0,3 [10]. 

Стандартизацию значений абсолютного радиального прироста выполняли для каждого дере-
ва с дальнейшим усреднением индексов по объекту (пробной площади) и построением стандар-
тизированной хронологии. Для сглаживания возрастных кривых прироста деревьев использовали 
сплайн-функцию (кусочно-сопряженную функцию) с заданным окном сплайна (67 % от длины 
ряда) и уровнем подавления дисперсии 50 %, экспоненциальную кривую и функцию Хагершофа. 
Сглаживание возрастных кривых и разработка стандартизированных древесно-кольцевых хро-
нологий выполнены с использованием программы ARSTAN40c [12]. Путем усреднения индексов 
радиального прироста серий годичных колец для каждой пробной площади строили стандарти-
зированные древесно-кольцевые хронологии протяженностью от 140 до 230 лет, а затем – ма-
стер- хронологии, которые объединяли серии годичных колец из каждого региона исследований. 
Груп пировку древесно-кольцевых хронологий для мастер-хронологий и выделение дендрохроно-
логически однородных регионов выполняли на основании корреляционного и кластерного ана-
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лиза. Для оценки схожести прироста мастер-хронологий использовали t-критерий [11] и коэффи-
циент синхронности, выраженный в процентах [9]. 

С помощью построенных мастер-хронологий разработаны функции отклика радиального 
прироста на климатические факторы. Под функцией отклика понимается метод множественной 
регрессии, использующий компоненты климатических данных для оценки индексированных ве-
личин радиального прироста. В нашей работе функцию отклика применяли в том виде, как она 
описана в работе [13]. 

В качестве исходных климатических параметров использовали среднемесячные температуры 
воздуха и месячные суммы осадков по метеорологическим станциям «Пружаны», «Житковичи», 
«Василевичи», «Жлобин» и «Бобруйск» по данным ГУ «Республиканский центр по гидрометео-
рологии, контролю радиоактивного загрязнения и мониторингу окружающей среды». 

Результаты и их обсуждение. По результатам корреляционного и кластерного анализа было 
выделено три региона, каждый из которых был разделен на два типа условий произрастания 
(рис. 1). 

Для каждого региона и типа условий произрастания разработано 6 региональных мастер-хро-
нологий, имеющих особо важные годы (так называемые реперные), отражающие основной ха-
рактер поведения локальных хронологий для изучаемой территории. 

Для юго-западной части республики построены две мастер-хронологии (НП «Беловежская 
пуща»). Одна из них (BYSW1o) построена по насаждениям, которые в прошлом формировались 
в условиях, близких к заболоченным и/или пойменным (наиболее вероятно папоротниковые  
и крапивные типы леса). Однако после проведенной на территории Национального парка в 1950–
1970-х годах осушительной мелиорации эти насаждения трансформировались в мелиоратив-
но-производные типы леса, которые по фитоценотическому облику близки к кисличной серии 
типов леса. Вторая мастер-хронология построена для классических плакорных дубрав кислич-
ных (BYSW2o), которые практически не испытывают влияния осушительной мелиорации. 

Для южного региона Беларуси (НП «Припятский») разработаны две мастер-хронологии  
для пойменных дубрав с различным режимом затопления. Одна мастер-хронология (BYS1o) – 

Рис. 1. Схема размещения объектов исследования в регионах: юго-западном (BYSW), южном (BYS),  
юго-восточном (BYSE) 

Fig. 1. Scheme of location of research objects in regions: southwest (BYSW), south (BYS), southeast (BYSE) 
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для участков с ежегодным затоплением/подтоплением, вторая (BYS2o) – для участков, которые 
затапливаются только в годы наиболее сильного паводка. Последние по динамике радиального 
прироста больше близки к плакорным дубравам, чем к пойменным. 

Для юго-восточного региона построены две мастер-хронологии: одна – для дубрав с ежегод-
ным затоплением/подтоплением (BYSE1o), вторая (BYSE2o) – для плакорных кисличных дубрав.

Мастер-хронологии из юго-западной Беларуси имеют невысокую, но значимую связь друг  
с другом (t-критерий 5,7) (табл. 1). Реперные негативные годы у мастер-хронологии BYSW1o  
пришлись на 1904, 1937, 1940, 1961, 2000, 2003 гг., у BYSW2o – на 1940, 1964, 2015 гг. (табл. 2,  
рис. 2, а). Это свидетельствует о том, что на деревья из разных условий произрастания дейст - 
вуют различные лимитирующие факторы. Деревья из нарушенных условий (BYSW1o) намного 
чувствительнее к изменениям внешних факторов (коэффициент чувствительности 0,22), нежели 
деревья (BYSW2o), произрастающие в неизменных оптимальных почвенно-грунтовых условиях 
(коэффициент чувствительности (0,13).

Т а б л и ц а  1. Синхронность и t-критерий между мастер-хронологиями  
из дендрохронологически однородных регионов 

T a b l e  1. Synchronicity and t-value between master chronologies  
from dendrochronologically homogeneous regions

Мастер-хронология BYSW1o BYSW2o BYS1o BYS2o BYSE1o BYSE2o

BYSW1o 64 52 49 49 50

BYSW2o 5,7 52 67 55 65

BYS1o 2,2 2,1 66 65 61

BYS2o 2,7 7,5 7,4 61 68

BYSE1o 3,8 2,7 6,1 3,4 61

BYSE2o 4,9 6,7 5,0 9,6 4,7

П р и м е ч а н и е. Значимая корреляция (p < 0,01) выделена жирным шрифтом.

Т а б л и ц а  2. Индексы радиального прироста по различным мастер-хронологиям  
в негативные реперные годы 

T a b l e  2. Indexes of radial increment of various master chronologies  
in the negative pointer years 

Реперный
год

Мастер-хронология

BYSW1o BYSW2o BYS1o BYS2o BYSE1o BYSE2o

1882     0,71  
1893      0,51
1889     0,69  
1899    0,65   
1904 0,47  0,48    
1914 0,39    0,62  
1918       
1928 0,62      
1934   0,63    
1937 0,58    0,66  
1940  0,66  0,51  0,51
1945     0,67  
1952  0,77  0,69 0,63  
1961 0,56      
1964  0,76  0,59   
1973   0,50  0,60  
1974    0,70   
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Реперный
год

Мастер-хронология

BYSW1o BYSW2o BYS1o BYS2o BYSE1o BYSE2o

1986    0,77   
1987  0,82     
1992 0,79      
1993     0,59  
1996  0,80     
2000 0,55      
2002      0,70
2003 0,65  0,56 0,70 0,57  
2015  0,78    0,52

Окончание табл. 2

Рис. 2. Стандартизированные мастер-хронологии дуба черешчатого для юго-западной (а), южной (b),  
юго-восточной (c) частей Беларуси

Fig. 2. Standardized master chronology of oak tree for southwestern (a), southern (b), southeastern (c) parts of Belarus
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Между стандартизированными мастер-хронологиями BYS1o и BYS2o (НП «Припятский») 
наблюдается высокая корреляция (t-критерий 7,4) (см. табл. 1). У обеих мастер-хронологий ряд 
реперных лет один и тот же (1876, 1827, 1974 и 2003). Это свидетельствует о том, что на них воз-
действуют схожие лимитирующие факторы (табл. 2, рис. 2, b). В то же время динамика прироста 
в хронологии BYS2o достаточно тесно связана с динамикой прироста плакорных дубрав из Бело-
вежской пущи (хронология BYSW2o), т. е. она занимает промежуточное положение между клас-
сическими пойменными и плакорными дубравами. Сочетание влияния на рост деревьев не- 
устойчивого пойменного режима и климатических факторов делает такого рода хронологии 
сложными для реконструкции и прогноза климатических изменений. 

Стандартизированные мастер-хронологии из юго-восточного региона BYSE1o и BYSE2o от-
личаются невысокой корреляцией друг с другом (t-критерий 4,7) (см. табл. 1), поскольку первая 
построена для насаждений, произрастающих в пойменном типе леса, а вторая – для насаждений, 
расположенных на повышенных участках рельефа с кисличным типом леса. Реперными годами 
для мастер-хронологии BYSE1o являлись 1937, 1945, 1952, 1973, 1993, 2003, а для BYSE2o – 1893, 
1940, 2002 и 2015 (табл. 2, рис. 2, c). 

Результаты сравнительного анализа стандартизированных мастер-хронологий для разных 
лесорастительных условий показывают, что по динамике радиального прироста дубравы пой-
менного типа значительно отличаются от суходольных дубовых лесов. Влияние климатических 
факторов сглаживается влиянием периодического затопления этих участков в весенний, а ино-
гда и в летний период. Это делает исключительно сложным выявление основных факторов, ли-
митирующих прирост дуба в пойменных условиях. В то же время в годы с крайней напряжен-
ностью климатических факторов (в частности, с сильными засухами) деревья во всех регионах 
реагируют одинаково. За последние 20 лет таким годом был 2003-й, когда у четырех мастер-хро-
нологий отмечен отрицательный реперный год. В отдельных хронологиях индекс прироста в этот 
год упал более чем на 40 % от среднего значения.

Функции отклика прироста на изменение климатических параметров дуба черешчатого  
в различных условиях произрастания на юге Беларуси. Для анализа влияния климатических фак-
торов на радиальный прирост деревьев были построены функции отклика и корреляционные 
функции и прироста дуба черешчатого на климатические изменения. В качестве независимых 
переменных использовали месячные суммы осадков и среднемесячные температуры воздуха по 
данным метеостанций «Пружаны», «Житковичи», «Василевичи», «Жлобин», «Бобруйск» за пе-
риод с 1945 по 2016 г. В качестве зависимых переменных использовали индексы прироста стан-
дартизированных мастер-хронологий.

Для юго-западного региона анализ коэффициентов корреляции стандартизированных ма-
стер-хронологий BYSW1o и BYSW2o с метеорологическими параметрами показал значимое по-
ложительное влияние осадков июня в обеих мастер-хронологиях, а также положительные коэф-
фициенты функции отклика с осадками декабря предыдущего года, марта и мая текущего года  
у мастер-хронологии BYSW1o (насаждения с нарушенным гидрологическим режимом). У ма-
стер-хронологии BYSW1o значимые положительные коэффициенты корреляции наблюдались  
с температурами мая и сентября текущего года, положительный коэффициент функции отклика – 
с температурой октября предыдущего года (табл. 3, рис. 3). Совершенно другие зависимости  
с температурами отмечались у мастер-хронологии BYSW2o. Значимые положительные коэффи-
циенты функции отклика с температурами наблюдались для ноября предыдущего, марта и июля 
текущего года. Однако у мастер-хронологии BYSW2o отмечалась обратная связь по сравнению  
с мастер-хронологией BYSW1o, у которой наблюдалось положительное влияние температуры 
июня (рис. 3). 

Доля дисперсии, вычисленная с помощью модели «климат-прирост», у мастер-хронологии 
BYSW1o составила всего 21,5 %, а у BYSW2o – 40,5 %, т. е. в насаждениях, произрастающих  
в плакорных условиях с ненарушенным гидрологическим режимом прослеживается гораздо бо-
лее четкая зависимость прироста от климатических факторов, чем в насаждениях с нарушенным 
гидрологическим режимом. В то же время в насаждениях с нарушенным в результате осушения 
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гидрологическим режимом прослеживается более тесная связь с осадками. Это делает их более 
чувствительными к летним засухам и приводит к снижению устойчивости. 

У деревьев, произрастающих в южном регионе в условиях постоянного пойменного режима 
(BYS1o), и у периодически затапливаемых деревьев (BYS2o) из значимых положительных факто-
ров, влияющих на прирост, можно выделить осадки сентября предыдущего года и марта теку-
щего года (табл. 3, рис. 4). Однако деревья из мастер-хронологии BYS2o более чувствительны  
к осадкам августа, октября, декабря предыдущего года и июня, июля текущего года (рис. 4).  
У обеих мастер-хронологий значимый отрицательный коэффициент корреляции функции отклика 
с температурой наблюдался для августа предыдущего года. Это связано с тем, что в августе  
и сентябре предыдущего года формируются ресурсы для роста дерева в начале вегетационного 
сезона текущего года, а засухи в конце лета ограничивают эту возможность.

Т а б л и ц а  3. Коэффициенты функции отклика

T a b l e  3. Coefficients of response function

Показатель BYSW1o BYSW2o BYS1o BYS2o BYSE1o BYSE2o

Месячная
сумма осадков

VIIIp –0,034 0,029 0,089 0,243* 0,110* 0,202*

IXp –0,012 –0,013 0,267* 0,127* 0,041 0,043
Xp –0,058 –0,090 0,019 0,138* –0,153* 0,052
XIp 0,011 –0,006 0,012 0,029 0,017 0,150*

XIIp 0,143* –0,012 0,051 0,214* 0,104 0,177*

I 0,028 0,035 0,113 0,069 0,053 0,083
II 0,038 –0,044 0,002 0,064 0,013 –0,0002
III 0,071* –0,022 0,325* 0,109* –0,065 0,058
IV 0,042 0,072 0,162 0,058 –0,015 –0,110
V 0,085 –0,006 0,164 0,028 –0,006 0,090
VI 0,211* 0,289* 0,073 0,230* 0,116* 0,247*

VII 0,103 0,259* 0,045 0,165* 0,042 0,067
VIII 0,046 0,071 –0,178 –0,049 0,083* 0,078
IX –0,047 –0,098 0,066 –0,019 –0,030 –0,089

Среднемесячная
температура

VIIIp –0,062 –0,060 –0,263* –0,130* –0,127* 0,001
IXp 0,045 –0,047 –0,030 0,055 –0,012 –0,060
Xp 0,042 0,112 –0,211 0,077 0,050 0,119
XIp 0,076 0,167* 0,071 –0,077 –0,158* –0,061
XIIp 0,062 0,089 0,015 –0,057 –0,020 0,170

I –0,011 –0,066 –0,193 –0,028 –0,043 –0,071
II 0,020 0,071 –0,172 –0,054 –0,090* 0,011
III 0,037 0,133* –0,052 0,019 0,034 –0,107
IV 0,029 0,071 0,114 –0,100 0,168* 0,004
V 0,100* 0,0456 0,065 0,205* 0,143* 0,124
VI –0,032 –0,159* 0,241* 0,055 0,130* –0,023
VII 0,084 0,151* –0,040 0,022 0,0074 –0,0002
VIII 0,060 0,050 0,066 –0,0008 –0,0471 –0,081*

IX 0,091* 0,045 –0,009 –0,006 –0,0089 0,006

П р и м е ч а н и е. * – коэффициенты корреляции значимы при p < 0,05. Буквой «р» обозначены месяцы предыду-
щего года.

Регрессионная модель объясняет 37,9 % вариации прироста деревьев дуба от климатических 
факторов мастер-хронологии BYS1 и 48,0 % – BYS2o. Это подтверждает более сложные связи 
прироста с внешними факторами у ежегодно затапливаемых пойменных дубрав и сложностью 
вы членения факторов, лимитирующих прирост. 

Значимые коэффициенты корреляции и функции отклика мастер-хронологий BYSE1o и BYSE2o 
в юго-восточном регионе выявлены для осадков августа предыдущего, июня и августа текущего 
года (табл. 3, рис. 5). Однако у мастер-хронологии BYSE1o значимый отрицательный коэффици-
ент корреляции и функции отклика наблюдался с осадками октября предыдущего года.
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Рис. 3. Коэффициенты корреляции и функции отклика радиального прироста по стандартизированным  
мастер-хронологиям BYSW1o и BYSW2o (юго-западный регион) с месячными суммами осадков и среднемесячными 

температурами воздуха. Значимые при p < 0,05 месяцы выделены темным цветом и маркерами

Fig. 3. Correlation coefficient and response function of standardized master chronologies BYSW1o and BYSW2o with 
monthly precipitation and average monthly air temperatures. Significant p < 0.05 are highlighted in dark color and markers 

Рис. 4. Коэффициенты корреляции и функции отклика радиального прироста по стандартизированным мастер- 
хронологиям BYS1o и BYS2o (южный регион) с месячными суммами осадков и среднемесячными температурами 

воздуха. Значимые при p < 0,05 месяцы выделены темным цветом и маркерами

Fig. 4. Correlation coefficient and response function of standardized master chronologies BYS1o and BYS2o with monthly 
precipitation and average monthly temperatures. Significant p < 0.05 are highlighted in dark color and markers
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Заключение. Использование региональных мастер-хронологий, впервые на территории Бела-
руси примененных для деревьев дуба, позволило оценить влияние климатических факторов на 
изменчивость годичного прироста в разных условиях произрастания. По особенностям динами-
ки прироста в южной Беларуси выделено три региона (юго-западный, южный и юго-восточный), 
для которых определены реперные годы в годичном приросте и разработаны функции  
отклика, показывающие различное влияние климатических факторов на радиальный прирост  
в каждом из них.

Модели «климат-прирост» в целом объясняют более высокую долю погодичной изменчиво-
сти прироста (33,5–48,0 %) в мастер-хронологиях из кисличного типа леса, чем из пойменных 
или мелиоративно-производных типов леса, где обусловленная климатом изменчивость годич-
ного прироста в 1,5 раза ниже (21,5–37,9 %). 

Рост деревьев, произрастающих в пойменных условиях, больше лимитируется температура-
ми в начале вегетационного сезона, а также в конце предыдущего года. Причем в первом случае 
коэффициенты функции отклика положительные, а во втором – отрицательные. Таким образом, 
более теплые весенние месяцы и более раннее начало вегетационного сезона приводят к увели-
чению годичного прироста, а более теплые осенние месяцы – наоборот, к снижению прироста  
в следующем году. 

 На плакоре (дубравы кисличные) лимитирующими факторами выступают количество осад-
ков и температуры июня–июля текущего года и температура марта (юго-западный регион), осадки 
июня–июля текущего года и осенних-зимних месяцев предшествующего года (южный и юго-вос-
точный регионы).

Учитывая, что прогнозируемое потепление будет обусловлено как зимними, так и весенне- 
осенними температурами, а количество осадков останется без изменений или с небольшим уве-
личением, то на деревьях дуба, произрастающих на плакоре, такие изменения должны сказаться 

Рис. 5. Коэффициенты корреляции и функции отклика радиального прироста по стандартизированным  
мастер-хронологиям BYSE1o и BYSE2o (юго-восточный регион) с месячными суммами осадков  

и среднемесячными температурами воздуха. Значимые при p < 0,05 месяцы выделены 
 темным цветом и маркерами

Fig. 5. Correlation coefficient and response function of standardized master chronologies BYSE1o  
and BYSE2o with monthly precipitation and average monthly temperatures.  

Significant p < 0.05 are highlighted in dark color and markers 
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положительно. На изменение прироста деревьев дуба, произрастающих в пойменных условиях, 
вероятнее всего, прогнозируемые изменения климата существенно повлиять не должны. 

Проведенные исследования позволили по-новому взглянуть на особенности динамики дубо-
вых лесов в южных регионах Беларуси и показали, что в условиях климатических изменений 
дуб является той породой, которая при адекватном режиме ведения лесного хозяйства может 
прийти на смену хвойным в подходящих условиях произрастания.
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НАКОПЛЕНИЕ БЕЛКА И ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА НИТРАТРЕДУКТАЗЫ В КЛЕТКАХ 
SPIRULINA PLATENSIS В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СПЕКТРАЛЬНОГО СОСТАВА 

СВЕТОДИОДНОГО ИЗЛУЧЕНИЯ

Аннотация. Исследовано влияние светодиодного освещения разного спектрального состава на продуктивность 
Spirulina platensis, накопление в ее клетках белка и экспрессию гена нитратредуктазы. Показано, что при светодиод-
ном освещении с преобладанием красной составляющей в спектре излучения продуктивность водоросли на 9–29 % 
больше, чем при освещении люминесцентной лампой. Использование одного синего света существенно (на 83 %) 
уменьшает продуктивность Spirulina platensis, что, по-видимому, обусловлено отсутствием в спектральном составе 
осветителя желтой и красной составляющих, которые наиболее эффективно поглощаются фикоцианином. Выявлена 
положительная корреляция между возрастанием продуктивности водоросли и накоплением в ее клетках белка. Так, 
при использовании осветителя с красными светодиодами содержание белка увеличилось на 21 % в расчете на 1 г 
сухого веса и на 47 % в расчете на 1 л суспензии по отношению к контролю. Анализ экспрессии гена Nar, кодирую-
щего нитратредуктазу в клетках Spirulina platensis, не выявил прямой зависимости между накоплением белка  
и уровнем экспрессии гена Nar в наиболее перспективном (в плане выхода биомассы и накопления белка) варианте  
с использованием красных светодиодов. Это указывает на определяющую роль фотосинтетической активности кле-
ток Spirulina platensis в увеличении продуктивности и синтеза белка.

Ключевые слова: Spirulina platensis, сухой вес, белок, нитратредуктаза, фотосинтетически активный свет, 
спектральный состав, светодиоды
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PROTEIN ACCUMULATION AND EXPRESSION OF THE NITRATE REDUCTASE GENE IN SPIRULINA 
PLATENSIS CELLS DEPENDING ON THE SPECTRAL COMPOSITION OF LED RADIATION

Abstract. The effect of LED lighting of different spectral composition on the productivity of Spirulina platensis, an 
accumulation of protein in alga cells and an expression of the nitrate reductase gene has been studied. It was shown that LED 
lighting with a predominance of the red component in the emission spectrum allows achieving 9–29 % higher alga productivity 
compared to using fluorescent lamp illumination. Illumination with single blue light resulted in significant (83 %) decrease in 
the productivity of Spirulina platensis which apparently was due to the absence of the yellow and red components in the 
illuminator spectral composition, which are most effectively absorbed by phycocyanin. A positive correlation between an 
increase in the productivity of alga and the accumulation of protein in its cells was found. So, by using an illuminator with red 
LEDs, the protein content increased by 21 % calculated per gram of dry weight and 47 % calculated per liter of suspension 
relative to the control. Analysis of the expression of the Nar gene encoding nitrate reductase in Spirulina platensis cells did 
not reveal a direct dependence between an increasing protein accumulation and an expression level of the Nar gene in the 
most promising in terms of biomass and protein yield sample of alga, growing under red LEDs. This indicates the crucial role 
of the photosynthetic activity of Spirulina platensis cells in increasing productivity and protein synthesis.
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Введение. Синезеленая водоросль (цианобактерия) Spirulina platensis (S. platensis) наряду  
с Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis и различными видами Chlorella является основным 
объектом промышленного культивирования микроводорослей и широко используется для по-
лучения биомассы, обогащенной биологически активными веществами – β-каротином, фико-
цианином, полиненасыщенными жирными кислотами [1]. Известно, что S. platensis, клетки 
которой накапливают большое количество (до 70 % от сухого веса) белка [1, 2], является лиде-
ром по содержанию белка среди живых организмов, в 2 раза превосходя по этому показателю 
сою, содержание белка в которой составляет около 35 % [1]. Белок S. platensis содержит все 
незаменимые аминокислоты, которые не могут быть синтезированы животными организмами, 
но, в отличие от заменимых аминокислот, должны поступать с пищей. Эти аминокислоты не-
обходимы для нормального роста и развития, а также для поддержания оптимального физио-
логического состояния организма человека и животных. Однако в зависимости от условий 
культивирования водоросли содержание белка в клетках S. platensis может существенно раз-
личаться. Наряду с такими важными факторами, как обеспеченность элементами минераль-
ного питания и температурные условия культивирования, ключевую роль в плане выхода  
биомассы и накопления в клетках S. platensis белка играет световой фактор. Причем важным 
является не только уровень освещенности водоросли, но и спектральный состав фотосинтети-
чески активного света [3]. 

Существенную роль в накоплении белка в клетках многих фотосинтезирующих организмов 
играет также ассимиляция неорганического азота, который входит в состав белков и нуклеино-
вых кислот. Свободный азот воздуха растения (кроме бобовых) усваивать не могут. Большинство 
растительных организмов получают его в основном в виде нитратов. Ключевым ферментом  
в цепи восстановления нитрата до нитрита, а затем до аммония является нитратредуктаза. В от-
личие от высших растений, ассимиляция нитратов в клетках S. platensis изучена недостаточно. 
Остается неясным, каким образом клетки водоросли регулируют свой метаболизм, чтобы синте-
зировать такое большое количество белка. Возможно, это связано с тем, что нитратредуктаза  
S. platensis имеет бóльшую специфическую активность и стабильность, чем нитратредуктаза 
высших растений, в частности риса [4]. Кроме того, при недостатке в среде обитания нитратов 
клетки S. platensis в большей степени, чем другие организмы, способны к утилизации всех до-
ступных источников азота (нитритов и аммония) [5]. В литературе имеются данные о транс-
крипционной и посттрансляционной регуляции в высших растениях нитратредуктазы внешни-
ми стимулами, в том числе и светом [6]. По нашему мнению, и в клетках фототрофных микроор-
ганизмов, в частности S. platensis, при существенном изменении спектрального состава освещения 
могут проявляться подобные регуляторные механизмы, направленные на адаптацию системы 
ассимиляции неорганического азота к изменяющимся условиям окружающей среды. Так как  
с процессами превращения азота в клетках растительных организмов, в том числе и водорослей, 
непосредственно связана их продуктивность, выяснение влияния светодиодного освещения раз-
ного спектрального состава на систему ассимиляции неорганического азота представляется 
весьма актуальным.

Следует отметить, что промышленное культивирование S. platensis в климатических ус- 
ловиях Беларуси связано с большими затратами на освещение. В то же время использование  
в процессе выращивания этой водоросли энергоэффективных источников света на основе  
светодиодов позволит снизить затраты на производство S. platensis, а подбор оптимального 
спектрального состава осветителей даст возможность получать больше продукции, обла-
дающей высокой питательной ценностью. Светодиодные источники освещения являются  
наиболее перспективными для выращивания фотосинтезирующих организмов, в том числе  
и водорослей [7, 8]. Это обусловлено низким энергопотреблением, высоким коэффициентом 
светоотдачи и длительным сроком службы таких источников, а кроме того, светодиоды по- 
зволяют сконструировать осветители с определенным спектральным составом излучения, 
что крайне важно при разработке высокоэффективного источника фотосинтетически актив-
ного света. 
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Цель данной работы – выявление особенностей накопления белка, а также экспрессии гена 
Nar, кодирующего нитратредуктазу, в клетках S. platensis в условиях светодиодного освещения 
разного спектрального состава.

Объекты и методы исследования. В качестве объекта исследования использовали трихом-
ную синезеленую водоросль (цианобактерию) Spirulina platensis (Nordstedt) Geitler (штамм IBCE S-2 
из коллекции Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси) [9]. Водоросль вы-
ращивали на стандартной среде Заррука [1] по методу, модифицированному согласно работе [10], 
в стеклянных емкостях в режиме 14 ч света – 10 ч темноты при температуре 27 ± 2 оС в течение 
96 ч. Для выращивания S. platensis использовали осветители, содержащие красный и синий свето-
диоды и их комбинации (красный:синий – 2:1 по энергии излучения), а также осветитель, в спек-
тре излучения которого содержался дополнительно желтый и голубой свет (красный:желтый:го-
лубой:синий – 3:3:1:1 по энергии излучения). В качестве контроля использовали энергосберегаю-
щую люминесцентную лампу Philips PL-S 11W/827. Интенсивности световых потоков лампы  
и светодиодных осветителей изначально были выравнены по плотности потока фотонов (100 мкмоль 
квантов/(м2∙с)).

Продуктивность S. platensis определяли по изменению биомассы, которую оценивали по по-
глощению и светорассеянию суспензии в зеленой области спектра при 560 нм на спектрофотоме-
тре Solar PB2201 (Беларусь). Поглощение при 560 нм соответствует минимуму поглощения пиг-
ментов S. platensis (рис. 1), поэтому ослабление светового потока в этой области спектра практи-
чески полностью обусловлено лишь самой массой клеток. Для количественного расчета сухой 
биомассы S. platensis использовали формулу, предложенную Ken Sasaki с соавт. [11]. 

Для определения белка суспензию S. platensis осаждали путем центрифугирования на цен-
трифуге Sigma 1-15K (Германия) при 18 000 g, к осадку приливали 0,4 мл 1 н NaOH, встряхива-
ли на вортексе и нагревали на термошейкере Eppendorf (Германия) при температуре 80 °С  
и постоянном перемешивании. Далее объем доводили дистиллированной водой до 2 мл и цен-
трифугировали при температуре 4 °С и 18 000 g (центрифуга Sigma 1-15K). Надосадочную 
жидкость переносили в мерные пробирки. Осадок ресуспендировали с 0,2 мл 1 н NaOH и на-
гревали на термошейкере при температуре 80 °С и постоянном перемешивании. Процедуру 
повторяли несколько раз до полного извлечения белка [12, 13]. Количество белка определяли 

Рис. 1. Спектр поглощения нативной культуры S. platensis, полученный на спектрофотометре  
с интегрирующей сферой СФ-14 («ЛОМО», Россия) 

Fig. 1. Absorption spectrum of native culture of S. platensis, obtained on a spectrophotometer  
with integrating sphere SF-14 (LOMO, Russia)
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по методу Бредфорд [14]. Для этого к 0,01 мл щелочного раствора белка добавляли 1 мл реак-
тива, содержащего ортофосфорную кислоту и краситель кумасси G-250 (Sigma-Aldrich, США), 
растворенный в этаноле, и определяли оптическую плотность при 595 и 720 нм. По калибро-
вочной кривой, которую строили с использованием бычьего сывороточного альбумина про- 
изводства Sigma-Aldrich известной концентрации, определяли количество белка. Уравнение 
калибровочной кривой: y = 0,0294x + 0,0049, r2 = 0,9937, где y – оптическая плотность; x – содер-
жание белка, мкг; r2 – коэффициент детерминации.

Для анализа экспрессии гена Nar, кодирующего нитратредуктазу в клетках S. platensis,  
выращенной при светодиодном освещении с различным спектральным составом, выделяли 
РНК, на матрице которой синтезировали кДНК. Для выделения РНК использовали TRI Reagent® 
согласно протоколу фирмы Sigma-Aldrich (sigma-aldrich.com). Синтез кДНК проводили соглас- 
но протоколу фирмы ThermoFisher Scientific (thermofisher.com) с помощью RevertAid H Minus 
First Strand cDNA Synthesis Kit в амплификаторе MJ Mini Thermal Cycler (Bio-Rad, США).  
Полученную кДНК использовали для ПЦР-анализа уровня экспрессии гена Nar, кодирующего 
нитратредуктазу в клетках S. platensis, в зависимости от спектрального состава светодиодного 
освещения.

Подбор праймеров, специфичных к гену Nar и гену-нормализатору 16SrRNA, осуществляли, 
используя последовательности мРНК выбранных генов, найденных в базе данных Nucleotide 
(NCBI). Далее при помощи программы Primer Blast NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast) подбирали несколько пар специфичных к выбранным генам праймеров с наимень-
шим количеством шпилек, дуплексов, оптимальным соотношением GC пар и минимальной раз-
ницей между температурами плавления. Праймеры синтезировали в лаборатории ДНК-прайме-
ров Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси (табл. 1).

Т а б л и ц а  1. Нуклеотидная последовательность прямых (F) и обратных (R) праймеров,  
используемых для анализа экспрессии генов Nar и Sp16S rRNA в клетках S. platensis

T a b l e  1. Nucleotide sequence of forward (F) and reverse (R) primers used to analyze  
the expression of Nar and Sp16S rRNA genes in S. platensis cells

Ген Белок Праймеры Температура отжига, °С Продукт, п. н.

Nar Нитратредуктаза  
S. platensis

F–ACAAGCTAAACCCGACTGGG
R–CGGTTTCGGTCTCAGGACAA5ʹ→3ʹ 62 206

Sp16S 
rRNA

16S субъединица рибосомы 
S. platensis 

F–AAGTCATCATGCCCCTTACG 
R–AGCGATTCCTCCTTCATGC5ʹ→3ʹ 60 158

ПЦР проводили на амплификаторе MJ Mini Thermal Cycler в следующих условиях: 1) пред-
варительная денатурация – при 95 °С 3 мин; 2) плавление – при 94 °С 30 с; отжиг – при 56–62 °С 
45 с; элонгация – при 72 °С 45 с (34 цикла); 3) конечная элонгация – при 72 °С 15 мин; 4) охлажде-
ние – при 5 °С 20 мин. Анализ продуктов амплификации проводили методом электрофореза  
в 2 %-ном агарозном геле, в ТАЕ-буфере (0,04 М Трис-ацетат, рН 8,0, 1 мМ ЭДТА) при напряже-
нии 110 В и токе 144 мА в течение 45–50 мин. Визуализацию геля осуществляли под ультрафио-
летовым светом при помощи системы гель-документирования GelDoc 2000 (Bio-Rad, США). Для 
проверки соответствия линейных размеров полученного ПЦР-продукта теоретически рассчи-
танным проводили сравнение соответствующих электрофоретических зон с маркером линейных 
размеров ДНК. Количество белков рассчитывали в относительных единицах по площади и ин-
тенсивности полос после их визуализации, используя программу TotalLab 2.01.

В ходе обработки экспериментальных данных вычисляли среднее, стандартное отклонение 
среднего, достоверность различий между вариантами определяли с учетом коэффициента Стью-
дента для принятого уровня значимости (р ≤ 0,05). Представлены данные 5 опытов в трехкрат-
ной биологической повторности. Для статистической обработки экспериментальных данных  
использовали пакеты программ Excel 2016, SigmaPlot 12.0 и статистические методы, принятые  
в области биологических исследований [15].
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Результаты и их обсуждение. Структура фотосинтетического аппарата S. platensis по сравне-
нию с таковой у высших растений и некоторых других видов водорослей имеет ряд отличитель-
ных особенностей, например: отсутствие в составе фотосинтетических пигментов хлорофилла b, 
высокое содержание β-каротина, наличие в клетках S. platensis большого количества фикоциа-
нина, характерного для синезеленых водорослей, который активно участвует в процессах сбора 
энергии света, а также в защитных реакциях при окислительном воздействии [16]. Указанные 
отличительные особенности структуры фотосинтетического аппарата водоросли могут играть 
ключевую роль в адаптации S. platensis к изменению спектрального состава фотосинтетиче-
ски активного света. В связи с этим для выращивания S. platensis, содержащей большое коли-
чество фикоцианина и β-каротина, кроме классических красного и синего светодиодов и их 
комбинации (красный:синий – 2:1 по энергии излучения) нами использован осветитель более 
сложной конструкции, в спектре излучения которого дополнительно имелись как желтый, так 
и голубой свет, активно поглощаемые фикоцианином и β-каротином соответственно. В качестве 
контроля использовали энергосберегающую люминесцентную лампу Philips PL-S 11W/827/2P 
с цветовой температурой 2700 К (теплого свечения с преобладанием красной полосы испуска-
ния). Для корректности проведения сравнительного анализа о влиянии спектрального состава 
освещения на клетки S. platensis показатели интенсивности световых потоков всех источников 
освещения были выравнены по плотности потока фотонов, которая составляла 100 мкмоль 
квантов/(м2∙с).

Установлено, что при использовании всех вариантов светодиодного освещения, за исклю-
чением синего, продуктивность S. platensis увеличивалась по сравнению с освещением люми-
несцентной лампой (контроль) (табл. 2). В частности, при использовании осветителя с красны-
ми светодиодами продуктивность водоросли увеличилась на 29 %, а в варианте с совместным 
использованием красных и синих светодиодов – на 21 % по сравнению с освещением люминес-
центной лампой. Наименьший положительный эффект был достигнут в варианте «красный + 
желтый + голубой + синий» (3:3:1:1 по энергии излучения) – увеличение продуктивности со-
ставило 9 % по сравнению с контролем. При использовании одного синего света наблюдалось 
существенное уменьшение (на 83 %) продуктивности водоросли, основной причиной которого 
может быть снижение фотосинтетической активности клеток S. platensis в связи с отсутствием 
в спектральном составе освещения желтого и красного света, наиболее эффективно поглощае-
мого фикоцианином (максимум поглощения фикоцианина – 620 нм). Кроме того, не исключена 
вероятность и более сложного, не связанного с трансформацией световой энергии в фотосин-
тетическом аппарате S. platensis участия фикоцианина в возбужденном состоянии в регуляции 
внутриклеточных процессов, что также может быть причиной ингибирования роста водоросли 
под синим светом.

Отметим, что нами уже отмечалось положительное влияние светодиодного освещения на 
продуктивность S. platensis [17]. Однако полученная нами ранее в экспериментах скорость роста 
водоросли была достаточно низкой (не более 111 мг сухого веса/л суспензии в сутки) из-за отно-
сительно невысокой интенсивности света первых сконструированных нами светодиодных осве-
тителей (75 мкмоль квантов/(м2∙с)). Для улучшения светообеспеченности культуры S. platensis 
интенсивность светового потока источников света была увеличена нами на 30 %, а кроме того, 
путем изменения формы культуральных сосудов была увеличена площадь поверхности суспен-
зии, на которую падает свет, и уменьшена глубина жидкости. Такой подход позволил практиче-
ски в 3 раза увеличить скорость роста S. platensis – до 320 мг сухого веса/л суспензии в сутки 
(или 2,24 г сухого веса/л суспензии в неделю) (табл. 2), что соответствует литературным данным, 
полученным для культур с высокой интенсивностью роста [1, 18].

На рис. 2 представлена динамика роста S. platensis при выращивании под светодиодными 
осветителями и люминесцентной лампой Philips. Уже после 24 ч культивирования наблюда-
лись тенденция к увеличению продуктивности водоросли при использовании красного света  
и существенное замедление роста на синем свету. Спустя 48 ч культивирования эти различия 
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стали более существенными и уже достоверно регистрировалась интенсификация роста  
S. platensis при использовании светодиодного освещения с преобладанием красной состав- 
ляющей в спектре излучения. При дальнейшем культивировании водоросли данный эффект 
сохранялся.

Т а б л и ц а  2. Продуктивность и скорость роста S. platensis при выращивании водоросли  
под светодиодными осветителями и люминесцентной лампой Philips (контроль) в течение 96 ч

T a b l e  2. Productivity and growth rate of S. platensis during algal growth under LED illuminators  
and a fluorescent Philips lamp (control) for 96 h

Показатель
Свет

Белый
(контроль) Красный Синий Красный + синий Красный + желтый + 

голубой + синий

Продуктивность, 
мг сухого веса/л суспензии 992,7 ± 36,8 1281,9 ± 29,7* 168,9 ± 19,0* 1202,2 ± 40,0* 1086,3 ± 30,1*

Скорость роста, мг сухого веса/
л суспензии в сутки 248,2 ± 9,2 320,5 ± 7,4* 42,5 ± 4,8* 300,6 ± 10,0* 271,6 ± 7,6*

П р и м е ч а н и е. * – различия по сравнению с контролем достоверны при  p ≤ 0,05. То же в табл. 3.

При существенном увеличении продуктивности водоросли в условиях светодиодного осве-
щения несомненный интерес представляет исследование изменения питательной ценности 
биомассы, в частности изменение количества белка в клетках S. platensis при интенсивном ее 
росте. Анализ содержания белка в клетках S. platensis позволил выявить увеличение его син-
теза во всех опытных вариантах по отношению к контролю, за исключением варианта с ис-
пользованием синего света (табл. 3). Так, при использовании осветителя с красными светодио-
дами содержание белка увеличилось на 21 %, в варианте с совместным использованием крас-
ных и синих светодиодов – на 13 %, а в варианте «красный + желтый + голубой + синий» – на 
11 % по сравнению с освещением люминесцентной лампой. При использовании красного света 

Рис. 2. Динамика накопления биомассы S. platensis при выращивании водоросли  
под светодиодными осветителями и люминесцентной лампой Philips (контроль), p ≤ 0,05

Fig. 2. Dynamics of S. platensis biomass accumulation during algal growth under LED illuminators  
and Philips fluorescent lamp (control), p ≤ 0.05
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достигнутый нами уровень содержания белка составил 548,8 мг/г сухого веса (т. е. практиче-
ски 55 % белка от сухого веса), что близко к значениям, получаемым при промышленном куль-
тивировании S. platensis в условиях естественного освещения [1]. В расчете на 1 л суспензии 
увеличение количества белка в вариантах со светодиодным освещением с преобладанием 
красной составляющей в спектре излучения было, соответственно, еще более высоким и до-
стигло 47 % (вариант с красными светодиодами) относительно контроля. Расчет содержания 
ценных веществ на 1 л суспензии представляет интерес с точки зрения промышленного куль-
тивирования водорослей и показывает перспективность направленной модификации спектраль-
ного состава фотосинтетически активного света с целью получения суспензии S. platensis с высо-
ким содержанием белка.

Т а б л и ц а  3. Содержание белка и экспрессия гена Nar в клетках S. platensis  
при выращивании водоросли под светодиодными осветителями и люминесцентной лампой  

Philips (контроль) в течение 96 ч

T a b l e  3. Protein content and Nar gene expression in S. platensis cells during algal growth  
under LED illuminators and a fluorescent Philips lamp (control) for 96 h

Показатель

Свет

Белый
(контроль) Красный Синий Красный + синий Красный + желтый +  

голубой + синий

Белок, мг/г сухого веса 452,0 ± 22,2 548,8 ± 24,7* 423,2 ± 7,4* 512,5 ± 35,1* 500,1 ± 15,6*

Белок, мг/л суспензии 627,7 ± 30,8 920,8 ± 41,4* 239,1 ± 4,2* 819,1 ± 56,1* 741,3 ± 23,1*

Экспрессия гена Nar, отн. ед. 1,0 1,03 ± 0,06 1,14 ± 0,06* 1,10 ± 0,05* 1,01 ± 0,04

Для выяснения роли нитратредуктазы в увеличении содержания белка в клетках S. platensis 
и возможной регуляции синтеза фермента светом с модифицированным спектральным соста-
вом нами проанализирована экспрессия гена Nar, кодирующего нитратредуктазу в клетках во-
доросли. Так, осуществлен подбор праймеров, специфичных к гену Nar и гену-нормализатору 
16SrRNA, оптимизирован протокол ПЦР-анализа для указанных праймеров и проведен ПЦР- 
анализ уровня экспрессии гена Nar в клетках S. platensis, выращенной при разных комбинаци-
ях светодиодов. Полученные средние уровней экспрессии гена Nar в клетках S. platensis, выра-
щенной в условиях светодиодного освещения с разным спектральным составом, представлены 
в табл. 2. За 1,0 принят уровень экспрессии гена Nar в клетках S. platensis, выращенной под 
белым светом (контроль).

Выявлена тенденция к увеличению экспрессии гена Nar во всех опытных вариантах по отно-
шению к контролю. Наиболее высокий уровень экспрессии гена Nar в клетках S. platensis зафик-
сирован в варианте с использованием только синего света в качестве фотосинтетически активно-
го (на 14 % больше по сравнению с контролем), а также в варианте с использованием совместно 
красного и синего светодиодов (на 10 % больше контроля). Возможно, такая стимуляция экс-
прессии гена Nar синим светом связана с наличием в составе нитратредуктазы флавина, кото-
рый активно поглощает свет в этой области спектра [19]. Отсутствие прямой корреляции между 
экспрессией гена Nar и накоплением белка при использовании только синего света, видимо, свя-
зано с существенным снижением фотосинтетической активности клеток S. platensis из-за отсут-
ствия в спектральном составе освещения желтого и красного света, наиболее эффективно погло-
щаемого фикоцианином, что является лимитирующим фактором, ограничивающим накопление 
белка в клетках водоросли. Кроме того, следует отметить, что при использовании осветителя  
с красными светодиодами достоверного увеличения экспрессии гена Nar нами не зафиксирова-
но, несмотря на то что этот вариант освещения позволил добиться максимального увеличения 
продуктивности и накопления белка в клетках S. platensis. Этот экспериментальный факт также 
указывает на определяющую роль фотосинтетической активности клеток S. platensis в увеличе-
нии продуктивности и синтеза белка.
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Заключение. Таким образом, показано, что светодиодное освещение с преобладанием крас-
ной составляющей в спектре излучения позволяет достичь на 9–29 % большей продуктивно- 
сти водоросли по сравнению с освещением люминесцентной лампой. Использование одного си-
него света приводило к существенному уменьшению (на 83 %) продуктивности S. platensis, что, 
по-видимому, обусловлено отсутствием в спектральном составе осветителя желтой и красной 
составляющих, которые наиболее эффективно поглощаются фикоцианином. Выявлена положи-
тельная корреляция между возрастанием продуктивности водоросли и накоплением в ее клетках 
белка. Так, при использовании осветителя с красными светодиодами содержание белка увеличи-
лось на 21 % в расчете на 1 г сухого веса и на 47 % в расчете на 1 л суспензии по отношению  
к контролю. Анализ экспрессии гена Nar, кодирующего нитратредуктазу в клетках S. platensis, 
не выявил прямой зависимости между накоплением белка и уровнем экспрессии гена Nar в наи-
более перспективном (в плане выхода биомассы и белка) варианте с использованием красных 
светодиодов. Это указывает на определяющую роль фотосинтетической активности клеток  
S. platensis в увеличении продуктивности и синтеза белка. В целом полученные результаты по-
казали перспективность направленной модификации спектрального состава фотосинтетически 
активного света с целью увеличения продукции белка клетками водорослей.
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КОМПЬЮТЕРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ АКВАПОРИН4-ЗАВИСИМОГО  
ПЕРЕНОСА ВОДЫ ЧЕРЕЗ ГЕМАТОЭНЦЕФАЛИЧЕСКИЙ БАРЬЕР

Аннотация. Выполнено компьютерное моделирование AQP4-зависимого переноса воды через гематоэнцефали-
ческий барьер. Изучено влияние на объемный перенос воды изменений удельной плотности AQP4 и его поляризации 
на обменной поверхности капилляра. Установлено, что в зависимости от характера распределения аквапорина в гли-
альных мембранах, охватывающих капилляр, наблюдается изменение величины и направления объемного потока 
переносимой воды. Полученные результаты могут быть использованы для объяснения патогенеза развития отека 
головного мозга, а также при разработке способов фармакологической коррекции различных видов нарушения цере-
брального водного обмена.

Ключевые слова: церебральный водный обмен, компьютерное моделирование, гематоэнцефалический барьер, 
аквапорин AQP4, фармакологическая коррекция
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COMPUTER SIMULATION OF AQUAPORIN4-DEPENDENT WATER TRANSFER ACROSS  
THE HEMATOENCEPHALIC BARRIER

Abstract. A computational simulation of water transfer across the blood-brain barrier (BBB) has been carried out. In the 
developed model, AQP4 plays a kinetically limiting role in water transfer across the BBB. The effects of the AQP4 specific 
density changes and its polarized distribution have been studied in respect to the volumetric water transfer. It has been 
demonstrated that AQP4 density and polarization within the glial membranes enveloping the capillary can affect the volume-
tric flow and the sign of the water flux. The results might be used for elucidation of the pathogenic mechanism of cerebral 
edema and in development of the ways of pharmacological correction of the cerebral water metabolism disorders.

Keywords: cerebral water metabolism, computer simulation, hematoencephalic barrier; aquaporin AQP4, pharmaco-
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Введение. Среди многочисленных функций гематоэнцефалического бартера (ГЭБ) регуля-
ция водного обмена между системной кровью и жидкостями головного мозга является одной из 
важнейших. Интерстициальная и цереброспинальная жидкости головного мозга принимают 
участие в тканевом газообмене, доставке субстратов, выносе конечных продуктов метаболизма, 
обеспечении внесинаптической межклеточной коммуникации (объемной трансмиссии), поддер-
жании ионного гомеостаза, переносе сигнальных молекул, тканевой терморегуляции. С движе-
нием интерстициальной и цереброспинальной жидкостей связана доставка лекарственных пре-
паратов в различные отделы головного мозга, миграция клеток злокачественных опухолей, ство-
ловых клеток, образование и выведение отложений β-амилоида [1, 2]. Возникновение и разреше-
ние различных типов отека головного мозга зависит от величины и направления потоков воды, 
переносимых через ГЭБ. Согласно современным представлениям, в переносе воды через ГЭБ  
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и регуляции водного обмена головного мозга участвуют все капилляры паренхимы головного 
мозга [3]. 

Результаты многочисленных экспериментальных исследований показали, что конкретное 
молекулярное звено переноса воды в ГЭБ представлено водным каналом аквапорином-4 (AQP4). 
Последний является ортодоксальным аквапорином, который обеспечивает высокоспецифичный 
двусторонний трансмембранный перенос воды. Движение воды осуществляется под действием  
гидростатического или осмотического градиентов давления [4].

В наибольшем количестве AQP4 экспрессируется в головном и спинном мозге на специали-
зированных мембранных доменах глиальных клеток, прежде всего на мембранах ножек астро-
цитов, контактирующих с кровеносными сосудами и относящихся к гистоструктурам ГЭБ. Ка-
пилляры мозга отличаются от капилляров других органов тем, что их эндотелиальные клетки 
образуют непрерывную стенку. Их наружные слои сливаются в местах контакта, образуя так 
называемые плотные контакты. Астроциты оказывают существенное влияние на формирование 
плотных контактов и определяют их свойства [5, 6]. Максимальная экспрессия AQP4 обнаружена 
в местах контакта астроцитов с эпителиоцитами. AQP4 занимает до 50 % площади поверхности 
мембраны ножек астроцитов, охватывающих капилляр [1, 7, 8].

В нервной системе AQP4 существует в виде двух основных изоформ, образующихся в резуль-
тате альтернативного сплайсинга, – длинной изоформы M1-AQP4 и короткой изоформы M23-
AQP4 [9].  Обе имеют сходную водопроницаемость, но обладают различными свойствами агре-
гации, которые определяют их локализацию и выполняемые функции. 

Изоформа M1-AQP4 представлена в виде одиночных каналов, расположенных на мембране 
ножек астроцитов в свободном порядке, в то время как изоформа M23-AQP4 образует упорядо-
ченные регулярные образования, получившие название «ортогональные структуры». Впервые 
они были обнаружены в 1970-х годах в мембранах клеток печени, париентальных клеток желуд-
ка и мембранах астроцитов головного мозга. Они образуются при совместной экспрессии M1-
AQP4 и M23-AQP4 в одной и той же клетке и играют важную роль в регуляции водного обмена 
головного мозга [10, 11]. Диффузионная подвижность ортогональных массивов, содержащих  
как M1-AQP4, так и M23-AQP4, напрямую зависит от количества M1 и M23 и их соотношения. 
Наибольшая концентрация M1-AQP4 обнаруживается в передней кромке ламеллоподий астроци-
тов при их миграции и росте, в то время как изоформа М23-AQP4 распределяется более равномер-
но [12, 13]. Некоторые авторы предполагают, что разделение M1-AQP4 и M23-AQP4 может проис-
ходить в клетках, экспрессирующих обе изоформы в силу «диффузионной фильтрации», при 
которой относительно небольшие подвижные молекулы M1-AQP4 диффундируют с большей 
скоростью, нежели более крупные агрегаты изоформы M23-AQP4. Низкая диффузионная подвиж-
ность M23-AQP4 приводит к исключению его из передней кромки мембраны ножки астроцита, 
тогда как высокомобильный M1-AQP4 может свободно проникать в расширяющиеся ламеллопо-
дии. Действительно, M1-AQP4 свободно диффундирует со скоростью 15 мкм за 5 мин, в то время 
как короткая изоформа M23-AQP4 перемещается с гораздо меньшей скоростью – 0,6 мкм за 5 мин. 
Показано, что различные свойства M1-AQP4 и M23-AQP4 приводят к различиям в их клеточной 
локализации и выполняемых функциях. M1-AQP4 требуется при ламеллоподиальном растяже-
нии, в то время как M23-AQP4 в основном участвует во взаимодействии с субстратом  [12, 14].

Мембранная топография ортогональных структур определяется функциональным состоянием 
тканей. В исследовании ангиогенеза при опухолях мозга установлено, что AQP4 принимает ак-
тивное участие в миграции астроцитов. Последняя также играет важную роль в образовании 
глиального рубца, формирование которого может быть как благоприятным фактором (например, 
ограничение острого воспалительного повреждения при черепно-мозговой травме), так и небла-
гоприятным (торможение регенерации нейронов и аксонального прорастания). Предполагается, 
что AQP4-облегченная миграция клеток заключается в усиленном движении воды в плазматиче-
ской мембране в выступах ламеллоподий [15]. 

На поляризацию ортогональных структур влияет множество факторов. От плотности рас-
пределения этих структур на мембранах астроцитов зависят объемные скорости переноса воды. 
При этом ингибирование активности AQP4 снижает водный обмен на 70–80 %  [16].
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Объем воды, которую переносит AQP4, может быть изменен двумя путями – либо непосред-
ственным влиянием на экспрессию аквапорина в определенных областях, либо ингибированием 
уже существующих каналов. 

Экспрессия аквапоринов зависит от наличия сопутствующих структурных белков, гормо-
нальной, генетической, фармакологической регуляции и др. Генетическая регуляция экспрессии 
может быть непрямой, т. е. способной влиять на белки, коэкспрессирующиеся с AQP4 (например, 
на белок калиевого канала KIR4.1) [17]. 

В литературе описан целый ряд веществ, которые могут влиять на транспортную функцию 
AQP4. Например, он может угнетаться ртутными соединениями (в частности, HgCl2), а ионы Zn2+ 
могут быстро и обратимо ингибировать водную проницаемость AQP4 [18, 19].

Аквапорины по праву считаются молекулярными мишенями направленного воздействия 
фармакологических средств с терапевтической целью. AQP4 определяет инвазивность и способ-
ность опухолей мозга к миграции, поэтому он рассматривается как место терапевтических воз-
действий. Предполагается, что вещества, повышающие экспрессию AQP4, могут быть потенци-
альными лекарственными средствами в редукции патологических состояний головного мозга 
[20–22]. 

В литературе отсутствуют экспериментальные данные о влиянии неравномерного распреде-
ления AQP4 по поверхности капилляра на транскапиллярный водный обмен. Моделирование пе-
реноса воды через ГЭБ приобретает важное как фундаментальное, так и прикладное значение, 
поскольку позволяет подробно охарактеризовать физиологически значимые процессы и получить 
информацию, которую пока еще невозможно получить экспериментальными методами. 

Цель данной работы – изучение методом компьютерного моделирования механизма транс- 
порта воды через гематоэнцефалический барьер и роли AQP4 в водном обмене головного мозга.

Материалы и методы исследования. Математическое описание переноса воды через ГЭБ 
осуществляли с помощью  основанного на принципах линейной неравновесной термодинамики 
Kedem–Katchalsky модифицированного уравнения, позволяющего вычислить величину потока 
воды Jv через ГЭБ [23, 24]: 

 
AQP4 ( ( ) ),a v

v p a c ISF
p pJ L S p x f t

L
−

= − − − π − π
             

где AQP4
pL – коэффициент гидравлической проводимости, ассоциированный с AQP4; S – площадь 

поверхности переноса, см2; L – длина капилляра, см; pa и pv – гидростатическое давление на арте-
риальном и венозном концах капилляра соответственно, мм рт. ст.; πc и πISF – онкотическое дав-
ление плазмы крови и интерстициальной жидкости соответственно, мм рт. ст.; x – расстояние по 
длине капилляра, начиная от его артериального конца, см. Площадь поверхности переноса S по 
умолчанию равна 1 см2. Функция f(t) описывает изменение во времени величины внутрикрани-
ального гидростатического давления, т. е. форму пульсовой волны внутричерепного гидроста-
тического давления [24].

Выбор значения AQP4
pL

 
имеет важное значение для моделирования и определения величины 

объемного потока воды через ГЭБ. В литературе проницаемость мембран к воде часто характе-
ризуют в терминах осмотической проницаемости мембраны, обозначаемой Pf. Значение Pf зави-
сит от значения проницаемости отдельного водного канала и варьируется от источника к источ-
нику, как и значения проницаемости отдельных водных каналов. В литературе приводятся дан-
ные о том, что проницаемость отдельного канала может составлять 5,43·10–14 для AQP4, 6·10–14 
для AQP1, (3,3 ± 0,4)·10−13 для AQP4-M1 [25, 26]. Между Pf и

AQP4
pL существует функциональная 

зависимость, что учитывалось нами при расчете коэффициента гидравлической проницаемости, 
связанного с активностью AQP4 [24].

Объем воды 
2H OV , перенесенный через ГЭБ за определенный период времени, находят с помощью 

уравнения

     
2
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Для программного описания модели и ее решения 
использовали программный комплекс Wolfram Mathe-
ma tica 10, для построения двумерных графиков – про-
грамму MS Excel.

Результаты и их обсуждение. Современное пред-
ставление о месте аквапорина AQP4 в структуре ГЭБ 
дает рис. 1.

AQP4 располагается непосредственно на границе раз-
дела системная кровь – интерстициальное пространство 
головного мозга, выполняя функцию специфического 
переноса воды через ГЭБ.

Картина распределения ортогональных полимерных 
структур AQP4, как и свободных аквапоринов, в мем-
бране ножек астроцитов, охватывающих капилляр, ха-
рактеризуется непостоянством. Топография распреде-
ления зависит от состояния нейрональной активности 
участков головного мозга, изменяется при патологии 
[15, 16]. Принимая во внимание, что основная функция 
AQP4 – это перенос воды через ГЭБ, встает вопрос, на-
сколько существенно влияние полярного распределе-
ния этого аквапорина на водный обмен головного мозга. На сегодня этот вопрос решается лишь 
частично путем генетического нокаута животных по AQP4, а также с применением ингибиторов 
и активаторов активности этого аквапорина [7, 18, 19]. Однако, поскольку указанные экспери-
ментальные подходы не позволяют ответить на вопрос о влиянии неравномерного распределе-
ния AQP4 на перенос воды через ГЭБ, он переходит в область компьютерного моделирования.

Моделирование транспорта воды через ГЭБ было выполнено в рамках осцилляторной нано-
флюидной модели водного обмена головного мозга [24]. Задавались разные значения коэффици-
ентов гидравлической проводимости AQP4

pL как для всей поверхности капилляра (гомогенное 
распределение этого аквапорина), так и для артериального и венозного его участков (поляриза-
ция распределения AQP4). По своей физической сущности величина коэффициентов гидравли-
ческой проводимости линейно связана с удельной плотностью этого аквапорина в мембране но-
жек астроцитов. Поэтому уменьшение или увеличение коэффициентов гидравлической прово-
димости эквивалентно уменьшению или увеличению удельной плотности AQP4 в астроцитар-
ной мембране.

Компьютерное моделирование переноса воды через ГЭБ позволяет представить процесс  
в виде трехмерных построений, показанных на рис. 2.

На рис. 2, где приведены результаты моделирования переноса воды через ГЭБ, отчетливо 
видны эффекты изменения поляризации содержания AQP4 в глиальной мембране. На рис. 2, a 
показан перенос воды при гомогенном распределении AQP4. Этот исходный график позволяет 
визуально оценить изменения водного обмена при разных условиях поляризации AQP4, показан-
ных на рис. 2, b, c. При снижении удельной плотности AQP4 на артериальном отрезке капилляра 
(рис. 2, b), т. е. при снижении коэффициента гидравлической проводимости, и при постоянном 
значении AQP4 на венозном отрезке поток фильтрации снижается. Аналогичные данные пред-
ставлены на рис. 2, различия заключаются лишь в том, что при уменьшении удельной плотности 
AQP4 объемная скорость реабсорбции воды на венозном отрезке капилляра падает.

Результаты моделирования показывают, что при гомогенном распределении AQP4 объемный 
поток воды, переносимый через ГЭБ за время одного сердечного цикла, линейно зависит от 
удельной плотности аквапорина. Он всегда направлен в паренхиму головного мозга, возрастает 
при увеличении значения AQP4

pL и падает при уменьшении этого коэффициента, что полностью 
соответствует данным экспериментальных наблюдений. 

 
 Рис. 1. Схематическое изображение сечения  

капилляра головного мозга с отростками  
ножек астроцитов и расположенными в них 

AQP4. A – астроцит, AQP – аквапорин-4  
(черные точки)

Fig. 1. A schematic representation of a section  
of the capillary of the brain with processes  

of astrocyte legs and AQP4 located in them.  
A – astrocyte, AQP – aquaporin-4 (black dots)
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Величины объемов воды, полученные в результате численного интегрирования потоков 
жидкости на заданных участках капилляра за период времени, равный одному полному сердеч-
ному циклу, а также для систолы и диастолы, показаны на рис. 3, 4. 

Гистограмма, представленная на рис. 3, демонстрирует линейную зависимость между вели-
чиной коэффициента и величиной объемного потока воды при гомогенном распределении AQP4.

Выполнено моделирование нескольких вариантов неравномерного распределения AQP4 
вдоль поверхности капилляра (рис. 4). В первом случае определяли величину потоков при по-
стоянном AQP4

pL  на артериальном участке капилляра  (рис. 4, а). На венозном участке значение 
AQP4
pL  было снижено в 2 и 4 раза соответственно (рис. 4, а (2–3)). Во втором и третьем случаях 

(рис. 4, b, c) показаны величины потоков в сочетаниях, при которых значения AQP4
pL  на венозном 

участке превышали таковые в артериальной области (рис. 4, b (2), с (2, 3)).
Как показывают результаты моделирования, общие закономерности при неравномерном рас-

пределении AQP4 в астроцитарной мембране сводятся к тому, что увеличение удельной плотно-
сти AQP4  на артериальном конце капилляра сопровождается повышением интенсивности филь-
трации воды, т. е. объемного потока, направленного в головной мозг. Повышение удельной плот-
ности этого аквапорина в венозной области капилляра приводит к обращению потока воды, ее 

Рис. 2. 3D-графики моделирования обменного движения воды через ГЭБ (a – график водного обмена при равномерном 
распределении AQP4 по всей длине капилляра, LР = 8,05·10–6 см/с/мм рт. ст.; b – обмен воды на артериальном участке 
капилляра (0,0 ≤ x ≤ 0,0073 см); c – обмен воды на венозном участке капилляра (0,0073 ≤ x ≤ 0,0146 см); цифрами 1, 2, 
3 обозначены 3D-графики водного обмена между капилляром и интерстициальным пространством головного мозга 
при значениях AQP4

PL , равных 8,05·10–6  (1), 4,02·10–6  (2) и 2,01·10–6 см/с/мм рт. ст. (3) соответственно; P – плоскость, раз-
деляющая систолическую и диастолическую части сердечного цикла). Общие параметры модели: L = 0,0146 см;  
Pa = 28,9 мм рт. ст.; Pv  = 22,8 мм рт. ст.; πc = 22 мм рт. ст.; ISFπ  = 1,0 мм рт. ст. Продолжительность полного сердечного 
цикла – 0,83 с, продолжительность систолы – 0,12 с. Аппроксимиро ванное выражение для волны пульсового вну-

тричерепного давления ( f(t)) с пиком 8 мм рт. ст., как и расчетные значения AQP4
PL , взяты из нашей работы [24]

Fig. 2. 3D-graphics modeling of the exchange movement of water through the BBB (a – is a graph of water exchange with  
a uniform distribution of AQP4 along the entire length of the capillary, LР = 8.05·10–6 cm/s/mm Hg. v.; b – water exchange in 
the arterial part of the capillary (0.0 ≤ x ≤ 0.0073 cm); c – water exchange in the venous area of   the capillary (0.0073 ≤ x ≤ 
0.01446 cm); figures 1, 2, 3 denote 3D-graphs of water exchange between the capillary and interstitial space of the brain with 
values   of AQP4

PL  8.05·10–6 (1), 4.02·10–6 (2) and 2.01·10–6 cm/s/mm Hg Art (3) respectively; P – the plane separating the systolic 
and diastolic parts of the cardiac cycle). General parameters of the model: L = 0.0146 cm; Pa = 28.9 mm Hg. v.; Pv = 22.8 mm 
Hg v.; πc = 22 mm Hg v.; = 1.0 mm Hg Art. The duration of the complete cardiac cycle is 0.83 s, the duration of systole is 0.12 s. 
Appro ximate expression for the pulse intracranial pressure wave ( f (t)) with a peak of 8 mm Hg. Art., as well as calculated values 

of AQP4
PL , are taken from our work [24]

Рис. 3. Зависимость объeмного потока жидкости от величины коэффи-
циентов гидравлической проводимости AQP4

PL  при гомогенном распреде-
лении AQP4 по всей длине капилляра (a, b, с – величина потока AQP4

PL  
при значениях, равных 8,05·10–6, 4,02·10–6 и 2,01·10–6 см/с/мм рт. ст. соот-
ветственно; 1 – общий поток на протяжении полного сердечного цикла; 

2 – величина потока, систола; 3 – величина потока, диастола)

Fig. 3. Dependence of the volume flow of a liquid on the magnitude of the 
coefficients of hydraulic conductivity AQP4

PL  with homogeneous distribution of 
AQP4 along the entire length of the capillary (a, b, c – flow rate AQP4

PL  
at values of 8.05·10–6, 4.02·10–6, and 2.01·10–6 cm/s/mm Hg. Art respectively; 
1 – total flow throughout the full cardiac cycle; 2 – magnitude of flow, systole; 

3 – the amount of flow, diastole)
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резорбции. Таким образом, поляризация распределения AQP4 существенно влияет на перенос 
воды через ГЭБ. При этом поток может изменяться как по величине, так и по направлению.

Фармакологическое воздействие на активность AQP4 рассматривается в настоящее время как 
способ коррекции нарушений водного обмена головного мозга, борьбы с церебральными отека-
ми и рядом других патологий центральной нервной системы [2, 27, 28]. 

Заключение. Результаты, полученные в настоящей работе, указывают на то, что для успеш-
ной реализации данного терапевтического направления необходимо располагать более подробной 
информацией о топографии распределения AQP4 на протяжении капилляра головного мозга. 
Это же относится и к топографии AQP4 в капиллярах разных отделов центральной нервной си-
стемы. В настоящее время пришло осознание необходимости сопоставления данных по поляри-
зации распределения AQP4 c физиологической функцией тканей головного мозга. Равным обра-
зом это относится и к патологиям центральной нервной системы. Следует отметить, что выводы, 
сделанные при моделировании влияния поляризации распределения AQP4 на обмен воды через 
ГЭБ, опережают данные экспериментальных исследований. Это позволяет предсказать эффекты 
поляризации аквапорина на глиальной мембране и тем самым способствовать выяснению меха-
низма обмена воды в тканях головного мозга.
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Аннотация. Обнаружен новый для фауны Беларуси вид – Aedes mercurator Dyar, 1920 (Diptera: Culicidae). Ли-
чинки IV стадии собраны нами в 2018 г. на территории Березинского биосферного заповедника. Приводится морфо-
логическая и экологическая характеристика данного вида. 
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AEDES MERCURATOR DYAR, 1920 AS A NEW SPECIES OF THE MOSQUITO  
(DIPTERA: CULICIDAE) IN FAUNA OF BELARUS 

Abstract. A new species of mosquitoes was recorded for the fauna of Belarus – Aedes mercurator Dyar, 1920 (Diptera: 
Culicidae). Fourth-stage larvae have been collected in 2018 on the territory of the Berezinsky Biosphere Reserve. Morpho-
logical and ecological characteristics of this species are given.
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Введение. Кровососущие комары (Diptera Linnaeus, 1758; Culicidae Meigen, 1818) – эпидеми-
чески значимый компонент гнуса. Самки большинства видов комаров являются активными кро-
вососами, нападающими на человека и домашних животных, а некоторые виды известны как 
переносчики таких опасных заболеваний, как малярия, комариные лихорадки и энцефалиты.

Мировая фауна комаров семейства Culicidae насчитывает 3559 видов, распространенных  
во всех зоогеографических областях мира [1]. Фауна кровососущих комаров Беларуси включает 
40 видов, принадлежащих к 5 родам (Anopheles Meigen, 1818 – 5 видов, Culiseta Felt, 1904 – 5, 
Coquilletidia Dyar, 1905 – 1, Aedes Meigen, 1818 – 25, Culex Linnaeus, 1758 – 4) [2]. 

Новый вид для фауны Беларуси – Aedes mercurator Dyar, 1920 – обнаружен нами в 2018 г. на 
территории Березинского биосферного заповедника (ББЗ). Данный заповедник относится к осо-
бо охраняемым природным территориям. Уникальность его природных ландшафтов создает  
неповторимую по своим природным характеристикам территорию, что и обусловливает интерес 
к проведению здесь эколого-фаунистических исследований. 

Цель работы – изучение фауны и экологии кровососущих комаров, обитающих на террито-
рии Березинского биосферного заповедника. 

© Сусло Д. С., Халин А. В., Волкова Т. В., 2019
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Материалы и методы исследования. Материал (3 личинки IV возраста) собран нами в ББЗ 
(Витебская область, Лепельский район, д. Домжерицы, 54°44ʹ23ʹʹ с. ш. и 28°20ʹ14ʹʹ в. д.) 10 и 22 мая 
2018 г. Личинки отлавливали в естественном временном затененном водоеме, расположенном на 
территории ельника кисличного. 

Отлов личинок производили стандартным водным сачком (форма сачка закругленно-кониче-
ская, диаметр – 20 см, глубина – 35 см, длина ручки – 1 м, материал – марля в два слоя). Полупо-
груженным сачком проводили вдоль поверхности воды на протяжении 2–3 м, затем сачок бы-
стро поворачивали на 180°, погружая на глубину 10–15 см, и проводили обратно по линии первого 
отлова. Собранный материал определяли по стандартным ключам [3, 4], используя для подтверж-
дения видовой идентификации фондовые коллекции Зоологического института РАН (Санкт- 
Петербург, Россия). Материал хранится в лаборатории паразитологии ГНПО «НПЦ НАН Бела-
руси по биоресурсам»  (г. Минск).

Результаты и их обсуждение. Согласно литературным данным [3–5], ареал вида Ae. mercu-
rator охватывает северо-восточную Евразию и северо-запад Северной Америки. В европейской 
части данный вид обнаружен в Республике Коми (Россия), в Крыму и на Кавказе, в азиатской 
части – в Сибири и на Дальнем Востоке России, а также в Монголии. В Северной Америке  
Ae. mercurator отмечен в северо-западной части Канады и США (в том числе на полуострове 
Аляска). Ближайшая к ББЗ находка Ae. mercurator – центральная часть Республики Коми [5] 
(расстояние более 1500 км на северо-восток от границы Беларуси).

Замечания по диагностике. По морфологическим признакам личинка Ae. mercurator схо-
жа с личинками Ae. cantans, Ae. annulipes и Ae. flavescens. Данные виды различаются соотно-
шением длины сифонального пучка и сифона, а также бокового волоска и седла (см. рисунок). 
У Ae. mercu rator длина сифонального пучка у места его прикрепления равна ширине сифона 

 
Брюшко личинки Aedes mercurator (8-й и 10-й сегменты, вид сбоку):  

1 – чешуйки щетки; 2 – гребень сифона; 3 – пучок волосков на сифоне; 4 – сифон;  
5 – седло; 6 – волосок седла

Larval abdomen of Aedes mercurator (8th and 10th segments, lateral view):  
1 – comb scales; 2 – pecten teeth; 3 – siphonal tuft; 4 – siphon; 5 – saddle; 6 – saddle seta
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или чуть больше, боковой волосок короче седла. В то же время у Ae. cantans длина сифонального 
пучка меньше ширины сифона у места его прикрепления, а боковой волосок длиннее седла.  
У Ae. annulipes и Ae. flavescens боковой волосок равен длине седла, а пучок больше ширины 
сифона у первого вида и короче у второго. В качестве дополнительных диагностических при-
знаков можно использовать число чешуек щетки и их расположение на VIII членике брюш-
ка: щетка Ae. mercurator состоит из 30 чешуек, расположенных треугольником; щетка Ae. can-
tans и Ae. annulipes – из 33–36 чешуек, расположенных в 2–4 неправильных ряда; щетка Ae. fla-
vescens – из 20–27 чешуек, расположенных в 3 ряда. Имеются различия в количестве и распо-
ложении зуб цов гребня на сифоне: гребень Ae. mercurator состоит из 24 тесно сидящих зубцов.  
У Ae. can  tans зубцов больше – 26–27, из которых рудиментарны 2–6 базальных. Гребень  
Ae. annulipes состоит из 21–23 тесно сидящих зубцов и 1–4 рудиментарных зубчиков у основа-
ния, у Ae. flave scens – из 19–22 зубцов, из которых 1–3 (наиболее дистальных) широко расстав-
лены. По количеству пучков в плавнике (на общем основании и впереди него) различия менее 
четкие: плавник Ae. mercurator состоит из 15–20 пучков, объединенных общим основанием,  
и 2–6 спереди; плавник Ae. cantans – из 18–19 пучков на общем основании и 4 спереди, плавник 
Aе. annulipes – 16 пучков на общем основании и 4–5 спереди, плавник Ae. flavescens – из 18–19 
пучков на общем основании и 6–7 спереди.

Особенности образа жизни. Личинки Ae. mercurator обнаружены в середине мая во вре-
менном затененном водоеме на территории ельника кисличного. Согласно литературным дан-
ным, личинки развиваются не только весной, но и летом, а вид может иметь до двух генераций 
в год (например, на севере Амурской области) [6]. Имаго встречается в сборах комаров, напа-
дающих на человека, но нигде не достигает высокой численности [3]. Как активный кровосос, 
нападающий на человека и домашних животных, или как переносчик заболеваний Ae. mercu-
rator не отмечен. 

Заключение. Ae. mercurator впервые указан для фауны Беларуси. Морфологические призна-
ки, детально исследованные в ходе работы, позволили достоверно определить собранный ма- 
териал. Установлено, что в Европе вид распространен не только в Республике Коми и гор - 
ных регионах Крыма и Кавказа, но и в Беларуси. Тем не менее, в настоящее время западную  
границу распространения Ae. mercurator вряд ли можно считать точно установленной, посколь-
ку на участке между Республикой Коми и Беларусью, протяженность которого составляет более 
1500 км, находок нет. Вместе с тем на данной территории отсутствуют какие-либо природные 
факторы, мешающие развитию личинок и имаго Ae. mercurator. Надо полагать, дальнейшие фау-
нистические исследования позволят уточнить распространение Ae. mercurator.
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Институт генетики и цитологии НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

ПОЛУЧЕНИЕ МУЖСКИ ФЕРТИЛЬНЫХ МЕЖВИДОВЫХ ГИБРИДОВ  
КУЛЬТУРНОГО КАРТОФЕЛЯ С ЦЕННЫМ ДЛЯ СЕЛЕКЦИИ 

АЛЛОТЕТРАПЛОИДНЫМ ВИДОМ SOLANUM STOLONIFERUM

Аннотация. Дикий аллотетраплоидный вид картофеля Solanum stoloniferum редко используется в селекции из-
за пре- и постзиготных репродуктивных барьеров. Одним из факторов, затрудняющих скрещивания между S. stolo-
niferum и S. tuberosum, является односторонняя несовместимость (англ. unilateral incompatibility, UI). 

В статье представлены результаты использования оригинальных SvSv-линий для преодоления UI в скрещивани-
ях с S. stoloniferum и получения мужски фертильных гибридов с участием дикого вида. SvSv-линии представляют 
собой гибриды F2 между дигаплоидами S. tuberosum и S. verrucosum. Они мужски фертильны, а  их цитоплазма от-
носится к типу D/γ. Так как эти гибриды гомозиготны по Sv-гену от S. verrucosum,  они не образуют пестичных 
S-РНКаз и благодаря этому их использование в скрещиваниях позволяет устранить презиготную несовместимость. 
В результате опыления семи SvSv-линий пыльцой 26 образцов S. stoloniferum получено большое количество семян, 
из которых, несмотря на низкий процент прорастания (1,9 %), сформировалось 40 сеянцев межвидовых гибридов. 
Эксперимент по гибридизации между SvSv-линиями и S. stoloniferum воспроизведен с использованием образца дико-
го вида PI205522, у которого ранее выявлены ДНК-маркеры генов устойчивости к PVY, фитофторозу, а также  марке-
ры цитоплазмы «стерильного» типа W/γ: получено 950 гибридных семян и 12 жизнеспособных сеянцев. Геном сеян-
цев был удвоен при помощи колхицина, в результате чего образовались мужски фертильные гексаплоиды (F1), кото-
рые завязывали семена при самоопылении. Удвоенные гибриды удалось скрестить в качестве материнских растений 
с сортом Katahdin. Полученные из семян пентаплоидные гибриды (BC1) образовывали выполненные семена при 
опылении их пыльцой сорта Quarta. Отобранные по маркерам гибриды ВС2 были вовлечены в гибридизацию с сор- 
тами картофеля как в качестве материнских форм, так и в качестве опылителей. Значительная доля гибридов F1, BC1 
и BC2 была мужски фертильна (формировали функционально активную пыльцу).

Ключевые слова: картофель, SvSv-линии, Solanum stoloniferum, гибридизация, фертильность, ДНК-маркеры, 
гены устойчивости, PVY (вирус Y картофеля), фитофтороз
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PRODUCTION OF MALE FERTILE INTERSPECIFIC HYBRIDES BETWEEN CULTIVATED POTATOES  
AND VALUABLE FOR BREEDING ALLOTETRAPLOID SPECIES SOLANUM STOLONIFERUM

Abstract. The germplasm of valuable for breeding wild allotetraploid potato species Solanum stoloniferum is rarely used 
because of pre- and postzygotic reproductive barriers with cultivated potatoes. One of the factors that complicate crosses 
between S. stoloniferum and S. tuberosum is unilateral incompatibility (UI).  

Here, we present the results of application of original SvSv-lines for overcoming UI in crosses with S. stoloniferum and  
of generating male fertile hybrids derived from this species. SvSv-lines are F2 S. tuberosum dihaploid × S. verrucosum that 
are male fertile and have D/γ-type cytoplasm. Since they are hybrids on homozygous for Sv gene from S. verrucosum, they  
do not form SvSv-lines and have the same ability for elimination of prezygotic incompatibility as this species. As a result  
of pollination seven SvSv-lines were pollinated by 26 accessions of S. stoloniferum and a lot of hybrid seeds have been 
produced. In spite of low percentage of germination (1.9 %), formed 40 seedlings of interspecific hybrids. The experiment  
on hybridization between SvSv-lines and S. stoloniferum has been reproduced with the accession PI205522 of the wild species, 
which had DNA markers of PVY and LB resistance genes and   “sterile” type cytoplasm W/γ: 950 hybrid seeds and 12 viable 
seedlings were produced. The genome of the seedlings was doubled by colchicine treatment, which generated hexaploids (F1) 
that formed highly fertile pollen and set seeds from self-pollination. We were able to cross them as females with the variety 
Katahdin. Produced pentaploid hybrids (BC1) were readily backcrossed by potato variety Quarta. Seedlings of BC2 were then 
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backcrossed by potato varieties as female and, some of them, as male parents. The substantial part of F1, BC1 and BC2 plants 
of interspecific hybrids were male fertile (produced a lot functionally fertile pollen).

Keywords: potato, SvSv-lines, Solanum stoloniferum, hybridization, fertility, DNA markers, resistance genes, PVY 
(potato virus Y), late blight
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Введение. Дикий аллотетраплоидный вид картофеля S. stoloniferum является источником ря-
да ценных генов устойчивости к широкому кругу заболеваний и вредителей, а также к неблагопри-
ятным абиотическим факторам среды [1–3]. Однако S. stoloniferum сравнительно редко использу-
ется в селекции, так как практически не скрещивается с культурным картофелем S. tuberosum. 
Одним из факторов, которые затрудняют гибридизацию с S. stoloniferum, является односторон-
няя несовместимость, при которой гибридные семена удается получить при использовании ди-
кого вида в качестве материнской формы, а обратные скрещивания оказываются неудачными 
[4–6]. В результате в случае успешной интрогрессии ценных генов аллотетраплоидного вида  
в селекционный материал получают сорта картофеля, для которых характерна мужская стериль-
ность, связанная с цитоплазмой дикого вида [2, 7, 8]. Это существенно ограничивает их исполь-
зование в селекции. Следовательно, разработка методов преодоления односторонней несовме-
стимости в скрещиваниях с S. stoloniferum имеет практическое значение, так как их использова-
ние позволит получать гибриды на цитоплазме культурного картофеля, обладающие мужской 
фертильностью.

В настоящей работе представлены результаты успешного использования созданных в лабо-
ратории генетики картофеля Института генетики и цитологии НАН Беларуси SvSv-линий для 
преодоления односторонней несовместимости в скрещиваниях с диким аллотетраплоидным ви-
дом картофеля S. stoloniferum и получения мужски фертильных межвидовых гибридов на основе 
S. stoloniferum. SvSv-линии представляют собой гибриды F2 между дигаплоидами S. tuberosum  
и самосовместимым диплоидным диким видом картофеля из Мексики S. verrucosum, у которых 
St-аллели культурного картофеля замещены на Sv от S. verrucosum [9]. Известно, что при опыле-
нии S. verrucosum собственной пыльцой, а также пыльцой других видов картофеля не наблюда-
ется ингибирования роста пыльцевых трубок и большинство из них может достигать семяпочек 
[10]. Это свойство S. verrucosum, обусловленное отсутствием пестичных S-РНКаз, является осно-
вой его использования в качестве вида-посредника для вовлечения в селекцию ценного генофон-
да диких видов картофеля, которые не скрещиваются с S. tuberosum [10–12]. Благодаря наличию 
S-генов в гомозиготном состоянии, привнесенных от S. verrucosum, SvSv-линии имеют те же воз-
можности для устранения презиготной несовместимости при межвидовой гибридизации, что  
и дикий вид, однако их использование позволяет устранить нежелательные эффекты, связанные 
с его применением (цитоплазматическая мужская стерильность и односторонняя несовмести-
мость, характерные для гибридов; пониженное клубнеобразование). 

Цель работы – изучить использование оригинальных SvSv-линий для преодоления UI в скре-
щиваниях с S. stoloniferum и получить мужски фертильные гибриды с участием дикого вида.

Для достижения цели настоящего исследования решались следующие задачи: применить 
SvSv-линии в качестве материнских форм при гибридизации с диким  аллотетраплоидным ви-
дом картофеля S. stoloniferum; оценить фертильность полученных межвидовых гибридов.

Материалы и методы исследования. В качестве исходного материала использовали 26 об-
разцов дикого аллотетраплоидного вида картофеля S. stoloniferum: PI 160224, PI 160225,  
PI 160226, PI 160372, PI 161152, PI 186544, PI 195164, PI 195167, PI 201849, PI 201855, PI 205510,  
PI 205522, PI 230477, PI 230490, PI 230557, PI 239411, PI 243458, PI 275252, PI 310964, PI 310980,  
PI 473534, PI 498287, PI 558462, PI 586948, PI 595472, PI 653763, семена которых получены из United 
States Potato Genebank NRSP 6. Растения этих образцов были опылителями в скрещиваниях 2013 г. 
с семью SvSv-линиями (Sv-1−Sv-7). Опыт по получению межвидовых гибридов между SvSv-лини-
ями и S. stoloniferum был воспроизведен в 2015 г. с участием только одного образца дикого вида – 
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PI 205522, у которого нами выявлены ДНК-маркеры генов устойчивости к PVY (Rysto, Ry-fsto, Ryadg), 
а также гена Rpi-sto1 долговременной устойчивости к фитофторозу [13]. Пыльцой образца PI 205522 
опыляли диплоидные линии Sv-2, Sv-3, Sv-4, Sv-6, Sv-8. 

Для проведения гибридизации растения родительских форм выращивали при естественном 
освещении на участке, расположенном между двумя теплицами и оборудованном устройством 
для мелкокапельного полива. Семена проращивали в плошках с торфогрунтом в конце апреле –  
начале мая, предварительно замочив на 12 ч в водном растворе гиббереллина (GA 3) (100 мг/л).  
Рассаду с 5–6 настоящими листьями высаживали на участке 15–20 мая. Сеянцы выращивали  
в гребнях, расстояние между гребнями – 70 см, между растениями – 50 см. Условия окружающей 
среды были типичными для летнего периода в Беларуси. Для предотвращения самоопыления 
перед гибридизацией проводили кастрацию цветков материнских образцов (нераскрывшиеся 
бутоны), все неопыленные бутоны и раскрывшиеся неопыленные цветки в соцветии удаляли. 
Перед проведением гибридизации оценивали функциональную фертильность пыльцы (ФФП) пу-
тем определения частоты прорастания пыльцевых зерен за 2 ч при 25 °C на питательной среде [14]. 
Учитывали по 300 пыльцевых зерен с образца в нескольких полях зрения микроскопа (×600). 

У полученных семян межвидовых гибридов оценивали всхожесть, а у выращенных из семян 
сеянцев – жизнеспособность и ФФП. Для оценки их плоидности производили подсчет хромосом 
в материнских клетках пыльцы на стадиях метафаза I – ранняя, анафаза I и метафаза II – ранняя, 
анафаза II. Для подтверждения происхождения полученных гибридов SvSv-линии × S. stoloniferum 
детектировали SCAR-маркер FLint2B469, который применяется в филогенетических исследова-
ниях для детекции генома В аллотетраплоидных диких видов картофеля [15], а у гибридов 
SvSv-линии × S. stoloniferum PI 205522 − маркер 517/1519 гена Rpi-sto1 долговременной устойчи-
вости к фитофторозу [16], характерный только для PI 205522. Олигонуклеотидные последова-
тельности для идентификации маркеров синтезированы в ОДО «Праймтех» (г. Минск). ДНК выде-
ляли из листьев сеянцев с использованием наборов DNA purification Kit производства фирмы 
Thermo Scientific в соответствии с рекомендациями производителя и некоторыми модификациями, 
позволяющими увеличить выход и качество тотальной ДНК картофеля [17]. Амплификацию ДНК 
осуществляли на автоматическом программируемом термоциклере фирмы PE Applied Biosystems.

У ряда триплоидных гибридов SvSv-линии × S. stoloniferum PI 205522, несущих ДНК-марке-
ры дикого вида, осуществляли митотическое удвоение хромосом. Для этого замачивали выра-
щиваемые in vitro растения в 0,025 %-ном водном растворе колхицина в течение 72 ч. По завер-
шении обработки растения промывали дистиллированной стерилизованной водой и производи-
ли их черенкование. После 1–2 циклов размножения in vitro растения высаживали в грунт. Пред-
полагаемые гексаплоиды отбирали путем подсчета количества хлоропластов в замыкающих 
клетках устьиц. Удвоенными считали растения со средним числом хлоропластов в паре замыка-
ющих клеток устьиц, равным 22–28 (исходные 3х гибриды, а также их родительские формы 2х 
SvSv-линии и 4х S. stoloniferum PI 205522 имели 12–15 хлоропластов). Гексаплоиды включали  
в гибридизацию с высокофертильным сортом картофеля Katahdin, диплоидной линией – донором 
фертильности IGC 10/1.21, а также опыляли их смесью пыльцы сорта Katahdin и диплоидных 
линий S. phureja IvP 35 и IvP 48.

Пентаплоиды (первое поколение беккросса ВС1), полученные в результате опыления гекса-
плоидов Sv-2 × PI 205522 смесью пыльцы Katahdin и диплоидных линий S. phureja IvP35 и IvP 48, 
опыляли пыльцой сорта Quarta и диплоидной линией S. phureja IvP 48. У полученных растений 
ВС2 определяли наличие ДНК-маркеров генов устойчивости к PVY и фитофторозу, отобранные 
генотипы включали в гибридизацию в качестве материнских форм с фертильными сортами 
Свитанок Киевский и Уладар, а мужски фертильные гибриды – в качестве опылителей с сортом 
Янка. Оценивали ФФП гибридов F1 (гексаплоиды), ВС1 (пентаплоиды) и ВС2 (уровень плоидно-
сти близок к 4х).

Тип цитоплазмы у SvSv-линий и S. stoloniferum PI 205522 определяли по методике Hosaka, 
Sanetomo [18]. Установлено, что у использованных в работе SvSv-линий, которые происходят  
от дигаплоида мексиканского сорта картофеля Nortena, цитоплазма имеет тип D/γ, а у образца  
S. stoloniferum PI 205522 – W/γ.
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Результаты и их обсуждение. Гибридизация между SvSv-линиями и S. stoloniferum. Скрещи-
вания 2013 г. с участием SvSv-линий Sv-3, Sv-5 и Sv-7 были неудачными. Несмотря на то что было 
получено 36 ягод от опыления 107 цветков, семена в ягодах не сформировались. С участием ли-
нии Sv-6 получено 111 семян от опыления PI 653763, из которых взошло 4. Применение трех 
остальных SvSv-линий оказалось более результативным: в общей сложности получено 1893 се-
мян от опыления 120 цветков (15,8 семени/опыление) (табл. 1).

Т а б л и ц а  1. Результаты скрещиваний SvSv-линий и образцов S. stoloniferum

T a b l e  1. Results of crosses between SvSv-lines and S. stoloniferum accessions

Образец
S. stoloniferum

SvSv-линия 1 (Sv-1) SvSv-линия 2 (Sv-2) SvSv-линия 4 (Sv-4)

К-во
опылений

К-во
семян

К-во
семян/

опыление

К-во
сеянцев

К-во
опылений

К-во
семян

К-во
семян/

опыление

К-во
сеянцев

К-во
опылений

К-во
семян

К-во
семян/

опыление

К-во
сеянцев

PI 160372 4 122 30 12 3 120 40 0 – – – –
PI  161152 3 34 11 1 5 0 – – – – – –
PI  186544 3 0 – – 3 0 – – 5 0 – –
PI  195167 2 0 – – – – – – 2 0 – –
PI  201849 4 215 53,8 1 5 56 11 0 4 18 4,2 0
PI 201855 5 138 27,6 0 – – – – 3 0 – –
PI 205522 – – – – 5 0 – – – – – –
PI  230490 4 197 49,3 4 5 0 – – – – – –
PI 243458 3 74 24,6 0 4 0 – – 4 33 8 12
PI  310964 – – – – 3 0 – – 3 0 – –
PI 473534 – – – – 5 0 – – – – – –
PI  498287 2 50 25 2 5 257 51 0 – – – –
PI 558462 5 125 25 1 – – – – – – – –
PI 595472 2 15 7,5 0 5 139 27,8 0 4 22 5,4 2
PI 653763 4 0 – – 6 278 46,3 1 – – – –
Всего 41 970 23,7 21 54 850 15,7 1 25 73 2, 9 14

Семена в основной массе были довольно крупные (по размеру такие же, как при гибриди- 
зации между разными SvSv-линиями), однако невыполненные. Всхожесть семян была низкой  
(в среднем по опыту 1,9 %), особенно у семян гибридов с участием Sv-2 (0,1 %). В общей сложно-
сти удалось получить 40 растений межвидовых гибридов.

Оценка плоидности гибридов SvSv-линий с S. stoloniferum. У 15 гибридов при изучении мейо-
за в материнских клетках пыльцы насчитывалось около 36 хромосом. На стадии тетрад у таких 
растений наблюдали образование микроклеток. На стадии тетрад микроклетки обнаружены еще 
у 10 гибридов, однако число хромосом в них подсчитать не удалось. Оценка жизнеспособности 
(окраска 4 %-ным раствором ацетокармина) и ФФП у 32 гибридов показала, что все они стерильны. 
Опыление полученных гибридов пыльцой высокофертильных диплоидных линий S. tuberosum, 
а также диплоидных линий S. phureja IvP35 и IvP48 (всего 191 опыление) оказалось неудачным: 
не завязалось ни одной ягоды. При анализе ДНК у 38 гибридов детектировали маркер FLint2B469 
генома B. Все это указывает на триплоидную природу полученных межвидовых гибридов и про-
исхождение их от S. stoloniferum.

Гибридизация между SvSv-линиями и S. stoloniferum PI 205522. Благодаря относительно боль-
шому объему скрещиваний (120 опылений) в 2015 г., в отличие от 2013 г., получено достаточно 
много семян гибридов с участием SvSv-линий и S. stoloniferum PI 205522 (950 шт.; скрещивания 
 с этим образцом в 2013 г. были неудачными). Большинство семян имели характерные для подоб-
ных скрещиваний (см. выше) крупные размеры, невыполненность и низкую всхожесть: удалось 
получить лишь 12 растений (табл. 2). Из них в культуру in vitro введено 11 растений, 1 погибло.  
В результате анализа ДНК у всех этих растений отмечено наличие маркера 517/1519750 гена Rpi-sto1 
устойчивости к фитофторозу, что является подтверждением их гибридного происхождения.
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Т а б л и ц а  2.  Результаты гибридизации SvSv-линий и образца S. stoloniferum PI 205522

T a b l e  2.  Results of crosses between SvSv-lines and S. stoloniferum accession PI 205522

SvSv-линия К-во 
опылений

К-во 
ягод

К-во 
 семян

К-во семян  
на одну ягоду

К-во семян  
на одно опыление

Всхожесть  
семян*

Sv-2 50 7 (14,0 %) 358 51 7,2 2,5 % (9/358)
Sv-3 11 9 (81,8 %) 365 41 33,2 0 % (0/100)
Sv-4 33 2 (6,1 %) 30 15 0,9 3,3 % (1/30)
Sv-6 13 5 (38,5 %) 17 3 1,3 0 % (0/17)
Sv-8 13 13 (100 %) 180 14 13,8 4,7 % (2/43)
Всего 120 36 (30 %) 950 26,3 7,9 2,2 % (12/548)

*В скобках указано число проросших семян и их общее количество. 

Удвоение числа хромосом у триплоидных гибридов SvSv-линий с S. stoloniferum PI 205522, бек-
кроссирование полиплоидов культурным картофелем. В результате митотического удвоения 
хромосом в 2016 г. получено три предположительно гексаплоидных растения гибридов Sv-2 ×  
PI 205522 и 6 растений Sv-4 × PI 205522 (все они имели более 20 хлоропластов в замыкающих 
клетках устьиц). Гибриды на основе Sv-4 плохо цвели, причем цветки усыхали вскоре после рас-
крытия бутонов. Гибриды Sv-2 × PI 205522 отличались обильным продолжительным цветением, 
образовывали ФФП (16, 17 и 20 % соответственно), посредством самоопыления легко завязывали 
ягоды, содержащие многочисленные выполненные семена (всхожесть семян 93 %).  Выделенные 
фертильные растения были вовлечены в гибридизацию с диплоидными и тетраплоидными  
опылителями (табл. 3).

Т а б л и ц а  3.  Результаты гибридизации гексаплоидных гибридов  
Sv-2 × S. stoloniferum PI 205522 (материнские растения) и сорта Katahdin

T a b l e  3.  Results of crosses between hexaploid hybrids  
Sv-2 × S. stoloniferum PI 205522 (as a female parent) and Katahdin variety

Гексаплоидный гибрид
Sv-2 × PI 205522

Katahdin Katahdin (смесь пыльцы Katahdin, IvP35 и IvP48)

К-во  
опылений

К-во 
 ягод

К-во  
семян**

К-во  
опылений

К-во  
ягод

К-во семян  
без эмбрионального пятна**

CDH.2 2 0 – 8 0 –
CDH.4 2 0 – 5 2 48
CDH.6 3 1 21 2 2 30
Всего 7 1 21 (19) 15 4 78 (62)

** В скобках указано количество проросших семян.

Несмотря на небольшой объем скрещиваний, удалось получить около 100 семян в результате 
опыления гибридов высокофертильным сортом картофеля Katahdin. Наиболее эффективным 
оказался вариант скрещиваний с использованием смеси пыльцы Katahdin и диплоидных линий 
S. phureja IvP35 и IvP 48 (в ягодах обнаружили только семена без маркерного признака, т. е. полу-
ченные от опыления сортом Katahdin). Кроме того, отмечалось образование ягод и небольшого 
количества семян от опыления удвоенных гибридов диплоидной линией – донором фертиль- 
ности. Колхицинированные растения Sv-2 × PI 205522, у которых среднее число хлоропластов  
в замыкающих клетках устьиц находилось в диапазоне 12–13 штук, были мужски стерильны 
(ФФП = 0) и не завязывали семян ни с диплоидными, ни с тетраплоидными тестерами. 

В результате посева 99 семян, полученных ранее путем опыления гексаплоидных гибридов 
Sv-2 × PI 205522 смесью пыльцы сорта Katahdin и диплоидных линий S. phureja IvP35 и IvP 48, 
сформировался 81 сеянец (первое поколение беккросса культурным картофелем BC1). Значения 
ФФП пентаплоидных гибридов находились в диапазоне 1–21 %. 

При опылении растений BC1 пыльцой сорта Quarta завязывались ягоды, содержащие выпол-
ненные семена. Всего получено 3714 семян, в среднем эффективность гибридизации составила 
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24 семени на одно опыление. Из семян, образовавшихся на пентаплоидах IGC16/38.16 и IGC16/38.17 
(выборки по 150 шт.), получено соответственно 89 (всхожесть 59,3 %) и 77 (всхожесть 51,3 %) се-
янцев (гибридные популяции IGC17/170.n и IGC17/171.n второго поколения беккросса BC2). Значе-
ния показателя функциональной фертильности пыльцы растений BC2, отобранных по наличию 
ДНК-маркеров генов устойчивости к PVY и фитофторозу, варьировались в широком диапазоне 
(табл. 4). При этом наряду со стерильными (ФФП < 1 %) и низкофертильными (ФФП = 1–10 %) 
генотипами в обеих гибридных популяциях с достаточно высокой частотой были представлены 
фертильные и высокофертильные гибриды (5 из 14 у IGC17/170.n и 9 из 21 у IGC17/171.n). По опы-
ту лаборатории генетики картофеля для достижения положительных результатов при гибриди-
зации картофеля ФФП опылителя должна составлять более 10 %.

Т а б л и ц а  4.  Распределение растений межвидовых гибридов второго поколения беккросса  
IGC17/170.n и IGC17/171.n по уровню функциональной фертильности пыльцы

T a b l e  4. Distribution of BC2 plants of interspecific hybrids IGC17/170.n  
and IGC17/171.n on the level of pollen functional fertility

Гибрид ВС2 Проанализировано
сеянцев, шт.

ФФП, %

<1 1–10 11–20 21–30 >31

IGC17/170.n 14 1 8 2 2 1
IGC17/171.n 21 5 7 4 4 1

Отдельные генотипы BC2 были успешно использованы в качестве материнских растений 
при гибридизации с сортами картофеля Свитанок Киевский и Уладар, а в качестве опылителей − 
при гибридизации с сортом Янка.

Заключение. Таким образом, использование SvSv-линий в скрещиваниях с S. stoloniferum да-
ет возможность получать межвидовые гибриды, используя дикий вид в качестве опылителя. Они 
эффективны по отношению к широкому кругу образцов S. stoloniferum и не требуют применения 
специальных приемов, повышающих эффективность межвидовой гибридизации. Тип цитоплаз-
мы у полученных гибридов F1, BC1 и BC2 ‒ D/γ. Благодаря этому они обладают мужской фер-
тильностью, что расширяет перспективы их использования в селекции. 
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А. Ф. Келько5

Центральный ботанический сад НАН Беларуси, Минск, Республика Беларусь

ОСОБЕННОСТИ РОСТА ПРИВИТЫХ РАСТЕНИЙ МОЖЖЕВЕЛЬНИКА 
КИТАЙСКОГО ‘BLAAUW’ (JUNIPERUS CHINENSIS ‘BLAAUW’)

Аннотация. Можжевельник китайский ‘Blaauw’ (Juniperus chinensis ‘Blaauw’) относится к растениям, которые 
трудно размножаются путем укоренения стеблевых черенков. Это послужило причиной проведения исследований  
с целью получения потомства данного культивара при помощи прививки. По результатам проведенных в 2012 г. 
опытов по прививке разными способами декоративной формы на двухлетние саженцы можжевельника виргинского 
‘Grey Owl’ (Juniperus virginiana ‘Grey Owl’) черенкового происхождения приживаемость составила около 80 %, од-
нако окончательные выводы об успешности трансплантации можно делать только на основании дальнейших много-
летних наблюдений за привитыми растениями. Установлено, что растения можжевельника китайского ‘Blaauw’, 
привитые способом вприклад сердцевиной на камбий и сердцевиной на сердцевину, более жизнеспособны, чем рас-
тения, привитые способом в боковой зарез. За период наблюдений 2012–2018 гг. в последнем случае погибло 75 % 
привитых саженцев, а из прививок, выполненных вприклад, выпало лишь 38,5 %. Привитые саженцы характеризу-
ются более мощным ростом по сравнению с саженцами черенкового происхождения. Годичный прирост первых  
в 2–2,5 раза больше, что объясняется влиянием подвоя. Место прививки со временем становится трудноразличи-
мым, что свидетельствует о хорошей совместимости компонентов прививки и подходящем способе ее проведения. 
Таким образом, прививка вприклад является перспективным способом размножения трудноукореняемого можже-
вельника китайского ‘Blaauw’.

Ключевые слова: прививка, черенкование, хвойные растения, декоративные формы, культивары, Juniperus 
chinensis, Juniperus virginiana
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GROWTH FEATURES OF GRAFTED PLANTS OF JUNIPERUS CHINENSIS ‘BLAAUW’

Abstract. Juniperus chinensis ‘Blaauw’ is difficult to propagate by rooting stem cuttings why the aim of the research 
was assessing the possibility of obtaining the progeny of this cultivar by grafting. Experiments conducted in 2012 on grafting 
with various methods of the cultivar on 2-year-old Juniperus virginiana ‘Grey Owl’ seedlings of rooted cuttings origin have 
made it possible to achieve a survival rate of about 80 %, however, the final conclusions on the success of transplantation can 
be made only on the basis of further long-term observations of grafted plants. It is shown that the plants of the Juniperus 
chinensis ‘Blaauw’, grafted by veneer side grafting, are more viable than the plants grafted by side grafting. During the 
observation period 2012–2018 years in the latter case, 75 % of the grafted seedlings died, and only 38.5 % of the veneer side 
grafted plants fell out. Grafted seedlings are characterized by more powerful growth in comparison with seedlings of rooted 
cuttings origin. The annual increment of the first is 2–2.5 times higher, which is explained by the influence of the stock.  
The site of grafting becomes difficult to discern over time, which indicates a good compatibility of grafted components  
and a suitable way of carrying it out. Thus, veneer side grafting is a promising way to multiply the hard-to-root Juniperus 
chinensis ‘Blaauw’.
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Введение. Известно, что у декоративных форм видов как лиственных, так и хвойных дре-
весных растений сохранение у потомства ценных признаков материнских экземпляров воз-
можно только при вегетативном размножении, в частности при укоренении отводков, черен-
ков либо при прививке. Последний способ используется для репродукции форм с низкой спо-
собностью черенков к укоренению в случаях, когда даже применение дополнительных техно-
логических приемов, таких как обработка биологически активными веществами, обеспечение 
положительного вертикального температурного градиента и др., способствующих стимулиро-
ванию процессов корнеобразования у черенков большинства других видов и форм, не позволя-
ет достичь желаемого результата, а также в случаях, когда необходимо получить штамбовое 
растение [1, 2].

Среди хвойных растений прививкой успешно размножаются представители рода Сосна 
(Pinus L.), Ель (Picea A. Dietr.), Лиственница (Larix Mill.), Пихта (Abies Mill.), Псевдотсуга 
(Pseudotsuga Carr.). В литературе подробно описаны технологии их прививки, включая сроки ее 
проведения, особенности подготовки подвоя и привоя, способы прививки [3–6]. В то же время 
недостаточно освещенным остается вопрос по прививке декоративных форм различных видов 
семейства Кипарисовые (Cupressaceae), в том числе и культиваров рода Можжевельник (Juni-
perus L.). Технология прививки можжевельников разработана зарубежными исследователями 
еще в середине прошлого века [7–9], однако до настоящего времени она не апробирована в усло-
виях Беларуси.

В 2012 г. на территории ГНУ «Центральный ботанический сад НАН Беларуси» нами были 
заложены первые опыты по прививке можжевельников на примере можжевельника китайского 
‘Blaauw’, перспективного для выращивания на территории республики, но трудно размножаемо-
го черенкованием. Ранее нами установлено, что укореняемость черенков данного культивара при 
использовании различных стимулирующих корнеобразование приемов не превышает 35 %. В то 
же время приживаемость прививок, проведенных различными способами (в боковой зарез, серд-
цевиной на камбий, сердцевиной на сердцевину), составила около 80 %, а их средний прирост  
к окончанию вегетации – 0,9–1,2 см [10]. Это позволило предположить, что размножение можже-
вельника китайского ‘Blaauw’ прививкой более перспективно, чем укоренение черенков. Однако 
окончательный вывод об успешности прививки можно делать только на основании наблюдений 
за дальнейшим ростом и развитием привитых растений, что и обусловило цель наших дальней-
ших исследований, результаты которых представлены в настоящей работе.

Объекты и методы исследования. Объектами исследования являлись одновозрастные рас-
тения можжевельника китайского ‘Blaauw’ (Juniperus chinensis ‘Blaauw’), полученные путем 
прививки и укоренения черенков и выращиваемые в контейнерах в субстрате из смеси верхового 
торфа (рН 3,5–4,5) и листовой земли в соотношении 1:1 по объему в сходных условиях увлажне-
ния, питания и освещения.

Привитые растения были получены путем ранневесенней прививки в условиях отапливае-
мой теплицы свежезаготовленных черенков можжевельника китайского ‘Blaauw’, находящихся  
в состоянии вынужденного покоя, на двухлетние саженцы можжевельника виргинского ‘Grey 
Owl’ (Juniperus virginiana ‘Grey Owl’) черенкового происхождения в контейнерах. Подвой был 
внесен в теплицу в середине марта. Прививка проводилась через 10 дней (когда у подвоя отмеча-
лось начало роста побегов) тремя способами – в боковой зарез, сердцевиной на камбий и сердце-
виной на сердцевину. Через 3,5 мес. после проведения прививки подвой выше места прививки 
был полностью срезан, а растения вынесены из теплицы в открытый грунт. Растения можже-
вельника китайского ‘Blaauw’ черенкового происхождения были получены путем укоренения 
стеблевых черенков, представляющих собой боковые побеги с «пяткой», в смеси верхового тор-
фа и крупнозернистого песка в соотношении 1:1 по объему в условиях прерывистого искусствен-
ного тумана. Укорененные черенки пересаживали с гряд в контейнеры весной через год после 
черенкования и размещали в открытом грунте. Уход за растениями заключался в поливе, удале-
нии сорной растительности, пересадке в более крупные контейнеры.
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Наблюдения за саженцами включали определение сохранности привитых растений после 
зимнего периода и ежегодного прироста саженцев различного происхождения.

Результаты и их обсуждение. В первую после прививки зиму погибло 50 % растений, при-
витых способом в боковой зарез, 37,5 % – способом вприклад сердцевиной на сердцевину и 33 % 
растений, полученных путем прививки вприклад сердцевиной на камбий. У выживших сажен-
цев в течение вегетативного периода 2013 г. средний прирост составил 6,6–8,0 см.

Ко второй после проведения прививки весне погибла еще 50 % от выживших растений, 
привитых способом в боковой зарез, что в итоге, с учетом результатов за предыдущий год, со-
ставило 75 % от первоначального количества прижившихся прививок. Таким образом, привив-
ка можжевельника китайского ‘Blaauw’ на двухлетние саженцы можжевельника виргинского 
‘Grey Owl’ способом в боковой зарез оказалась неперспективной. Растения, привитые спосо-
бом вприклад сердцевиной на сердцевину и сердцевиной на камбий, проявили высокую жиз-
неспособность. В последующие годы (2013–2018 гг.) выпало еще несколько прививок. В итоге 
количество погибших растений, полученных двумя данными способами прививки, за 6 лет 
составило 38,5 %.

Результаты сравнительных наблюдений за ростом саженцев можжевельника китайского 
‘Blaauw’ черенкового происхождения и саженцев, полученных путем прививки, в течение не-
скольких лет представлены в таблице. 

Прирост саженцев можжевельника китайского ‘Blaauw’ различного происхождения

Annual increment of Juniperus chinensis ‘Blaauw’ seedlings of different origin

Год
Средний годичный прирост, см

привитых саженцев саженцев черенкового происхождения

2016 17,7 ± 1,1 7,3 ± 0,8
2017 20,9 ± 1,0 10,7 ± 1,0
2018 3,2 ± 0,3 11,7 ± 0,9

Из данных таблицы следует, что саженцы черенкового происхождения обладают меньшей 
силой роста, чем привитые растения. Так, годичный прирост последних оказался примерно  
в 2–2,5 раза больше. При этом, однако, в 2018 г. скорость роста привитых растений значитель-
но снизилась, а годичный прирост составил всего 3,2 см, что в 3,7 раза меньше, чем у сажен-
цев, полученных из черенков. Объясняется это тем, что вследствие интенсивного роста в пре-
дыдущие годы объем контейнеров, в которых растения выращиваются, стал недостаточным 
для их нормального развития, в то время как саженцы черенкового происхождения, обладаю-
щие меньшей силой роста, еще не исчерпали ресурсы имеющегося субстрата. Поэтому для 
привитых растений уже требуется пересадка в более крупные контейнеры или на постоянное 
место произрастания.

Более мощный рост саженцев, полученных путем прививки, по сравнению с растениями че-
ренкового происхождения можно объяснить влиянием подвоя. Известно, что некоторые свой-
ства привоя могут изменяться под влиянием подвоя, что используется, например, для получения 
более устойчивых к климатическим факторам форм и сортов растений, для ускорения плодоно-
шения, а также для других целей [11].

В нашем случае в качестве подвоя выступали саженцы можжевельника виргинского ‘Grey 
Owl’. Это широкораскидистый кустарник высотой 2–3 м и шириной более 5 м, с мощными, по-
лупрямостоячими ветвями со слегка свисающими верхушками и зеленовато-серой хвоей. Куль-
тивар отличается быстрым ростом (годичный прирост около 25 см), а также высокой зимостой-
костью, устойчивостью к болезням и вредителям. Укореняемость черенков при размножении  
в оптимальные сроки с использованием биологически активных веществ достигает 100 % [12], что 
позволяет получать подвой в необходимом количестве. Быстрорастущие укорененные черенки 
уже через 2 года после проведения черенкования готовы к прививке, так как диаметр стволика 
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саженцев в основании достигает 5–7 мм. Данный факт, а также положительное влияние на при-
вой, которое проявляется в большей силе роста привитого растения по сравнению с растениями, 
полученными из черенков, обусловливает перспективность использования саженцев можжевель-
ника виргинского ‘Grey Owl’ в качестве подвоя.

Отметим, что более мощный рост привитых растений можно объяснить также следующим 
образом. Прививка проводится на саженец с хорошо развитой корневой системой, что изначально 
обеспечивает привой необходимым питанием и обусловливает большую силу роста, в то время 
как черенок сам формирует корни и затрачивает на это большую часть энергии. Как следует из 
приведенных в таблице данных, прирост саженцев черенкового происхождения ежегодно воз-
растает, поэтому можно предположить, что по мере развития корневых систем скорость их 
роста увеличится до уровня привитых экземпляров. Однако наши наблюдения за ростом более 
взрослых растений можжевельника китайского ‘Blaauw’ черенкового происхождения, произ-
растающих в грунте на постоянном месте, показали, что ежегодный прирост находится в пре-
делах всего 12–16 см. Таким образом, можно сделать вывод, что на привой оказывает влия- 
ние подвой.

Успешность прививки можно также оценить визуально, осмотрев место срастания прививоч-
ных компонентов, так как с течением времени при их несовместимости либо при неподходя- 
щем способе прививки могут наблюдаться его деформация, а также различия в размерах подвоя  
и привоя и др. [6, 13]. В наших опытах место прививки на растениях можжевельника к настояще-
му времени трудноразличимо. Это свидетельствует о хорошей совместимости компонентов при-
вивки, подходящем способе ее проведения и позволяет прогнозировать долговечность получен-
ных таким способом растений (cм. рисунок).

Заключение. Результаты наблюдений в период с 2012 по 2018 г. за ростом растений можже-
вельника китайского ‘Blaauw’, привитых в 2012 г. на двухлетние саженцы можжевельника вир-
гинского ‘Grey Owl’ разными способами, показали, что с учетом одинаковой приживаемо - 
сти прививок (около 80 %) лучшие результаты достигаются при прививке вприклад сердцеви-
ной на сердцевину и сердцевиной на камбий. Полученные таким образом растения отличаются 
высокой жизнеспособностью. За весь период наблюдений выпало 38,5 % прививок, выполнен-
ных вприклад. При прививке способом в боковой зарез за 6 лет выжило всего 25 % привитых 
растений.

Саженцы можжевельника китайского ‘Blaauw’, полученные путем прививки, отличаются бо-
лее высокой по сравнению с саженцами черенкового происхождения скоростью роста (годичный 

а b

Место прививки через 6 мес. после проведения трансплантации (a) и через 6 лет (b)

Site of grafting after 6 months after transplantation (a) and after 6 years (b)
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прирост первых больше в 2–2,5 раза), что обусловлено влиянием подвоя. Место прививки со вре-
менем становится трудноразличимым, что свидетельствует о хорошей совместимости компонен-
тов прививки и подходящем способе ее проведения.

Таким образом, ранневесенняя прививка можжевельника китайского ‘Blaauw’ свежезаготов-
ленными черенками на двухлетние саженцы можжевельника виргинского ‘Grey Owl’ черенково-
го происхождения в фазе начала роста побегов в условиях теплицы вприклад сердцевиной на 
камбий или сердцевиной на сердцевину является перспективным способом размножения куль-
тивара, позволяющим получать около 80 % привитых растений с высокой жизнеспособностью  
и мощным ростом.
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ОЦЕНКА ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ TH И PHOX2B С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПЦР  
В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ МЕТАСТАТИЧЕСКОГО 

ПОРАЖЕНИЯ КОСТНОГО МОЗГА ПРИ НЕЙРОБЛАСТОМЕ

Аннотация. Несмотря на применение комплексного лечения, выживаемость пациентов группы высокого риска 
при нейробластоме не превышает 50 %, при этом основная причина смертельных исходов – развитие рецидива забо-
левания. Ключевыми факторами неблагоприятного прогноза в отношении выживаемости и частоты развития реци-
дивов являются поражение костного мозга (КМ), а также наличие минимальной остаточной болезни на различных 
этапах терапии. 

Наиболее перспективным методом, позволяющим с высокой чувствительностью и специфичностью (за счет комби-
нации молекулярных маркеров) выявлять клетки нейробластомы в образцах КМ является ПЦР в режиме реального 
времени. В данной работе нами разработан метод оценки экспрессии генов TH и PHOX2B для детекции метастатиче-
ского поражения КМ при нейробластоме. Разработанный метод обладает высокой чувствительностью (1·10–4) и спе- 
цифичностью к опухолевым клеткам. Экспрессия генов TH и PHOX2B оценена у 67 пациентов детского возраста  
с нейробластомой на момент постановки диагноза. Показано наличие клинического значения оценки экспрессии  
генов TH и PHOX2B, что проявляется достоверно худшими показателями общей и безрецидивной выживаемости  
в группе пациентов с гиперэкспрессией детектируемых генов. Разработанный метод может быть использован в кли-
нической практике как для оценки степени поражения КМ, так и для стратификации пациентов по группам риска на 
момент постановки диагноза.

Ключевые слова: нейробластома, TH, PHOX2B, ПЦР в режиме реального времени, общая выживаемость, бессо-
бытийная выживаемость
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Введение. Нейробластома (НБ) является злокачественной эмбриональной опухолью симпа-
тической нервной системы, которая составляет 10 % от всех детских онкологических заболева-
ний. Возраст более 1 года и наличие метастатического поражения костного мозга (КМ) на мо-
мент постановки диагноза служат основанием для отнесения пациентов к группе высокого риска, 
общая выживаемость (ОВ) в которой не превышает 40–50 %. Около 50 % пациентов, достигших 
ремиссии, рецидивируют в течение 5 лет с момента постановки диагноза. Рецидив происходит  
в результате активации остаточных опухолевых клеток, которые могут присутствовать как в ме-
сте локализации первичной опухоли, так и в сайтах метастазирования [1]. 

Оценка поражения КМ во время постановки диагноза и в ходе терапии позволяет контроли-
ровать эффективность лечения и определять группу с высоким риском развития рецидива. При-
меняемые в настоящее время методы оценки поражения КМ при НБ имеют ряд недостатков. 
Чувствительность цитологического исследования аспиратов КМ не превышает 1·10–2, проточной 
цитофлуориметрии – 1·10–3. Иммуноцитохимический анализ хоть и способен достигать большей 
чувствительности (вплоть до 1·10–6), но основан на оценке экспрессии поверхностного маркера 
GD2, который не является опухолеспецифичным. Диагностика метастатического поражения КМ 
методом ПЦР в режиме реального времени имеет ряд преимуществ: аналитическая чувстви-
тельность метода ПЦР в режиме реального времени может достигать 1·10–6 [2]; возможно исполь-
зование нескольких молекулярных маркеров для более точной диагностики с учетом вероятной 
гетерогенности опухолевого фенотипа. При этом маркерный ген должен либо экспрессироваться 
исключительно в клетках НБ, либо его экспрессия в клетках НБ должна быть значительно выше 
экспрессии в клетках КМ.

В настоящее время в различных лабораториях для диагностики поражения КМ при НБ ис-
пользуется достаточно большое количество молекулярных маркеров, таких как GAGE, MAGE, 
PGP9.5, DDC, CyclinD1, ELVAL4 [3–6]. При этом комплексный стандартизированный подход для 
решения поставленной задачи отсутствует. Одним из первых маркеров поражения КМ клетками 
НБ был предложен ген TH в связи с высокой продукцией клетками НБ катехоламинов [6]. Еще 
одним геном, экспрессия которого характерна для клеток НБ, является PHOX2B. Продуктом гена 
PHOX2B является транскрипционный фактор, регулирующий нейрогенез [7]. Согласно литера-
турным данным, гиперэкспрессия обоих генов ассоциирована с неблагоприятным клиническим 
течением НБ [4–7].

Цель данной работы – разработка метода оценки экспрессии генов PHOX2B и TH с помощью 
полуколичественной ПЦР в режиме реального времени для диагностики метастатического пора-
жения костного мозга при нейробластоме.

Материалы и методы исследования. Материалом для исследования послужили образцы 
КМ 10 здоровых доноров и 67 пациентов с диагнозом НБ, проходивших лечение в Центре дет-
ской онкологии, гематологии и иммунологии по протоколу NB2004 в период с 2007 по 2017 г. 
Забор материала производился на момент постановки диагноза. Распределение пациентов по 
стадиям: стадия 1 – 6 (8,9 %) человек; стадия 2 – 2 (3 %);  стадия 3 – 7 (10,5 %); стадия 4 – 
52 (77,6 %). Распределение пациентов по группам риска: низкий – 6 (9 %) человек, средний –  
1 (1,4 %), высокий – 60 (89,5 %). Наличие поражения КМ было детектировано в 44 случаях, для 
20 пациентов наличие метастазов в КМ диагностировано не было.

Для культивирования иммортализированной клеточной линии НБ человека IMR-32 исполь-
зовали среду EMEM с добавлением антибиотика/антимикотика (1 %), L-глутамина (1 %) и эм-
бриональной телячьей сыворотки (10 %). Пассаж проводили из расчета 40 тыс/см2∙с с периодич-
ностью 72 ч. Для подсчета клеток и оценки их жизнеспособности использовали камеру Горяева, 
предварительно окрашивая клетки трипановым синим.

Для выделения клеток КМ применяли метод лизиса эритроцитов, для экстракции тотальной 
РНК – TRI-reagent (Invitrogen, США). Синтез кДНК осуществляли с помощью обратной транс-
криптазы SuperScriptтмIII (Invitrogen, США) и смеси случайных гексамеров (Invitrogen, США) со-
гласно инструкции производителя. ПЦР в режиме реального времени проводили в конечном 
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объеме 12,5 мкл с использованием TaqMan® Universal PCR MasterMix (AppliedBiosystems, США). 
Конечная концентрация праймеров и флуоресцентных зондов для генов GUS (контрольный ген), 
TH и PHOX2B составила 300 и 200 нмоль/мкл соответственно (табл. 1). В каждую ПЦР обяза-
тельно включали отрицательный (деионизированную воду) и положительный (кДНК клеточ- 
ной линии IMR-32) контроли. Каждый образец анализировали в триплете. Пороговый цикл (Ct) 
для образца рассчитывали как среднее арифметическое Ct лунок в триплете, при условии, что раз-
ница Ct между лунками не превышает 0,5. При значении Ct контрольного гена более 30 обра-
зец исключали из исследования. Уровни экспрессии генов-маркеров рассчитывали методом 
ΔCt(2Ct(GUS)-Ct(ген-маркер)).

Т а б л и ц а  1. Нуклеотидные последовательности праймеров и флуоресцентных зондов

T a b l e  1. Nucleotide sequences of primers and fluorescent probes

Ген
Последовательность олигонуклеотида5′/3′ Источ- 

никПрямой праймер Обратный праймер Флуоресцентный зонд

GUS gaa-aat-atg-tgg-ttg-gag-agc-tca-tt ccg-agt-gaa-gat-ccc-ctt-ttt-a FAM-cca-gca-ctc-tcg-tcg-gtg-act-gtt-ca-BHQ1 [5]
TH att-gct-gag-atc-gcc-ttc-ca aat-ctc-ctc-ggc-ggt-gta-ctc FAM -aca-ggc-acg-gcg-acc-cga-ttc- BHQ1 [6]
PHOX2B tgc-tga-ctt-cag-ttc-ctg-ca ccg-tgg-tcc-gtg-aag-agt-tt FAM -agc-agt-ccg-tac-gcc-gca-gtt-cct-BHQ1 –

Аналитическую чувствительность метода оценивали, используя 10-кратные разведения кле-
ток НБ линии IMR-32 в клетках КМ трех здоровых доноров.

Для статистической обработки полученных данных использовали программу Statistica 8.0, 
для сравнения количественных параметров в двух независимых группах – критерий Манна–
Уитни. Влияние степени поражения КМ в каждом пороге отсечения на общую и безрецидив-
ную выживаемость (БРВ) пациентов группы высокого риска оценивали методом Log-rank пу-
тем срав нения кривых Каплана–Мейера. Различия считали статистически достоверными при 
p < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Высокие показатели экспрессии гена PHOX2B были характер-
ны для клеточной линии IMR-32 и части образцов КМ с диагностированным метастатическим 
поражением (табл. 2). При этом экспрессия данного гена не была детектирована в КМ здоровых 
доноров. Детектированная в образцах КМ здоровых доноров экспрессия гена TH была достовер-
но ниже экспрессии этого гена в опухолевых клетках и образцах КМ пациентов с поражением 
КМ (в обоих случаях p < 0,001).

Т а б л и ц а  2. Показатели экспрессии генов TH и PHOX2B в клетках IMR-32 и клетках костного мозга  
здоровых доноров и пациентов, Me (min–max)

T a b l e  2. Expression indices of TH and PHOX2B genes in IMR-32 cells and bone marrow cells healthy donors  
and patients, Me (min–max)

Ген IMR-32 КМ здоровых доноров (n = 10) Позитивные образцы КМ (n = 44) Негативные образцы КМ (n = 20)

PHOX2B 1,705 0 0,0166 (0–8,0371) 0
TH 0,6631 0 (0–0,0008) 0,2426 (0,001–32,2226) 0 (0–0,0007)

Таким образом, ген PHOX2B является опухолеспецифичным маркером, а наличие у него экс-
прессии является критерием присутствия в образце опухолевых клеток. Экспрессия гена TH  
ассоциирована с опухолевым фенотипом и может выступать в качестве маркера опухолевых кле-
ток при НБ. Кроме того, комбинация изучаемых маркеров позволяет дополнительно обнаружить 
до 6 % позитивных образцов, в которых экспрессия PHOX2B не выявляется [9].

Аналитическая чувствительность при анализе серийных разведений клеток IMR-32 в клет-
ках КМ здоровых доноров достигла 1∙10–4 для обоих генов. Согласно представленным в табл. 3 
характеристикам стандартных кривых для генов TH и PHOX2B, основные критерии качества ам-
плификации соблюдены [10].
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Т а б л и ц а 3. Амплификационные характеристики стандартных кривых по генам TH и PHOX2B

T a b l e  3. Amplification characteristics of standard curves for TH and PHOX2B genes

Клетки КМ
Эффективность, % Коэффициент R2 Тангенс угла наклона кривой Интерсепт

TH PHOX2B TH PHOX2B TH PHOX2B TH PHOX2B

Донор 1 95,6 89,2 0,992 0,999 –3,433 –3,612 23,841 19,827
Донор 2 97,2 94,3 0,996 0,984 –3,391 –3,467 19,426 16,976
Донор 3 99,6 95,7 0,994 0,999 –3,333 –3,429 21,924 19,884
Среднее значение 97,5 93,1 0,994 0,994 –3,386 –3,501 21,73 18,896
Коэффициент вариации, % 2,07 3,68 0,20 0,87 1,48 2,76 10,19 8,80

С целью отработки метода и оценки перспективности его использования в клинической 
практике проведена оценка экспрессии генов TH и PHOX2B в образцах КМ 67 пациентов с НБ. 
Наличие экспрессии гена TH было детектировано у 50 пациентов (медиана составила 0,15015, 
минимальное значение – 0,00011, максимальное – 32,22258), в то время как 17 пациентов не име-
ли экспрессии указанного гена в образцах КМ. Экспрессия гена PHOX2B была детектирована  
у 48 пациентов (медиана составила 0,08381, минимальное значение – 0,00011, максимальное – 
8,03705), отсутствие экспрессии – у 19 пациентов. При изучении влияния уровня экспрессии 
маркерных генов на выживаемость пациентов с НБ высокой группы риска на момент постановки 
диагноза (n = 60) установлено, что гиперэкспрессия обоих генов ассоциирована с худшими пока-
зателями ОВ и БРВ (см. рисунок). Полученные результаты указывают на целесообразность ис-
пользования разработанного метода в клинической практике с целью определения прогностиче-
ски неблагоприятной группы пациентов детского возраста с диагнозом НБ.

Показатели выживаемости пациентов группы высокого риска на момент постановки диагноза в зависимости  
от уровня экспрессии генов TH и PHOX2B

Survival rates of patients at high risk at the time of formulation diagnosis, depending on the expression levels  
of the TH and PHOX2B genes
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Заключение. С помощью полуколичественной ПЦР в режиме реального времени разработан 
метод оценки экспрессии генов PHOX2B и TH. Используемые молекулярные маркеры обладают 
высокой специфичностью к клеткам НБ, а сам метод позволяет с чувствительностью 1∙10–4 опре-
делять наличие целевых молекул в образце. Таким образом, предлагаемый метод удовлетворяет 
основным критериям, необходимым для использования в клинической практике, и позволяет ре-
шить такие задачи, как детекция метастатического поражения КМ при НБ и оценка прогноза за-
болевания (высокие показатели экспрессии генов PHOX2B и TH связаны с худшими показателя 
ОВ И БРВ (p < 0,05)). Кроме того, разработанный метод может быть использован для оценки 
минимальной остаточной болезни на различных этапах терапии НБ у пациентов высокой груп-
пы риска, а детектируемая аберрантная экспрессия генов PHOX2B и TH может выступать в каче-
стве дополнительного фактора прогноза в ходе терапевтического процесса.
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ДНК-СВЯЗЫВАЮЩИЕ СВОЙСТВА 2ʹ-ГИДРОКСИФЛАВАНОНА И ЕГО 
ПРОИЗВОДНОГО НА ОСНОВЕ МОДИФИКАЦИИ ШИФФА

Аннотация. Флаваноиды – крупнейший класс растительных полифенолов. 2ʹ-Гидроксифлаванон относится  
к производным флавона и первоначально был выделен из растения мимоза пугливая (Mimosa pudica). Данное хими-
ческое соединение обладает широким спектром биологической активности, в том числе и способностью к связыва-
нию с ДНК.  Нами изучены физико-химические свойства 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного на основе моди-
фикации Шиффа, а также механизмы их взаимодействия с ДНК. Качественный анализ проведен с помощью ядерно-
го магнитного резонанса. Для анализа стабильности химической структуры производного 2ʹ-гидроксифлаванона на 
основе модификации Шиффа использовали ультрафиолетовую спектроскопию. 2ʹ-Гидроксифлаванон и его производ-
ное фотостабильны в диметилсульфоксиде. Взаимодействие 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного происходит 
по механизму интеркаляции. Изменение структуры молекулы 2ʹ-гидроксифлаванона путем модификации Шиффа 
приводит к усилению ДНК-связывающих свойств. Высокая аффинность связывания с ДНК 2ʹ-гидроксифлаванона  
и его производного в форме модификации Шиффа может найти применение при разработке противоопухолевых и анти-
микробных лекарств.

Ключевые слова: 2ʹ-гидроксифлаванон, модификация Шиффа, ДНК-связывающие свойства, константа связы-
вания с ДНК
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DNA BINDING PROPERTIES OF 2ʹ-HYDROXYFLAVANON AND SCHIFF BASE DERIVATIVE 

Abstract. Flavanoids a class of plant and fungus secondary metabolites. 2ʹ-Hydroxyflavanone was previously isolated 
from Mimosa pudica (L.) whole plant and was found to exhibit anti-inflammatory effects in vitro and binding with calf timus 
DNA. There are also reports on anti-inflammatory properties of compounds bearing flavanone/chromone nucleus. The aim  
of this work was to develop a synthesis of new azomethine compounds derived from flavanones, to examine their spectroscopic 
properties and interaction with DNA. 2ʹ-Hydroxyflavanone and thiocarbohydrazide were used as substrates in the synthesis. 
The obtained products were analyzed by 1H NMR spectroscopy, UVVis. Ultraviolet spectroscopy was used to analyze the 
chemical-physical properties. Mechanism of interaction of bioactive 2ʹ-hydroxyflavanone with calf thymus deoxyribonucleic 
acid (DNA) was studied employing UV absorption. 2ʹ-Hydroxyflavanon and 2ʹHFTCH are photostable in DMSO. The intera-
ction of 2ʹ-hydroxyflavanone and its derivative occurs by the mechanism of intercalation. The change in the structure of the 
2ʹ-hydroxyflavanone molecule by Schiff base modification leads to an increase in DNA-binding properties. High binding abi-
lity of  2ʹ-hydroxyflavanone with DNA  may be useful for development of new anti-inflammatory and antimicrobial remedies.

Keywords: 2ʹ-hydroxyflavanone, calf timus DNA, nuclear magnetic resonance 
For citation: Korolevich V. M., Blazinska P., Sykula A., Lodyga-Chruscinska E. DNA binding properties of 2ʹ-hydro-

xyflavanon and Schiff base derivative. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = Proce-
edings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2019, vol. 64, no. 2, pp. 222–228 (in Russian). 
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Введение. Флаваноиды представляют собой биологически активные соединения, относящи-
еся к классу полифенольных соединений. Структурную основу флавоноидов составляют два 
бензольных ядра, соединенных друг с другом трехуглеродным фрагментом согласно формуле 
С6–С3–С6. Флаваноиды обладают широким спектром биологической активности, включая про-
тивораковые, противомалярийные, антиоксидантные, противоинфекционные свойства и др. [1]. 
Эффективность биологического действия определяется структурными особенностями их  
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молекулы. В частности, методом анализа соотношения структура – функция (QSAR, quantitative 
structure – activity relationships) молекул флавоноидов установлено, что антиоксидантная актив-
ность последних зависит от положения ОН-групп в молекуле, наличия или отсутствия двойной 
связи в кольце С, а также от формы молекулы [2]. 

Среди флавоноидов наибольшим антибактериальным и противоопухолевым эффектом обла-
дают флаваноны. В частности, 2ʹ-гидроксифлаванон подавляет развитие рака молочной железы  
в результате ингибирования пролиферации и васкуляризации опухоли [3], индуцирует апоптоз 
клеток рака толстой кишки [4], способствует нормальной дифференцировке клеток в карциноме 
почек [5]. Антибактериальные свойства 2ʹ-гидроксифлаванона показаны для бактерий  E. coli,  
B. subtilis, S. aureus и связаны с подавлением роста культуры [6]. Помимо антиоксидантной ак-
тивности одним из возможных механизмов, объясняющих противоопухолевые и антибактери-
альные свойства 2ʹ-гидроксифлаванона, является ранее продемонстрированная способность дан-
ного соединения к взаимодействию с ДНК, посредством чего может осуществляться регуляция 
экспрессии генов опухолевых и бактериальных клеток [7]. 

В то же время структурные изменения флавоноидов и других молекул, связанные с модифи-
кацией Шиффа, приводят к значительному усилению противомикробной и противоопухолевой 
активности. Основания Шиффа проявляют активность против грамположительных бактерий, 
таких как S. aureus, и грамотрицательных бактерий – E. coli, P. aeruginosa. Среди флаваноидов  
с модификацией Шиффа N-(салицилиден)-2-гидроксианилин показал эффективность против  
M. tuberculosis [8]. Основания Шиффа с 2,4-дихлор-5-фторфенильным фрагментом эффективны 
также при ингибировании роста бактерий S. aureus, E. coli, P. aeru ginosa и K. pneumoniae [9]. Гес-
перетин с модификацией Шиффа полностью подавлял рост культуры S. aureus [10]. В то же время 
механизмы, приводящие к усилению биологической активности флавоноидов в случае модифика-
ции Шиффа, практически не изучены.

Исследование взаимодействий флаваноидов с ДНК может помочь в разработке терапевтиче-
ских агентов с целью регуляции экспрессии генов. Малые молекулы способны связываться  
с ДНК с помощью следующих механизмов [11]: 

интеркалирующего связывания, когда молекула включается в пары оснований нуклеиновых 
кислот;

связывания в малой или большой бороздках двойной спирали ДНК путем ван-дер-ваальсо-
вых взаимодействий;

электростатического взаимодействия между отрицательно заряженной фосфатной группой 
ДНК и катионным концом молекулы.

Среди перечисленных выше механизмов малые молекулы, интеркалированные в ДНК, более 
устойчивы к воздействию внешних агентов. Данный механизм связывания с ДНК наблюдается 
также у флаваноидов [12]. 

Цель настоящей работы – исследование физико-химических свойств 2ʹ-гидроксифлаванона 
и его производного на основе модификации Шиффа, а также механизмов их взаимодействия с ДНК. 

Для достижения цели нашего исследования были поставлены следующие задачи:
проанализировать физико-химические свойства 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного;
изучить особенности взаимодействия 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного с ДНК;
определить константу связывания 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного с ДНК.
Материалы и методы исследования. Производное 2ʹ-гидроксифлаванона на основе моди-

фикации Шиффа с использованием тиокарбогидразида обозначено нами как 2ʹHFTCH. Для син-
теза 2ʹHFTCH использовали тиокарбогидразид и 2ʹ-гидроксифлаванон (Sigma Aldrich, США) со-
гласно методу, приведенному в работе [13]. После полного растворения тиокарбогидразида  
в колбу с C2H5OH добавляли 2ʹ-гидроксифлаванон и полученный раствор, постоянно помешивая, 
в течение 25 ч нагревали до 89 °C в присутствии 99 % концентрированной серной кислоты. Полу-
ченный желтый осадок фильтровали, промывали холодной водой и высушивали. 

Качественный анализ синтезированного соединения – производного 2ʹ-гидроксифлаванона 
на основе модификации Шиффа – был проведен с помощью ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 
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и ультрафиолетовой спектроскопии. Спектр ЯМР был записан на спектрометре Bruker AV200 
200MH в ДМСО с тетраметилсиланом в качестве внутреннего стандарта. Для изучения фотоста-
бильности использовали растворы 2ʹ-гидроксифлаванона и производного 2ʹ-гидроксифлаванона 
на основе модификации Шиффа в концентрации 0,01 М (ДМСО). Фотостабильность 2ʹ-гидро- 
ксифлаванона и его производного исследовали с помощью ультрафиолетовой спектроскопии при 
длине волны 323 нм.

Для определения констант связывания с ДНК 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH с ДНК осу-
ществляли путем смешивания раствора исследуемого флавоноида (25 мкМ) с растворами ДНК 
(СT-DNA, Sigma, Германия) в концентрации от 0 до 25 мкМ и затем рассчитывали спектры погло-
щения полученных растворов. Растворы СT-DNA и флавоноидов готовили на фосфатном буфере 
(50 мМ калий-фосфатный буфер, pH 7,4). Для последующих расчетов использовали ε260 = 6600 
М–1·см–1. Все измерения проводили после инкубации в течение 10 мин при комнатной температу-
ре. Анализ спектров поглощения осуществляли с помощью программы OriginPro8 (OriginLab, 
СШA). Константу связывания рассчитывали по уравнению

 [DNA]/(εa–εf) = [DNA]/(εa–εb) + 1/Kb(εa–εf),

где [DNA] – концентрация ДНК, εа – коэффициент молярного поглощения комплекса исследуе-
мого флавоноида с ДНК, εf – коэффициент молярного поглощения исследуемого флавоноида  
в отсутствие ДНК, εb – коэффициент молярного поглощения полностью связанного соединения 
и его производного с ДНК. Формула [DNA]/(εa–εf) в соотношении с [DNA] дает угловой коэффи-
циент – 1/[εa–εf], а линейный коэффициент равен 1/Kb(εb–εf). Константа связывания (Kb) опреде-
ляется через отношение углового коэффициента к линейному [14]. 

Результаты и их обсуждение. Химическое уравнение реакции синтеза производного на ос-
нове модификации Шиффа представлено на рис. 1. В состав молекулы вновь синтезированного 
соединения входят две молекулы 2ʹ-гидроксифлаванона, соединенные между собой тиокарбо- 
гидразильной группой.

С целью исключения изменения химической структуры 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH 
нами была проверена фотостабильность соединений в ДМСО в течение 4 ч (рис. 2).

Наблюдаемые на рис. 2 незначительные изменения оптической плотности 2ʹ-гидроксифлава-
нона (от 0,2566 до 0,27096 (рис. 2, а) и его производного (от 0,50828 до 0,49608 (рис. 2, b) свиде-
тельствуют о стабильности данных химический соединений в ДМСО.   

Чистоту производного на основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH проверяли с помощью ме-
тода ЯМР (рис. 3). Характерные области химических сдвигов протонов различных фрагментов 
(NH, OH, H, H2O, DMSO) в спектре ЯМР указывали на наличие определенных атомных групп  
в молекуле 2ʹHFTCH.

На рис. 4 представлены спектры поглощения 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного на 
основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH при наличии и отсутствии ДНК, характеризующие 
ДНК-связывающие свойства исследуемых соединений.

Рис. 1. Реакция синтеза производного 2ʹ-гидроксифлаванона на основе модификации Шиффа:  
а − 2ʹ-гидроксифлаванон; b – тиокарбогидразид; c − 2ʹHFTCH

Fig. 1. Synthesis of Shiff base derivative of the 2ʹ-hydroxyflavanone: а − 2ʹ-hydroxyflavanone;  
b − tioсarbohydrazide; c – 2ʹHFTCH
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Основываясь на том, что фенольный каркас молекул флавоноидов содержит 15 атомов угле-
рода, образующих два ароматических кольца (рис. 4, a, b), которые соединены тремя углеродны-
ми атомами, исследуемый 2ʹHFTCH находится в системе B (второй пик на рис. 4). Исходя из 
этого, в спектре 2ʹ-гидроксифлаванона максимальный пик приходится на длину волны 323 нм.  
В случае с производным на основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH максимальный пик прихо-
дится на длину волны 357 нм. При добавлении ДНК к раствору 2ʹ-гидроксифлавана с фосфатным 
буфером происходит незначительный сдвиг (на 1 нм) максимума поглощения при λmax = 323 нм,  
в то время как при добавлении ДНК к 2ʹHFTCH в фосфатном буфере наблюдается значительный 
сдвиг (на 10 нм) максимума поглощения в фиолетовую (коротковолновую) сторону (синее смеще-
ние) при λmax = 357 нм. Это обусловлено тем, что взаимодействие между ДНК и исследуемыми 
соединениями происходит путем интеркаляции. Синий сдвиг может быть обусловлен H-связы-
ванием между интеркалирующим соединением и ДНК [15].

Значительное изменение интенсивности поглощения наблюдалось в двух случаях: на спектре 
с 2ʹ-гидроксифлаванона экстинкция увеличилась от 0,08301 (оптическая плотность несвязанной 
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Рис. 2. Фотостабильность 2ʹ-гидроксифлаванона (а) и  2ʹHFTCH (b)

Fig. 2. Fotostability of 2ʹ-hydroxyflavanone (a) and 2ʹHFTCH (b)

Рис. 3. Спектр ядерного магнитного резонанса 2ʹHFTCH

Fig. 3. Nuclear magnetic resonance spectra 2ʹHFTCH
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формы флаваноида) до 0,10905 (при максимальной концентрации ДНК 20 мкМ), а на спектре  
с 2ʹHFTCH оптическая плотность снизилась с 0,45087 (оптическая плотность несвязанной формы 
флаваноида) до 0,34686 (при максимальной концентрации ДНК 54 мкМ). Наблюдаемое измене-
ние оптической плотности доказывает взаимодействие исследуемых флавоноидов с ДНК.  

Константны связывания (Kb) 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного на основе модифика-
ции Шиффа 2ʹHFTCH с ДНК определяли с помощью графиков, отражающих отношение [DNA]/
(εa−εf) к [DNA] (рис. 4, c, d). Константа связывания с ДНК для 2ʹ-гидроксифлаванона составила 
1,2·105 М–1, а для производного на основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH – 4,15·105 М–1. Более 
высокое значение Kb для 2ʹHFTCH свидетельствует о его более высоких ДНК-связывающих 
свойствах.

Заключение. Согласно полученным данным, 2ʹ-гидроксифлаванон и его производное 2ʹHFTCH 
фотостабильны в ДМСО. Это является хорошим результатом, так как их химическая структура 
остается постоянной на протяжении всего эксперимента. Взаимодействие 2ʹ-гидроксифлаванона 
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Рис. 4. Спектры поглощения и константы связывания с ДНК 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH при различных  
концентрациях ДНК тимуса теленка: a, b – спектры поглощения 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH соответственно; 
c, d – графики определения константы связывания с ДНК для 2ʹ-гидроксифлаванона и 2ʹHFTCH соответственно. 
Время инкубации 10 мин. Стрелка показывает направление изменения оптической плотности при добавлении  
различных концентраций ДНК. Концентрация исследуемого флавоноида во всех пробах 2,5·10–5 М. Kb – константа 

связывания с ДНК

Fig. 4. Absorption spectra and binding constant with CT-DNA of 2ʹ-hydroxyflavanone and 2ʹHFTCH at varicose concentration 
of CT-DNA: a, b – absorption spectra of 2ʹhedroxyflavanone and 2ʹHFTCH, respectively; c, d – plots of determination binding 
constant of CT-DNA for 2ʹhydroxyflavanone and 2ʹHFTCH, respectively. Incubation time 10 minutes. The arrow shows  
the direction of the change wavelength when adding different concentration of CT-DNA. The concentration of the flavanoids 

in all of samples are 2.5·10–5 M. Kb – binding constant with DNA
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и его производного на основе модификации Шиффа 2ʹHFTCH происходит по механизму ин-
теркаляции. Изменение структуры молекулы 2ʹ-гидроксифлаванона путем модификации Шиф-
фа приводит к усилению ДНК-связывающих свойств. Таким образом, ДНК является мишенью  
в клетке для 2ʹ-гидроксифлаванона и его производного на основе модификации Шиффа. Высо-
кая аффинность связывания с ДНК 2ʹ-гидроксифлаванона и его производных в форме модифи-
кации Шиффа может найти применение при разработке противоопухолевых и антимикробных 
лекарств. 
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СТРУКТУРА ЦЕНОТИЧЕСКИХ ПОПУЛЯЦИЙ ADENOPHORA LILIFOLIA (L.) A. DC.  
НА ЮЖНОМ УРАЛЕ И В СРЕДНЕМ ПОВОЛЖЬЕ

Аннотация. С помощью стандартных методик изучены особенности онтогенетической и пространственной 
структуры ценотических популяций (ЦП) Adenophora lilifolia (L.) A. DC., включенного в Красную книгу Самарской 
области (категория 3  – редкий вид), на особо охраняемых природных территориях разного ранга – в степной и лесо-
степной зонах Среднего Поволжья (Самарская область) и Южного Урала (Республика Башкортостан), а также в гор-
ной зоне Южного Урала. 

Изученные ЦП расположены на опушках дубово-липовых, березовых, реже – кленово-липовых или осиновых 
лесов, редколесий или лесных колков. Общая плотность особей колеблется от 0,8 до 4,2 экз/м2. Генеративная фрак-
ция в популяциях составляет 81,1 %, прегенеративная – 19,3 % от общего числа особей. Базовый онтогенетический 
спектр A. lilifolia является центрированным. Хотя доля генеративных особей во всех ЦП высокая, распределение по 
онтогенетическим группам в двух регионах имеет свои особенности. Средние значения демографических индексов 
свидетельствуют о достаточно высокой стабильности популяций вида в Среднем Поволжье и на Южном Урале. По 
критерию «дельта-омега» большинство из 14 изученных ЦП A. lilifolia являются зрелыми, а кроме того, выявлены 
переходная и зреющие ЦП. На Южном Урале состояние популяций в целом достаточно благополучное. В Самарской 
области все изученные популяции испытывают высокую антропогенную нагрузку, а численность особей в конкрет-
ных местообитаниях невелика.

Ключевые слова: Adenophora lilifolia, особо охраняемая природная территория, Самарская область, Республика 
Башкортостан, возрастная структура, ценопопуляция, редкий вид, Красная книга, Среднее Поволжье, Южный Урал
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STRUCTURE OF CENOTHIC POPULATIONS OF ADENOPHORA LILIFOLIA (L.) A. DC.  
IN THE SOUTHERN URALS AND THE MIDDLE VOLGA REGION

Abstract. The study of rare plants at the level of cenothic populations throughout the range greatly contributes to the 
identification of the features of their biology and ecology. We carried out the identification of the features of the age and 
spatial structure of the Adenophora lilifolia (L.) A. DC. cenothic populations in the ecological conditions of the steppe, forest-
steppe zones of the Middle Volga (Samara region) and the Southern Urals (Republic of Bashkortostan), as well as the 
mountainous zone of the Southern Urals. Adenophora lilifolia is included in the Red Book of the Samara region (category 3 – 
a rare species). 

The study of A. lilifolia populations was carried out in different years on the territory of specially protected territories  
of different rank. In determining the structure of cenothic populations, standard techniques were used. The studied 
cenopopulations are located on the fringes of oak-lime, birch, less often maple-linden or aspen forests, sparse forests or forest 
potholes. The total density of individuals varies from 0.8 to 4.2 specimens/m2. The mean values   of the generative fraction  
in the populations are 81.1 %, the prevalent fraction is 19.3 %. The basic ontogenetic spectrum of A. lilifolia is characterized 
as centered. Although the share of generative individuals in all cenopopulations is high, the distribution by ontogenetic groups 
in the two regions differs. The average values   of demographic indices indicate a fairly high stability of the species populations. 
Of the 14 investigated cenopopulations of A. lilifolia, according to the “delta-omega” criterion, most are mature, in addition, 
transitional and maturing are identified. In general, the state of the populations in the Southern Urals is fairly prosperous.  
All studied populations in the Samara region have a high anthropogenic load, and the number of individuals in specific 
habitats is low.
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Введение. Изучение природных популяций редких растений в разных частях их эколого-гео-
графического ареала имеет важное значение, так как позволяет выявить или уточнить причины 
их редкой встречаемости, определить лимитирующие факторы и составить рекомендации по их 
охране в условиях антропогенного влияния на местообитания. В последние десятилетия такие 
работы проводятся нами как на Южном Урале [1–11], так и в Среднем Поволжье [12–18]. 

Сравнительный анализ структуры и состояния природных популяций редких представите-
лей флоры представляет собой важный этап в деле сохранения биоразнообразия регионов [9–18]. 
Особый интерес в этом отношении вызывают редкие виды, находящиеся на краю ареалов [7, 10, 17]. 
В окраинных популяциях проявляются индивидуальные как морфологические, так и биологиче-
ские особенности растений в связи с тем, что на границе ареала условия произрастания видов 
нетипичные и более сложные. Пограничные популяции отличаются внутренней организацией, 
структурой, экологической приуроченностью и некоторыми другими параметрами. Поэтому изу-
чение популяций редких растений на краю ареала и сравнение их структуры с популяциями, 
находящимися в центральной его части, имеет важное биологическое значение.

Одним из редких растений является теневыносливый вид бубенчик лилиелистный Adeno- 
p hora lilifolia, который имеет широкий географический ареал, включая Европу, Западную Сибирь, 
север Средней Азии. Он произрастает по опушкам, лесным полянам, разреженным лесам, кустар-
никам, поймам рек. В степной зоне данный вид произрастает на краю ареала [2].

Adenophora lilifolia включен в Красную книгу Самарской области (СО) [19]  (категория 3 – 
редкий вид), под охраной он находится и в Саратовской области [20]. В СО он встречается как  
в Предволжье, так и в Заволжье (практически во всех административных районах, за исключе-
нием самых южных территорий, близких к условиям опустыненной степи). В Республике Башкор-
тостан (РБ) он довольно обычен в горнолесной зоне Южного Урала, а в лесостепной и особенно  
в степной зоне встречается редко. Adenophora lilifolia ранее был включен в Красную книгу Баш-
кирской АССР [21] и в список редких видов Южного Урала [22]. В последних изданиях Красной 
книги РБ [23, 24] вид исключен из «красного списка» как не нуждающийся в специальной охране. 

Цель работы – изучение особенностей возрастной структуры ценопопуляций бубенчика  
лилиелистного (Adenophora lilifolia (L.) A. DC.) в экологических условиях степной, лесостепной  
и горной зон двух регионов – Среднего Поволжья и Южного Урала. 

Материалы и методы исследования. A. lilifolia – стержнекорневой травянистый поликар-
пик высотой 50–100 см. Корень толстый, веретеновидный или редьковидный. Имеет симподи-
альные полурозеточные побеги [25]. Стебли прямые, простые или ветвистые, облиственные, 
продольно-полосатые, голые, реже – негустоволосистые. Листья голые или слегка опушенные по 
краям и жилкам мелкими волосками, прикорневые – с почковидно-сердцевидными пластинками, 
черешчатые, стеблевые – продолговато-яйцевидные, зубчатые или пильчато-зубчатые, 4–12 см 
длиной, бесчерешковые, верхние – более мелкие и узкие. Цветки поникающие, около 1,5 см дли-
ной, собранные в многоцветковую пирамидальную метелку. Чашечка голая, доли ее узколан-
цетные, заостренные [26]. Венчик светло-голубой, колокольчатый, 5-лопастный, с 5 свободными 
тычинками и расширенными при основании нитями; столбик нитевидный, с трехраздельным 
рыльцем, выдается из венчика, при его основании имеется надпестичный и короткотрубчатый 
диск. Плод – обратногрушевидная коробочка, при созревании открывающаяся двумя отверстия-
ми при основании. Семена яйцевидные, немного сплюснутые. Плоды созревают в августе – сен-
тябре. Размножается семенами.

В Среднем Поволжье и на Южном Урале исследование популяций A. lilifolia осуществлялось 
в разные годы на особо охраняемых природных территориях разного ранга – от заповедников до 
памятников природы регионального значения, в том числе проектируемых [1–4, 19]. 
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Онтогенез бубенчика лилиелистного описан нами ранее в условиях Южного Урала [1, 2, 4]. 
Для определения демографической структуры и плотности ценопопуляций (ЦП) в каждой из них 
на трансекте закладывалось 25 пробных площадок размером 1 м2. Порядок заложения (линей-
ный или шахматный) и шаг трансекты (5 или 10 м) зависели от площади, занимаемой конкретной 
ЦП. Определялись ведущие популяционные характеристики, такие как плотность, возрастной 
состав, демографические показатели. 

Возрастную структуру ЦП определяли согласно стандартным критериям [27–33, 35], учиты-
вая следующие онтогенетические состояния особей: ювенильные ( j), имматурные (im), вирги-
нильные (v), молодые генеративные (g1), средние генеративные (g2), старые генеративные (g3), 
субсенильные (ss). На основании полученных данных был построен усредненный онтогенетиче-
ский спектр ЦП. 

Для характеристики онтогенетической структуры ЦП применяли общепринятые демографи-
ческие показатели: индекс восстановления, индекс старения.  Индекс восстановления рассчиты-
вали по формуле Iв = ( j + im + v)/(g1 + g2 + g3) как соотношение числа потомков на одну генера-
тивную особь в данный момент времени, а индекс замещения – по формуле Iз = ( j + im + v)/
(g1 + g2 + g3 + ss + s + sc) как соотношение числа дочерних особей на одно взрослое растение 
особей взрослой части популяции, которое может заместить «подрост» ЦП.

Для оценки состояния ЦП был применен критерий «дельта-омега» Л. А. Животовского [34], 
основанный на совместном использовании индексов возрастности (∆) [28] и эффективности (ω) [34]. 

Результаты и их обсуждение. Данные о локализации и краткая характеристика изученных 
ЦП Adenophora lilifolia приведены в табл. 1. В СО исследованиями были охвачены 1 заповедник 
федерального уровня, 3 региональных и 1 проектируемый памятник природы, в РБ – 1 заповед-
ник, 3 проектируемых заказника, 1 региональный и 2 проектируемых памятника природы. Изу-
ченные ЦП расположены на опушках дубово-липовых, березовых, реже – кленово-липовых или 
осиновых лесов, редколесий или лесных колков в степной зоне. 

Т а б л и ц а  1. Краткая характеристика местообитаний и плотность изученных ценопопуляций  
Adenophora lilifolia

T a b l e  1. Brief description of habitats and density of studied Adenophora lilifolia cenothic populations

ЦП Особо охраняемая 
природная территория Местообитание Плотность, 

экз/м2

Общее проектив-
ное покрытие
травостоя, %

1 СО Могутова гора (Самарская 
Лука, Жигули, Предволжье)

Дубово-липовый разреженный лес, склон северный, 10°, 
Государственный природный заповедник федерального 
значения

3,1 75

2 СО Гора Зеленая (Высокое 
Заволжье)

Дубово-липовый лес с подростом клена платановидного, 
склон северо-западный, 5–7°, постпирогенные  
изменения, памятник природы регионального значения

1,4 50

3 СО Камышлинская Мацеста 
(Высокое Заволжье)

Осинник крапивово-ясменниковый, под пологом леса, 
склон восточный, 3–5°, памятник природы  
регионального значения

4,2 80

4 СО Дубовый древостой 
(Высокое Заволжье)

Дубово-липовый лес с бересклетом бородавчатым,  
под пологом леса, выровненный участок, выпас скота, 
памятник природы регионального значения

2,5 65

5 СО Верховья р. Бинарадка 
(Низменное Заволжье)

Кленово-липовый лес с шиповником майским, склон 
северо-западный, 5–7° 2,7 60

1 РБ Реветь (центральная 
часть Южного Урала)

Березово-липовый лес, склон горы, северный, 20º, Южно- 
Уральский государственный природный заповедник 2,5 70

2 РБ Куркак (восточный 
макросклон Южного Урала)

Березовый лес, склон северный, 30º, ботанический  
памятник природы регионального значения 2,7 75

3 РБ Кузгунташ (восточный 
макросклон Южного Урала)

Березовый лес, лесная поляна, склон восточный, 5º, 
комплексный памятник природы регионального значения 1,5 95

4 РБ Ирендык (восточный 
макросклон Южного Урала)

Опушка березового леса, склон восточный, 20º 1,0 100
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ЦП Особо охраняемая 
природная территория Местообитание Плотность, 

экз/м2

Общее проектив-
ное покрытие
травостоя, %

5 РБ Аушкуль  
(лесостепное Зауралье)

Опушка березового леса и редколесье из березы, склон 
западный, 5º 0,8 90

6 РБ Бусхангай  
(лесостепное Зауралье)

Опушка березового леса, слабый северо-западный 
склон, 1º 0,8 95

7 РБ Аян (лесостепное Зауралье) Березово-осиновый лес, степная колка, склон  
северо-западный, 1–5º 1,9 75

8 РБ Тюлькюлитау  
(степное Зауралье)

Березово-осиновый лес, степная колка, опушка леса, 
слабый северо-восточный склон, 1º 1,0 70

9 РБ Сукракские вишарники 
(степное Зауралье)

Березовое редколесье, степная колка, опушка леса, 
склон 5º, выровнено, ботанический памятник природы 
регионального значения

1,3 70

Общая плотность бубенчика в ЦП варьируется от 0,8 до 4,2 экз/м2. Максимальные значения 
показателей плотности выявлены у ЦП 3 СО (4,2 экз/м2), минимальные – у ЦП 5, 6 РБ (0,8 экз/м2).

Возрастная структура представляет собой один из существенных признаков популяции, ко-
торый обеспечивает способность популяционной системы к самоподдержанию и определяет ее 
устойчивость [30]. Растения разных онтогенетических состояний потребляют ресурсы среды 
разными темпами. Вклад растений разных возрастных состояний в популяционную плотность 
соответствует их энергетической эффективности [33]. 

Возрастной состав в ЦП A. lilifolia представлен в табл. 2. Средние значения генеративной 
фракции составляли 81,1 %, прегенеративной – 19,3 %. Такой тип спектра отмечается, когда  
возобновительный процесс слабо выражен, а сенильный период не выявлен. 

Т а б л и ц а  2. Онтогенетический состав ценопопуляций Adenophora lilifolia

T a b l e  2. Ontogenetic composition of Adenophora lilifolia cenothic populations

ЦП
Онтогенетическая группа особей, %

j im v g1 g2 g3 ss

1 СО 0 6,6 26,4 11,2 35,6 20,2 0
2 СО 0 13,2 26,5 14,6 20,6 25,1 0
3 СО 2,6 13,7 28,7 12,5 26,3 16,2 0
4 СО 0 10,2 11,5 15 29,8 33,5 0
5 СО 2,2 5,7 5,7 12 25,1 49,3 0
1 РБ 9,1 10,7 27,3 19,6 31,8 1,5 0
2 РБ 18,5 4,4 4,4 32,6 39,1 1,0 0
3 РБ 5,8 1,9 1,9 1,9 84,6 3,9 0
4 РБ 2,7 0 2,7 8,1 78,4 8,1 0
5 РБ 0 0 4,1 10,2 83,7 2,0 0
6 РБ 2,7 0 2,7 8,1 78,4 8,1 0
7 РБ 2,4 1,2 4,9 20,7 68,3 2,5 0
8 РБ 0 0 0 9,8 88,2 2,0 0
9 РБ 0 1,9 7,4 9,3 80,4 1,0 0
Среднее значение 3,3 5,0 11,0 13,3 55,0 12,5 0

Усредненный (базовый) онтогенетический спектр A. lilifolia, характеризующийся как центри-
рованный (см. рисунок) с максимумом на средневозрастных генеративных особях, представляет 
растения всех возрастных состояний, кроме субсенильного и сенильного. 

Онтогенетическая структура конкретных ЦП A. lilifolia имеет два типа спектра – левосто-
ронний и центрированный, которые в разной степени отличаются от усредненного. Это зависит 
от экологических условий обитания, которые влияют на особенности прорастания семян и тем-
пы развития особей в том или ином онтогенетическом состоянии. В ЦП 1–3 СО и 1 РБ хорошо 

Окончание табл. 1
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представлены имматурные, виргинильные особи, в ЦП 2 РБ – ювенильные, что свидетельствует 
об интенсивности возобновления. В СО эти ЦП расположены как в Предволжье (Жигулевская 
возвышенность), так и в Высоком Заволжье (отроги Бугульмино-Белебеевской возвышенности), 
в РБ – в центральной части горной зоны и на восточном макросклоне Южного Урала, где форми-
руются благоприятные условия для произрастания этого теневого вида. Максимально представ-
лены средневозрастные особи (78,4–88,2 %) в ЦП 3–6, 8, 9 РБ, расположенных преимущественно 
в лесостепной и степной зонах, где условия для возобновления растений менее благоприятные. 
Несмотря на то что общая генеративность (доля генеративных особей) составляет 70–80 %, рас-
пределение по онтогенетическим группам в этих регионах имеет свои особенности (см. рисунок). 
В СО молодые генеративные растения составляют до около 13 % от численности ЦП, зрелые  
генеративные – около 27, старые генеративные – примерно 28 %. В РБ молодые генеративные 
особи занимают примерно те же позиции в ЦП – около 14 %, зрелых генеративных насчитывает-
ся более 63 %, а старых генеративных – чуть более 3 %. Установлено, что в РБ длительность он-
тогенеза бубенчика больше, чем в условиях СО, прежде всего это касается среднегенеративной 
стадии. В СО эколого-фитоценотические условия и антропогенная нагрузка способствуют более 
быстрому переходу зрелых генеративных особей в старогенеративные. Вероятно, течение старо-
го генеративного состояния в условиях СО более продолжительное, и старогенеративные особи 
накапливаются в фитоценозах.

Демографические показатели изученных ЦП характеризуют их устойчивость. Средние 
значения индексов (табл. 3) свидетельствуют о стабильности ЦП: индекс замещения составил 
0,29, индекс восстановления – 0,29, возрастность – 0,41, эффективность – 0,81. Однако в кон-
кретных регионах данные параметры отличаются от усредненных. В СО индекс замещения 
почти в 2 раза выше и составляет 0,44, индекс восстановления имеет то же значение – 0,44, 
возрастность совпадает со средними значениями – 0,41, эффективность чуть ниже среднего 
показателя – 0,79. В РБ существенно ниже по сравнению с СО и усредненными показателями 
индексы замещения и восстановления (0,23), возрастность имеет почти те же значения (0,42),  
а эффективность несколько выше (0,87). Стабильность ЦП в РБ – 81 %, в СО – лишь 69 %, так 
как местообитания ЦП на Средней Волге испытывают большую антропогенную нагрузку по 
сравнению с южноуральскими. 

Базовые онтогенетические спектры ценопопуляций Adenophora lilifolia в Среднем Поволжье и на Южном Урале.  
По оси абсцисс – онтогенетическое состояние особей: j – ювенильное, im – имматурное, v – виргинильное, g1 – молодое 
генеративное, g2 – средневозрастное генеративное, g3 – старое генеративное; по оси ординат – доля особей данного 

онтогенетического состояния, %

Basic ontogenetic spectra of Adenophora lilifolia cenothic populations in the Middle Volga region and in the Southern Urals. 
On the abscissa axis – ontogenetic state: j – juvenile, im – immature, v – virginal, g1 – young generative, g2 – middle-aged 

generative, g3 – old generative; on the ordinate axis – the proportion of individuals of this ontogenetic state, %
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Т а б л и ц а 3. Демографическая характеристика ценопопуляций Adenophora lilifolia

T a b l e 3. Demographic characteristic of Adenophora lilifolia cenothic populations

ЦП Тип ЦП Iз Iв ∆ ω

1 СО Зрелая 0,49 0,49 0,39 0,73
2 СО Переходная 0,66 0,66 0,36 0,65
3 СО Зреющая 0,82 0,82 0,32 0,64
4 СО Зрелая 0,28 0,28 0,45 0,75
5 СО Зрелая 0,16 0,16 0,53 0,77
1 РБ Зреющая 0,89 0,89 0,26 0,62
2 РБ Зреющая 0,38 0,38 0,30 0,69
3 РБ Зрелая 0,11 0,11 0,46 0,91
4 РБ Зрелая 0,06 0,06 0,48 0,92
5 РБ Зрелая 0,04 0,04 0,47 0,95
6 РБ Зрелая 0,06 0,06 0,48 0,92
7 РБ Зрелая 0,09 0,09 0,42 0,89
8 РБ Зрелая 0 0 0,48 0,97
9 РБ Зрелая 0,10 0,10 0,44 0,92
Среднее значение 0,29 0,29 0,41 0,81

По критерию «дельта-омега»  из 14 исследованных ЦП A. lilifolia большинство (10) являются 
зрелыми, кроме того, выявлены 1 переходная и 3 зреющие ЦП. Зреющие популяции характерны 
также для горной части РБ и отрогов (увалов) Бугульмино-Белебеевской возвышенности на тер-
ритории СО, а в степной и лесостепной зонах РБ, в Предволжье и Низменном Заволжье СО до-
минируют зрелые популяци со средне- и старовозрастными растениями.

Заключение. Изучение 14 ценопопуляций бубенчика лилиелистного (Adenophora lilifolia (L.) 
A. DC.) на особо охраняемых территориях разного ранга в СО и РБ, расположенных в горной зо-
не Южного Урала и в лесостепной и степной зонах Зауралья и Средней Волги, показало, что 
плотность популяций в большинстве местообитаний вида невысокая – от 0,8 до 4,2 раст/м2. 
Усредненный (базовый) онтогенетический спектр A. lilifolia характеризуется как центрирован-
ный с абсолютным максимумом на средневозрастных генеративных особях; в нем представлены 
растения всех возрастных состояний, кроме постгенеративного. Однако в РБ онтогенетические 
спектры ЦП ближе к усредненному (базовому), а в СО отличаются от него в большей степени, 
что характерно для видовых популяций в центре и на краю ареала. Онтогенетическая структура 
конкретных ЦП A. lilifolia имеет два типа спектра – левосторонний и центрированный, которые 
в разной степени отличаются от усредненного. Из 14 ЦП выявлено 10 зрелых, 3 зреющих и 1 пе-
реходная. Наиболее благоприятные условия для произрастания вида формируются в централь-
ной части горной зоны и на восточном макросклоне Южного Урала. В целом состояние популя-
ций на Южном Урале достаточно благополучное и стабильное. Все изученные ЦП на террито-
рии СО испытывают значимую антропогенную нагрузку, поэтому их численность невелика. 
Вызывает опасение малочисленность популяций в степной зоне двух регионов, где мест с подхо-
дящими эколого-фитоценотическими условиями для произрастания данного вида значительно 
меньше, а его возобновление снижено.
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ФОРМИРОВАНИЕ УСТОЙЧИВЫХ ПРИДОРОЖНЫХ РАСТИТЕЛЬНЫХ СООБЩЕСТВ 
ВЫСОКОЙ БОТАНИЧЕСКОЙ И ЭСТЕТИЧЕСКОЙ ЦЕННОСТИ: ОСНОВНЫЕ 

ПОЛОЖЕНИЯ КОНЦЕПЦИИ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ОБОСНОВАНИЕ

Аннотация. Сформулированы основные принципы развития новой для Беларуси системы озеленения с целью 
формирования (реставрации) устойчивых придорожных растительных сообществ высокой ботанической и эстети-
ческой ценности на основе использования методов сохранения, восстановления и внедрения декоративных видов 
природной флоры, характерных для конкретного региона. Положения концепции рекомендованы для дорог респуб-
ликанского значения и апробированы на модельном участке (г. Мядель – курортный поселок Нарочь) автомагистра-
ли Р28. Зарубежный опыт и оригинальные исследования показали, что вдоль дорог сохраняется высокий, в том чис-
ле адаптационный, потенциал природной флоры, способный при изменении режима кошения сформировать устой-
чивые растительные сообщества и повысить эстетику и выразительность ключевых элементов ландшафта придо-
рожных территорий. Реализация стратегии предусматривает разработку ассортимента аборигенных видов расте-
ний, которые могут быть использованы при озеленении придорожных территорий с учетом их геоботанических  
и эдафических особенностей, создание банка семян травосмеси, формирование естественных генетических резерва-
тов (полевых банков) луговой флоры для каждого геоботанического района или округа в целях сохранения и по- 
вышения общего экосистемного и генетического баланса. Атлас растений «Придорожные цветы», составленный  
для Национального парка «Нарочанский», может быть рекомендован для озеленения дорожных полос в границах 
Ошмянско-Минского геоботанического округа. Для расширения полученного положительного опыта по повыше-
нию биоразнообразия придорожных экосистем и снижения затрат на их содержание целесообразно внедрение дан-
ной стратегии на территории дорожной сети Беларуси. Это влечет за собой регулирование технологий управления 
придорожными экосистемами, направленное прежде всего на сохранение, восстановление и формирование есте-
ственных растительных сообществ, включая луговые и водно-болотные.

Ключевые слова: концепция, озеленение, придорожные полосы, декоративные виды природной флоры, сохра-
нение биоразнообразия, сообщества высокой эстетической и ботанической ценности, Беларусь 
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ESTABLISHING SUSTAINABLE ROADSIDE VEGETATION COMMUNITIES 
OF HIGH BOTANICAL AND AESTHETIC VALUE: THE BASIC CONCEPT STATEMENT 

AND EXPERIMENTAL JUSTIFICATION

Abstract. The basic principles for the development of a new greening system for the region of Belarus aimed at creation 
and restoration of sustainable roadside plant communities of high botanical and aesthetic value are formulated on the basis  
of the use of conservation, restoration and “incorporation” methods of flowering native plant species, characteristic of a par-
ticular region. The statements of the concept are developed and recommended for roadways and highways in the Republic  
of Belarus and tested on the model site between the city of Myadel and the resort village of Naroch of Highway P28. Roadside 
vegetation management practices in other countries as well as our research has shown that along the investigated roads there 
is a high adaptive potential of native flora; by changing the mowing regime, sustainable plant communities can be established 
while enhancing the aesthetics and expressiveness of key elements of the landscape of the roadsides. The implementation  
of the strategy for each geobotanical region depends on the development of an assortment of native plant species that can be 
used for the greening of roadside areas. This should be done by taking into account their geobotanical and edaphic features, 
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creation of a seed bank for grass mixtures, the formation of natural genetic reserves (field banks) of meadow flora to conserve 
the local and overall ecosystem and genetic balance. For examples, the atlas of plants “Roadside flowers” developed for the 
National Park “Narochansky” is recommended for use in roadsides (verges) greening within the boundaries of the Oshmyany–
Minsk geobotanical district. To expand the use of gained positive experience on increasing the biodiversity of roadside 
ecosystems and reducing the cost of their maintenance, it is desirable to implement this strategy for the entire road network  
of Belarus, which will require adjustment in technologies for managing roadside ecosystems, based on priorities of conservation, 
restoration and formation of native plant communities, including meadows and wetlands.

Keywords: concept, greening, roadside zone, flowering native plant species, biodiversity conservation, communities  
of high aesthetic and botanical value, Belarus
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Введение. В настоящее время в мировой практике озеленения приоритеты сдвигаются в сто-
рону сохранения естественных экосистем in situ. Благодаря многообразию составляющих видов, 
адаптированных в ходе совместной эволюции, естественные экосистемы способны к саморегу-
ляции, развитию и самовосстановлению. Они поддерживают благоприятную для человека и его 
хозяйственной деятельности устойчивую среду с меньшими экономическими затратами.

В концепции формирования устойчивых придорожных растительных сообществ высокой 
ботанической и эстетической ценности (далее – Концепция) сформулированы и предложены  
к практической реализации основные принципы и направления стратегического развития систе-
мы озеленения придорожных экосистем, учитывающие современные подходы и методы оптими-
зации придорожной среды. Реализация Концепции способствует выполнению международных 
обязательств Республики Беларусь по природоохранным конвенциям [1–5], повышению эсте-
тичности и выразительности ключевых элементов ландшафта придорожных территорий, сниже-
нию затрат человеческих и материальных ресурсов на обслуживание дорог при сокращении 
площади и частоты кошения придорожных полос, повышению биологического разнообразия  
и устойчивости придорожных экосистем, достижению экономического эффекта при сохранении 
и поддержании существующих качественных естественных растительных сообществ над вос-
становлением при их деградации и экологического эффекта при восстановлении редких природ-
ных экосистем.

Актуальность разработки Концепции. Среди экологических проблем современности сокра-
щение разнообразия видов и трансформация природных экосистем занимает особое место. Наи-
более уязвимы травянистые сообщества – основные компоненты луговых, прибрежно-водных  
и лугово-болотных экосистем. В результате изменения режима землепользования (прекращение 
кошения и выпаса скота) Беларусь теряет ежегодно 2–5, в отдельных случаях до 10–15 % площа-
ди естественных лугов. За последние 11 лет луга сократились на 506,1 тыс. га, или на 15,4 %, 
травяные болота – на 92,7 тыс. га, или на 10,1 % [6]. Сокращаются или исчезают вовсе популяции 
«краснокнижных» видов растений, приуроченных к луговым сообществам. Необходимо осоз-
нать, что если в предстоящее десятилетие не будут предприняты эффективные меры по сохране-
нию луговой растительности, то в недалеком будущем пополнится список редких видов и луговое 
разнообразие будет безвозвратно утеряно для Беларуси, расположенной в лесной природной зоне.

Беларусь располагает разветвленной сетью дорог общей протяженностью 86,6 тыс. км, в том 
числе 15,7 тыс. км дорог магистрального и 70,9 тыс. км дорог республиканского назначения, вдоль 
которых благодаря организации дорожными службами регулярного сезонного многоразового ко-
шения сохранились значительные площади травянистых сообществ. К сожалению, основная цель 
установленного кошения – поддержание травостоя на определенной высоте, что, как правило, при-
водит к разрушению естественных сообществ с присущим им разнообразием растительного и жи-
вотного мира. А ведь именно придорожные полосы, пересекающие различные экосистемы, мо-
гут являться убежищем для многих видов растений луговой флоры, в том числе редких и исчеза-
ющих, а при надлежащем уходе стать рефугиумом их сохранения. Кроме того, при прокладке 
новых дорог, в результате чего происходит трансформация рельефа, почв и растительного покро-
ва, мероприятия по уходу должны включать оптимизацию прилегающих ландшафтов, включая 
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посев (подсев) и посадку (подсадку) растений, и лучше если это будет сделано из местных деко-
ративных видов природной флоры.

Цель Концепции – разработка научно обоснованной стратегии формирования вдоль дорог 
флористических ландшафтов высокой ботанической и эстетической ценности на основе исполь-
зования методов сохранения, восстановления и внедрения цветущих видов природной флоры  
с сохранением общего экосистемного и генетического баланса каждого региона в отдельности.

Приоритетные задачи, на решение которых направлена Концепция:
разработка практических рекомендаций по содержанию придорожных территорий с целью 

сохранения и формирования растительных сообществ природной декоративной флоры и получе-
ния экономического эффекта путем снижения затрат человеческих и материальных ресурсов на 
обслуживание дорог при сокращении площади и частоты кошения придорожных полос;

разработка ассортимента аборигенных видов растений (в том числе редких и охраняемых), 
создание естественных генетических резерватов растительных сообществ и питомников по вы-
ращиванию (размножению) видов природной флоры, а также создание условий для восстановле-
ния редких природных растительных сообществ;

повышение биоразнообразия придорожных полос с привлечением локального генофонда або-
ри генных видов, характерных для отдельных регионов, создание резерватов луговой и водно-бо-
лотной флоры (in situ полевые банки, ex situ семенные банки и т. д.), повышение устойчивости 
придорожных сообществ и предотвращение инвазий;

повышение значимости природной флоры в общественном сознании.
Объекты и методы исследования. Данная Концепция предложена впервые в Беларуси и ре-

комендована для дорог республиканского значения. Начиная с 2016 г. Концепция апробирована 
на модельном участке (окраина г. Мядель – поворот на курортный поселок Нарочь) автомаги-
страли Р28, проходящей через Национальный парк «Нарочанский», который относится к Ош-
мянско-Минскому округу подзоны дубово-темнохвойных подтаежных лесов (общая протяжен-
ность маршрута – 12 км) (рис. 1). 

Дорога Р28 (Минск – Молодечно – Нарочь) по уровню предъявляемых требований относится 
к третьей категории («Республиканские автомобильные дороги, не отнесенные к уровням требо-
ваний 1 и 2, соединяющие, как правило, административные центры районов между собой по од-
ному из направлений...» [7]).

 
Рис. 1. Местоположение ключевых участков: 1 – «Симоны» (0,5 км южнее д. Симоны Мядельского р-на Мин- 
ской обл., вдоль автомобильной дороги Р28, GPS-координаты: 54.90055 с. ш., 26.75095 в. д.); 2 – «Теляки» (0,8 км южнее 
д. Теляки, 54.88847 с. ш., 26.79305 в. д.); 3 – «Микольцы» (0,1 км южнее д. Микольцы, 54.87987 с. ш., 26.86481 в. д.);  

4 – «Минчаки» (0,5 км юго-восточнее д. Минчаки, 54.8874 с. ш., 26.89833 в. д.)
Fig. 1. The location of key points: 1 – “Simany” (0.5 km south of the village (v) of Simany, Myadelsky district, Minsk Region. 
along the P28 highway, GPS coordinates: 54.90055 N, 26.75095 E);  2 – “Telyaki” (0.8 km south of v. Telyaki, 54.88847 N, 
26.79305 E); 3 – “Mikoltsy” (0.1 km south of v. Mikoltsy, 54.87987 N, 26.86481 E.); 4 – “Minchaki” (0.5 km southeast  

of v. Minchaki, 54.8874 N, 26.89833 E)
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Для определения эстетического и ботанического потенциалов придорожных экосистем были 
заложены 4 ключевых участка (далее – КУ) в различных экспозициях дороги: «нулевая отмет-
ка» (разница между высотой полотна дороги и правой стороной обочины в пределах 1 м) пред-
ставлена КУ-1 «Симоны» (рис. 2), «выемка» (поверхность полотна дороги расположена ниже 1 м 
относительно правой стороны обочины) – КУ-2 «Теляки» и КУ-4 «Минчаки» (рис. 3), «насыпь» 
(поверхность полотна дороги расположена выше 1 м относительно правой стороны обочины) – 
КУ-3 «Микольцы» (рис. 4). 

На каждом КУ вдоль линии эколого-фитоценотического профиля (ЭФП) заложены по две 
постоянные пробные площадки (ППП) размером 10×10 м. Вдоль ЭФП фиксировали все фитоце-
нотические разности, отнесенные к определенному рангу синтаксонов (ассоциации и субассоци-
ации) системы Й. Браун–Бланке [8], что отражено на рис. 2–4.

 
Рис. 2. Эколого-фитоценотический профиль придорожной полосы при прохождении дороги в экспозиции «нулевая 
отметка». Ассоциации (здесь и далее названия синтаксонов даны по сводке [8]): 1 – Phragmitetum communis (subass. 
Ph. c. typicum); 2 – Festucetum rubrae (subass.: a – F. r. dactylidetosum glomeratae; b – F. r. galietosum mollugi; c –  
F. r. calamagrostidetosum epigeji); 3 – Salicetum fragilis (subass. S. f. phragmitetosum australis); 4 – Lolio-Plantaginetum 
majoris (subass. L.-P. m. polygonetosum aviculari); 5 – Convolvulo arvensis–Agropyretum repentis (subass. C. a.–A. r. medi  ca-

getosum lupulinae)

Fig. 2. Ecological and phytocenotic profile of the roadside at the “zero mark” exposition. Plant associations (the names of the 
syntaxons are given according [8]): 1–5 (see above) 

 

Рис. 3. Эколого-фитоценотический профиль придорожной полосы при прохождении дороги в экспозиции «выемка». 
Ассоциации: 1 – Lolio-Plantaginetum majoris (subass. L. – P. m. potentilletosum anserinae); 2 – Poetum ngustifoliae 
(subass. P. a. fragarietosum viridis); 3 – Calamagrostidetum epigeji (subass.: a – C. e. poetosum angustifoliae; b – C. e. pilo-

selletosum officinari); 4 – полоса из Picea abies

Fig. 3. Ecological and phytocenotic profile of the roadside at the “notch” exposition. Plant associations: 1–4 (see above).
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Графическое построение ЭФП выполнено с помощью компьютерной программы PROFIL.  
С использованием отработанной методики [9] дано полное геоботаническое описание фитоценозов 
на 8 ППП, изучены почвенно-гидрологические условия. Описание растительного покрова при-
ведено для разных периодов вегетации: весеннего (конец мая), летнего (начало – середина июля) 
и осеннего (начало сентября). Декоративность растений определена по литературным источни-
кам [10–12] и оригинальным наблюдениям. Учитывались внешний вид (привлекательность) до  
и после цветения, продолжительность цветения, адаптационная способность к условиям произ-
растания (жизненность).

Результаты и их обсуждение. Интерес к обочинам дорог как среде сохранения природных 
видов растений и животных зародился в США и Северной Европе и начал активно развиваться  
в 1970–1990-х годах. Пионерные эксперименты, проведенные на придорожных территориях, впо-
следствии переросли в целое движение. Согласно результатам проведенных в Англии исследова-
ний, более 800 видов природной флоры (более 40 % от всех видов растений Британских остро-
вов, включая редкие) встречаются вдоль обочин дорог. При повышении биоразнообразия при-
родной флоры и устойчивости экосистем вдоль дорог отмечаются достоверный рост активности 
опылителей [13, 14], снижение численности инвазионных видов растений, в том числе крайне 
агрессивных [15]. Комиссией Природного Наследия Шотландии составлены детальные рекомен-
дации по эффективному управлению биоразнообразием вдоль обочин [16]. Успешные примеры 
реализации проектов по реставрации и восстановлению экосистем придорожных территорий  
с использованием природных видов растений осуществлены в Англии, США, Нидерландах, 
Польше, Австралии и др. [17–21]. В ряде работ [13–19, 22] отмечается, что увеличение биологиче-
ского разнообразия, повышение эстетической и ботанической ценности придорожных экосистем 
является важной природоохранной целью и повышает общее благосостояние регионов. В по-
следнее время обсуждается вопрос оптимизации режима кошения в целях повышения биоразно-
образия растительного и животного мира [14, 21, 23–25]. Одним из основных документов США, 
направленных на формирование данной стратегии, является разработанный Департаментом 
транспорта “Roadside use of native plants” [26], который включает основные положения стратегии 
на территории США и списки видов для каждого из 50 штатов в отдельности. 

В последние десятилетия на фоне активного развития дорожной сети Беларуси проведены 
исследования по изучению влияния дорог на придорожные растительные сообщества. Так, уста-
новлено, что качество природной среды, скорость трансформации и характер последствий опре-
деляются в основном двумя группами факторов: комплексом антропогенного воздействия (мас-
штабом, структурой и режимом загрязнения) и природными условиями, способными усилить 

 

Рис. 4. Эколого-фитоценотический профиль придорожной полосы при прохождении дороги в экспозиции «насыпь». 
Ассоциации: 1 – Typhetum latifoliae (subass.: a – T. l. menyanthetosum trifoliatae; b – T. l. typicum); 2 – Scirpetum silvatici 

(subass. S. s. lysimachietosum vulgaris); 3 – Dactylidetum glomeratae (subass. D. g. festucetosum rubrae)

Fig. 4. Ecological and phytocenotic profile of the roadside at the “body of road” exposition. Plant associations: 1–3 (see above)
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или ослабить это воздействие. При этом флористическое разнообразие и специфика различных 
типов растительности определяются следующими показателями: категорией дороги (магистраль-
ные, республиканские, местные), зональным районированием, различиями почвенно-грунтовых 
условий, эколого-фитоценотическими особенностями прилегающих биотопов, а также специфи-
кой и интенсивностью хозяйственного использования земель. Эколого-фитоценотические осо-
бенности придорожных полос в значительной степени определяются экспозицией дороги, кото-
рая влияет на водный режим и физико-химические характеристики почв [27–31].

Расчет данных о прохождении автомагистрали в различной экспозиции на маршруте иссле-
дования показал, что основная доля (51,9 % от всей продолжительности маршрута) приходится 
на «нулевую отметку», «насыпь» составляет 34,1 %, «выемка» – 14 %. При прохождении дороги 
в экспозиции «нулевая отметка» травянистые сообщества представлены видами широкого спек-
тра экологических ниш – от мезогигрофитов до ксеромезофитов, в зависимости от характера 
подстилающей поверхности (табл. 1). При прохождении в экспозиции «выемка» придорожные 
растительные сообщества представлены ксеромезофитным, реже мезофитным травяным покро-
вом. Многие виды растений здесь приспособлены к обитанию в среде с недостаточным или бо-
лее-менее достаточным, но не избыточным увлажнением почвы (табл. 2). Доля видов различных 
экологических ниш определяется эдафическими характеристиками экотопа, экспо зицией склона 
относительно сторон горизонта и углом его наклона относительно дороги. При прохождении  
дороги в экспозиции «насыпь» формируется растительность из мезогигрофитов, гигромезофитов 
и даже гидрофитов (табл. 3).  

Т а б л и ц а  1. Список видов, составляющих эстетический потенциал придорожной растительности вдоль 
автомагистрали Р28 на отрезке дороги г. Мядель – курортный поселок Нарочь (по состоянию на 2017 г.),  
проходящей относительно прилегающих территорий в экспозиции «нулевая отметка» (КУ-1 «Симоны»)

T a b l e  1. List of species forming the aesthetic potential of roadside vegetation along the P28 highway  
in the segment Myadel – the resort v. Naroch (by 2017) with the passage of the road relative  

to the adjacent territories in the “zero point” exposition

Название растения* Средняя 
высота, м Фенофаза Жизненность, 

балл
Проективное 
покрытие, % Обилие** Декоративность Сроки высокой  

декоративности Происхождение

Achillea millefolium 0,65 Цв 4 7 Sp Средняя Июнь–август Ест.

Ajuga genevensis 0,48 Цв 4 + Rr Высокая Конец мая –  
начало июня Ест.

Ajuga reptans 0,3 Цв 4 + Rr Средняя Июнь Ест.

Anthemis tinctoria 0,5 Цв 4 1 Sol Высокая Конец июня –  
начало августа

Культ.
(из ест.)

Arrhenatherum 
elatior 0,9 Цв 5 12 Sp Высокая Конец мая –  

начало июня
Ест.

(инв.)

Betonica officinalis 0,51 Цв 3 + Rr Высокая Конец июня –  
начало августа

Культ.
(из ест.)

Briza media 0,6 Пл 4 8 Sр Высокая Конец июня – июль Ест.

Campanula patula 0,65 Цв 4 + Un Высокая Конец июня –  
начало августа Ест.

Campanula lomerata 0,6 Цв 4 + Rr Высокая Конец июня – июль Ест.
Centaurea scabiosa 1,2 Цв 5 20 Sp Высокая Июль Ест.
Cichorium intybus 0,8 Цв 4 + Rr Высокая Июнь–август Ест.
Convallaria majalis 0,25 Цв 3 3 Sol Средняя Июнь Ест.

Convolvulus arvensis 0,7 Цв 4 4 Sol Высокая Июль –  
начало августа Ест.

Dactylis glomerata 1,25 Бут–цв 4 5 Sp Средняя Июнь –  
начало июля Ест.

Echium vulgare 0,52 Пл 4 + Rr Высокая Конец июня – июль Ест.
Festuca rubra 0,65 Бут–пл 4 10 Sр Средняя Июнь–июль Ест.
Fragaria viridis 0,15 Цв–пл 4 21 Cop1 Средняя Конец июня – июль Ест.
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Название растения* Средняя 
высота, м Фенофаза Жизненность, 

балл
Проективное 
покрытие, % Обилие** Декоративность Сроки высокой  

декоративности Происхождение

Galium mollugo 0,8 Цв 4 25 Cop1 Высокая Конец июня –  
начало августа Ест.

Hypericum  
perforatum 0,5 Цв 4 1 Sol Средняя Конец июня – июль Ест.

Juniperus  
communis 2,3 Вег–пл 5 1 Sol Очень  

высокая Весь год Ест.

Knautia arvensis 0,85 Цв 4 5 Sр Высокая Конец июня – июль Ест.
Leucanthemum  
vulgare 0,55 Цв 4 1 Sol Высокая Конец июня – июль Ест.

Linaria vulgaris 0,3 Цв 4 + Rr Средняя Июль–август Ест.

Malus sylvestris 0,8 Вег 4 1 Sol Средняя Середина мая –  
начало июня Ест.

Medicago falcata 0,7 Цв 5 30 Cop1 Высокая Июнь–июль Ест.
Melilotus albus 1,1 Цв 4 1 Sol Средняя Июль Ест.
Melilotus officinalis 0,95 Цв 4 4 Sol Высокая Июль Ест.
Peucedanum 
oreoselinum 0,9 Цв 4 1 Sol Средняя Июль Ест.

Picea abies 0,7 Вег 4 3 Sol Высокая Весь год Ест.

Pilosella officinarum 0,15 Вег 4 17 Sp Высокая Конец мая –  
начало июня Ест.

Pimpinella saxifraga 0,6 Вег 4 2 Sol Средняя Июль Ест.

Plantago media 0,45 Цв 4 + Rr Высокая Середина июня – 
начало июля Ест.

Polygala comosa 0,1 Цв 4 3 Sol Средняя Июнь–август Ест.
Ranunculus  
polyanthemos 0,7 Цв 4 3 Sol Высокая Июнь–июль Ест.

Rosa canina 0,4 Цв 4 + Rr Средняя Середина июня –
июль Ест.

Sedum acre 0,1 Цв 4 1 Sol Средняя Июнь–август Ест.
Solidago 
virgaurea 0,83 Цв 4 + Rr Средняя Конец июня – июль Ест.

Sorbus 
aucuparia 1,5 Вег–пл 4 + Rr Средняя Май–октябрь Ест.

Tragopogon 
pratensis 1,0 Пл 5 + Rr Средняя Середина июня – 

начало июля Ест.

Trifolium arvense 0,2 Цв 4 2 Sol Средняя Конец июня–июль Ест.

Trifolium medium 0,5 Цв–пл 4 20 Sp Средняя Конец июня –  
начало августа Ест.

Trifolium montanum 0,5 Цв 5 7 Sp Высокая Конец июня–июль Ест.
Trifolium pratense 0,4 Цв 4 1 Sol Средняя Конец июня–июль Ест.
Tripleurospermum 
inodorum 0,6 Цв 4 + Rr Средняя Конец июня– 

начало августа Ест.

Verbascum 
lychnitis 1,3 Цв 4 1 Sol Высокая Июль –  

середина августа Ест.

Verbascum nigrum 0,9 Цв 5 4 Sol Средняя Июль –  
начало августа Ест.

П р и м е ч а н и е. *– здесь и далее названия видов сосудистых растений даны по С. К. Черепанову [32];  
** – обилие видов определено по усовершенствованной шкале О. Друде: Un (unicum) – растения представлены одной 
особью; Rr (rari) – растения встречаются единично; Sol (solitariae) – растения встречаются редко; Sp (sparsae) – расте-
ния встречаются в небольшом количестве, рассеянно; Cop1–3 (copiosae) – растения представлены большим количе-
ством особей; Soc (sociales) – растения образуют фон, наземные части их смыкаются; знак «+» обозначает покрытие 
менее 1 %.

Окончание табл. 1
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Т а б л и ц а  2. Список видов, составляющих эстетический потенциал придорожной растительности 
вдоль автомагистрали Р28 на отрезке дороги г. Мядель – курортный поселок Нарочь  

(по состоянию на 2017 г.), проходящей относительно прилегающих территорий в экспозиции «выемка» 
(КУ-2 «Теляки»)

T a b l e  2. List of species forming the aesthetic potential of roadside vegetation along the P28 highway  
in the segment Myadel – the resort v. Naroch (by 2017) with the passage of the road relative  

to the adjacent territories in the “cut” exposition

Название 
растения 

Средняя 
высота, м Фенофаза Жизненность, 

балл
Проективное 
покрытие, % Обилие Декора- 

тивность
Сроки высокой 
декоративности

Происхож-
дение

Статус охраны, 
категория

Acer platanoides 0,7 Вег 4 1 Sol Высокая Май–октябрь Ест.
Achillea  
millefolium 0,6 Цв 4 5 Sp Средняя Июнь–август Ест.

Agrimonia  
eupatoria 0,7 Цв 4 3 Sol Высокая Конец 

июня – июль Ест.

Allium angulosum 0,35 Бут–цв 4 5 Sр Средняя Середина 
июня – июль Ест.

Anemone sylvestris 0,35 Бут–цв 4 3 Sol Средняя Июнь Ест. Охр. IV

Anthemis tinctoria 0,42 Цв 4 1 Sol Высокая Конец июня –
начало августа Ест.

Arrhenatherum 
elatius 0,9 Цв–пл 5 30 Cop1 Высокая Конец мая – 

начало июня
Ест.

(инв.)

Betonica officinalis 0,3 Цв 3 1 Sol Высокая Конец июня – 
начало августа

Культ.
(из ест.)

Betula pendula 8,0 Вег 4 5 Sp Высокая Весь год Ест.

Briza media 0,5 Цв–пл 4 16 Sp Высокая Конец июня –
июль Ест.

Campanula 
 glomerata 0,5 Цв 4 1 Sol Высокая Конец июня –

июль Ест.

Campanula 
 trachelium 0,55 Цв 4 1 Sol Высокая Конец июня –

июль Ест.

Carex ornitopoda 0,15 Цв 4 10 Sp Средняя Май –
начало июня Ест. Охр. II

Carlina intermedia 0,8 Бут 5 4 Sol Средняя Конец июня –
июль Ест.

Centaurea 
scabiosa 1,05 Цв 4 1 Sol Высокая Июль Ест.

Cichorium intybus 0,85 Цв 5 3 Sol Высокая Июнь–август Ест.

Convolvulus 
arvensis 0,5 Цв 4 2 Sol Высокая

Июль –
начало авгу-

ста
Ест.

Dactylis glomerata 1,1 Бут–цв 4 3 Sol Средняя Июнь –
начало июля Ест.

Daucus carota 0,9 Цв 4 2 Sol Средняя Конец июня –
июль Ест.

Echium vulgare 0,5 Цв 4 3 Sol Высокая Конец июня –
июль Ест.

Festuca rubra 0,65 Бут–пл 4 6 Sр Средняя Июнь–июль Ест.

Fragaria viridis 0,15 Цв–пл 4 30 Cop1 Средняя Конец июня –
июль Ест.

Galium mollugo 0,8 Цв 4 7 Sp Средняя Конец июня –
начало августа Ест.

Galium verum 0,85 Цв 4 2 Sol Высокая Конец июня – 
начало августа Ест.

Gentiana cruciata 0,25 Бут–цв 4 3 Sol Средняя Конец июня –
июль Ест. Охр. III

Helichrysum 
arenarium 0,35 Цв 4 1 Sol Средняя Конец июня –

июль Ест.

Hypericum  
perforatum 0,5 Цв 4 1 Sol Средняя Конец июня –

июль Ест.
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Название 
растения 

Средняя 
высота, м Фенофаза Жизненность, 

балл
Проективное 
покрытие, % Обилие Декора- 

тивность
Сроки высокой 
декоративности

Происхож-
дение

Статус охраны, 
категория

Juniperus  
communis 2,0 Вег 5 30 Cop1

Очень 
высокая Весь год Ест.

Knautia arvensis 0,75 Цв 4 2 Sol Высокая Конец июня –
июль Ест.

Leontodon  
hispidus 0,65 Цв 4 8 Sp Высокая Июнь Ест.

Leucanthemum 
vulgare 0,4 Цв 4 10 Sp Высокая Конец июня –

июль Ест.

Linaria vulgaris 0,35 Цв 4 + Rr Средняя Июль–август Ест.

Malus sylvestris 2,5 Вег 3 + Rr Средняя
Середина 

мая – начало 
июня

Ест.

Pimpinella  
saxifraga 0,65 Бут–цв 4 3 Sol Средняя Июль Ест.

Thalictrum 
lucidum 1,25 Цв 4 + Rr Высокая Июль Ест.

Veronica spicata 0,35 Цв 4 2 Sol Высокая Конец июня –
июль Ест.

Medicago falcata 0,65 Цв 4 8 Sр Средняя Июнь–июль Ест.
Mеdicago lupulina 0,15 Цв 4 1 Sol Средняя Июнь–август Ест.
Melampyrum 
nemorosum 0,3 Цв 5 5 Sp Высокая Июнь–август Ест.

Melilotus albus 0,7 Цв 3 + Rr Средняя Июль Ест.

Origanum vulgare 0,45 Бут–цв 5 45 Cop2 Высокая Конец июня – 
начало августа Ест.

Picea abies 9,5 Вег 4 15 Sp Высокая Весь год Ест.
Pilosella 
officinarum 0,15 Цв 4 25 Cop1 Высокая Конец мая – 

начало июня Ест.

Pilosella 
onegensis 0,3 Цв 5 3 Sol Высокая Июнь Ест.

Pinus sylvestris 4,0 Вег 4 25 Cop1 Высокая Весь год Ест.

Plantago media 0,5 Пл 4 2 Sol Средняя
Середина 

июня –  
начало июля

Ест.

Polygala comosa 0,1 Цв 4 5 Sp Высокая Июнь–август Ест.

Primula veris 0,25 Цв 4 12 Sр Средняя
Середина 

мая – начало 
июня

Ест.

Ranunculus  
polyanthemos 0,7 Цв 4 5 Sp Высокая Июнь–июль Ест.

Salix acutifolia 3,0 Вег 4 2 Sol Высокая Весь год Ест.
Solidago 
virgaurea 0,8 Цв 4 1 Sol Высокая Конец июля –

август Ест.

Tragopogon 
pratensis 0,95 Цв 5 1 Sol Средняя

Середина 
июня –начало 

июля
Ест.

Trifolium 
arvense 0,2 Цв 4 2 Sol Средняя Конец июня –

июль Ест.

Trifolium 
montanum 0,4 Цв 4 7 Sp Высокая Конец июня –

июль Ест.

Trifolium 
pretense 0,25 Цв 3 1 Sol Средняя Конец июня –

июль Ест.

Vincetoxicum 
hirundinaria 0,7 Цв–пл 4 10 Sp Средняя Июнь–август Ест.

Viscaria 
vulgaris 0,55 Цв 4 1 Sol Высокая Конец 

мая – июнь Ест.

Окончание табл. 2
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Т а б л и ц а  3. Список видов, составляющих эстетический потенциал придорожной растительности вдоль  
автомагистрали Р28 на отрезке дороги г. Мядель – курортный поселок Нарочь (по состоянию на 2017 г.),  

проходящей относительно прилегающих территорий в экспозиции «насыпь» (КУ-3 «Микольцы»)

T a b l e  3. List of species forming the aesthetic potential of roadside vegetation along the P28 highway  
in the segment Myadel – the resort v. Naroch (by 2017) with the passage of the road relative  

to the adjacent territories in the “body of road” exposition

Название
растения Средняя 

высота, м Фенофаза Жизненность, 
балл

Проективное 
покрытие, % Обилие Декоратив-

ность
Сроки высокой  
декоративности

Происхож-
дение

Acorus calamus 0,7 Вег–пл 4 + Rr Высокая Май–август Ест.
Alisma plantago– 
aquatica 0,85 Вег–пл 4 + Rr Средняя Июнь –

середина августа Ест.

Calla palustris 0,53 Вег–пл 4 + Rr Средняя Май–сентябрь Ест.

Caltha palustris 0,5 Цв 4 1 Sol Высокая Апрель –
начало мая Ест.

Carex 
pseudoсyperus 0,8 Цв–пл 4 1 Sol Средняя Июль – 

начало августа Ест.

Carex rostrata 0,7 Вег–пл 4 4 Sol Средняя Июнь–август Ест.
Comarum 
palustre 0,6 Бут–цв 4 10 Sp Средняя Конец июня –  

середина августа Ест.

Equisetum 
fluviatile 0,9 Вег 4 10 Sp Высокая Май–август Ест.

Iris 
pseudacorus 0,75 Цв 4 1 Sol Высокая Середина июня –

середина июля
Культ.

(из ест.)

Iris sibirica 0,57 Цв 4 + Rr Высокая Середина июня – 
середина июля

Культ.
(из ест.)

Lemna gibba 0,01 Вег 4 30 Cop1 Средняя Июнь–август Ест.
Lemna minor 0,01 Вег 4 10 Sp Средняя Июнь–август Ест.
Lemna trisilca 0,01 Вег 4 10 Sp Средняя Июнь–август Ест.
Lysimachia  
vulgaris 0,8 Цв 5 15 Sр Высокая Июль – 

начало сентября Ест.

Lythrum salicaria 1,0 Цв 5 5 Sр Высокая Июль – 
начало сентября Ест.

Menyanthes  
trifoliata 0,4 Вег–цв 4 90 Soc Средняя Июнь –

середина августа Ест.

Naumburgia 
thyrsiflora 0,65 Цв 4 4 Sol Средняя Июль –

середина августа Ест.

Persicaria amphibia 0,5 Вег 4 15 Sp Средняя Июнь–август Ест.
Solanum 
dulcamara 0,95 Цв 5 10 Sp Высокая Июль–август Ест.

Typha 
latifolia 1,3 Вег–пл 4 30 Cop1 Высокая Май–август Ест.

Utricularia minor 0,3 Вег 4 20 Sp Средняя Июнь–август Ест.

Анализ сезонной динамики флористического состава, продуктивности и экологического  
состояния сообществ определил основные декоративные виды аборигенной флоры, которые 
формируют придорожные экосисты. Эти виды и должны составлять основу для создания банка 
семян травосмесей, необходимых для озеленения придорожных полос. Согласно табл. 1–3, естест-
венный эстетический потенциал придорожной растительности на модельном участке значите-
лен, при этом 46 видов растений оцениваются 4–5 баллами (высокая и очень высокая эстетиче-
ская ценность) и более 60 – 3 баллами (средняя эстетическая ценность). В общем плане наиболь-
шее количество видов высокодекоративных растений (32) представлено на склонах при прохож-
дении дороги в экспозиции «выемка» (КУ-2 «Теляки» и КУ-4 «Минчаки») (рис. 5). Здесь же они 
совокупно занимают 87 % от площади, покрытой растительностью, в то время как при прохож-
дении дороги в экспозиции «насыпь» (КУ-3 «Микольцы») их покрытие составляет 37 %, в экспо-
зиции «нулевая отметка» (КУ-1 «Симоны») – 58 % (рис. 6). 
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В соответствии с нормами [33] высота травы на обочинах, разделительной полосе и откосах 
дорог третьей категории не должна превышать 20 см. При соблюдении этого регламента около 
25 % видов, фиксированных в составе видового разнообразия в осенний период на КУ, проходи-
ли бы полный фенологический цикл, повышая в период цветения эстетический фон откосов  
и усиливая позиции в сообществе. При увеличении на 10 см (до 30 см) нормы высоты травостоя 
доля видов, высота которых в природе не достигает более 30 см, повышается от 1 до 5 %, более 
40 см – от 5 до 13 %, более 50 см – от 14 до 20 %. При установлении нормы высоты травостоя  
50 см доля видов, проходящих все фенологические фазы, составит 37–43 %. Следует отметить, 
что если в пределах экспозиции «выемка» высокая декоративность участка достигается за счет 
пестроты – видового разнообразия красиво цветущих растений, то в экспозиции «насыпь», на- 
оборот, за счет обилия нескольких, но высокодекоративных видов – Typha latifolia, Menyanthes 
trifoliata, Equisetum fluviatile и др.

Флористический состав обследованных КУ неоднороден, особенно в пределах экспозиции 
дороги «выемка», где экологическая амплитуда растений очень широкая – от эвтрофных гигро-
мезофитов до ксеромезофитов и оксиломезотрофных псаммофитов. Высокодекоративных растений 
больше всего среди эвтрофных эумезофитов (Arrhenatherum elatius, Leucanthemum vulgare, Briza 
media и др.) и ксеромезофитов (Centaurea scabiosa, Origanum vulgare, Medicago falcata и др.), 
предпочитающих умеренно влажные средние части придорожных склонов с супесчаными и сугли-
нистыми почвами. Наилучшие условия для этих растений в экспозиции дороги «нулевая отмет-
ка», где они составляют 46 % от общего числа видов. Наибольшая декоративность растительного 
покрова приходится на период цветения большинства трав – конец июня – начало августа (табл. 4). 

Т а б л и ц а  4. Количество и доля высокодекоративных высших сосудистых растений  
в напочвенном покрове вдоль автомагистрали Р28 на КУ (2017 г.)

T a b l e  4. The number and proportion of highly decorative higher vascular plants along  
the P28 highway at KP (2017)

Экспозиция Ключевой участок Пробная площадь Показатель Конец мая Середина июля Начало сентября 

Выемка КУ-2
«Теляки» ППП-1

К-во видов, шт. 6 16 1
Доля, % 22,3 23,1 0,5

КУ–4
«Минчаки» ППП-1

К-во видов, шт. 10 15 5
Доля, % 39,4 35,9 15,5

Насыпь
КУ-3

«Микольцы»

ППП-1
К-во видов, шт. 4 5 3

Доля, % 4,2 9,9 15,9

ППП-2
К-во видов, шт. 3 2 1

Доля, % 15,1 17,7 16,5
Нулевая 
отметка КУ-1

«Симоны»

ППП-1
К-во видов, шт. 5 16 3

Доля, % 7,5 46,0 2,2

ППП-2
К-во видов, шт. 5 6 2

Доля, % 26,1 6,0 0,5
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Рис. 5. Количество видов высокодекоративных  
растений при различных экспозициях дороги 

Fig. 5. The number of highly ornamental plant species  
in the key areas (expositions)
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Рис. 6. Доля (%) высокодекоративных растений 
при различных экспозициях дороги 

Fig. 6. Рroportion (%) of highly decorative plants  
in the common ground cover in the key areas (expositions)



     Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2019. Т. 64, № 2. C. 238–254 249

Декоративность растений изменяется в зависимости от увлажнения почвы, экспозиции скло-
на и температурного режима. Так, в верхних частях придорожных склонов холмов в экспозици-
ях «выемка» и «нулевая отметка» в обилии раннецветущие травы: Primula veris, Arrhenatherum 
elatius, Pilosella officinarum и др., яркие пятна которых на фоне молодой зелени демонстрируют 
высокую декоративность. У подножия холмов пик расцвета трав приходится на июль. В пониже-
ниях рельефа в экспозиции «насыпь» наблюдается некоторое смещение декоративности расте-
ний на вторую половину вегетации. Главными факторами, лимитирующими декоративность 
травяного покрова, здесь являются степень и продолжительность обводнения и температурные 
условия. Декоративность и видовая презентативность придорожных полос на КУ была значи-
тельно повышена при прекращении кошения в период весенней и летней вегетации растений. 

По результатам исследований разработан технологический регламент формирования придо-
рожных растительных сообществ природной декоративной флоры, где определены основные 
этапы работ и требования к ним.

Проектирование работ по озеленению придорожной территории. Растительные сообще-
ства в течение всей своей жизни претерпевают естественные изменения, тем более под воздей-
ствием агрессивной среды на магистралях. 

Уже на стадии планирования и проектирования, предвидя возможные варианты развития  
событий, работы по озеленению следует начинать, соблюдая следующую последовательность:

определить геоботаническую принадлежность проектируемого участка; 
оценить качественные и количественные характеристики эдафических условий, представ-

ленных экотопов, растительных сообществ и травянистых растений, в том числе с выделением 
редких и охраняемых видов; 

составить список видов для эффективного воспроизведения на конкретном участке; 
разработать проектную документацию по ландшафтному проектированию с использованием 

местных видов природной флоры. 
При разработке проектной документации следует придерживаться простого в плане реализа-

ции, содержания и ухода дизайна проектируемого участка. Предпочтительно использовать тра-
восмеси, состоящие минимально из трех видов во избежание формирования крупных монодоми-
нантных пятен.

Подбор ассортимента видов для озеленения придорожных полос должен основываться на 
представлении о разнообразии флоры в границах определенного геоботанического округа со-
гласно геоботаническому районированию Беларуси [34]. При этом следует отдавать предпочте-
ние тем видам, которые выявлены при предварительной инвентаризации территории в соответ-
ствии с условиями, в которых проводится залужение. В этом случае можно добиться большего 
эффекта за более короткий период. 

Не допускается использование интродуцентов. При выявлении инвазионных видов озелене-
ние проводят только после проведения мероприятий по их выведению из естественных расти-
тельных сообществ путем вырубки, корчевания, выкашивания в период до цветения растений 
(май–июнь), вторично – в период массового цветения до момента образования семян, обработки 
гербицидами участков, где инвазионный вид получил массовое распространение и где сложно 
проводить сенокошение.

Списки видов растений необходимо сортировать по группам с учетом их эколого-биологиче-
ских особенностей: предпочитаемых условий увлажнения и трофности почвы, периода цвете-
ния, высоты растений и окраски цветков. Создание травосмесей должно сопровождаться инфор-
мацией о регионе и дате изъятия семян. Для сохранения генетической принадлежности семена 
собирают исключительно в границах определенного геоботанического округа. 

По результатам исследований и с учетом списка видов, произрастающих на территории  
Нарочано-Вилейского геоботанического района, из наиболее высокодекоративных и экологи-
чески значимых видов составлен Атлас растений «Придорожные цветы» для Национального 
парка «Нарочанский». Виды растений, перечисленные в этом Атласе, могут быть рекомен- 
дованы также для озеленения дорожных полос в границах Ошмянско-Минского геоботаниче-
ского округа.
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Сохранение и оптимизация условий мест произрастания редких видов. При выявлении  
в ходе инвентаризации участка растений, относящихся к видам, включенным в Красную книгу 
Республики Беларусь [35], и/или фитоценозов высокой биологической и созологической ценно-
сти необходимы реставрация и управление придорожными экосистемами, направленные на их 
сохранение и оптимизацию условий мест произрастания.

Приоритетными мероприятиями по сохранению редких видов, нуждающихся в охране, явля-
ются способы их развития в условиях природной среды (in situ), поскольку только в такой среде 
возможно поддержание полноценного и долговременного жизненного состояния популяции.  
В случае малого количества особей в популяции, плохого естественного возобновления (слабое 
плодоношение, прорастание, укоренение) проводятся мероприятия по оптимизации среды про-
израстания (улучшение минерального питания, водного и светового режимов), условий для раз-
множения (кошение после осеменения, минерализация площадок для посева семян), по снятию/
снижению внешних антропогенных угроз, а также мероприятия по размножению растений  
в условиях ex situ для последующей их репатриации в места естественного произрастания [36, 37]. 
Эффективным способом оценки жизнеспособности популяций редких видов растений (как под-
держиваемых, так и после репатриации) является их мониторинг и оценка параметров генетиче-
ского разнообразия во времени [38, 39].

Целесообразным является создание сети хозяйств и питомников по размножению видов при-
родной флоры, создание генетических естественных резерватов, банков травосмесей [40].

Содержание и уход. Наиболее экономически затратные, поддерживаемые частым кошением 
травяные сообщества фактически не могут выполнять функцию видосбережения природной 
флоры, являться местами обитания опылителей, энтомофагов, групп беспозвоночных животных 
и экологическими коридорами для редких видов. Для сохранения биоразнообразия и раститель-
ного покрова высокой декоративности содержание и интенсивность ухода должны свестись  
к разовому скашиванию травостоя в конце созревания семян большинства видов (август–сен-
тябрь), за исключением обводненных участков. Непосредственно полосы отвода и кюветы выка-
шиваются многоразово (3–4 раза) с последующей уборкой покоса, что не только обеспечивает 
необходимую видимость и безопасность движения вдоль дорожного полотна, но и стимулирует 
развитие низовых растений, в том числе довольно высокой декоративности (Trifolium repens, 
Medicago lupulina, Lotus corniculatus и др.). 

Для продления цветения и в годы с особенно сильным ростом трав скашивание может быть 
смещено на первую половину лета, а в засушливые годы, при повышенной пожарной опасности 
допускается дополнительное летнее скашивание. В целях сохранения опылителей, энтомофагов 
и других функциональных групп беспозвоночных животных целесообразно мозаичное скаши-
вание (пятнами, полосами и т. д.). При стрижке и последующей уборке травы большая часть жи-
вых организмов травостоя и подстилки на скошенной части этих газонов погибает, семена мно-
гих видов не вызревают и восстановление идет за счет миграции с участков, оставленных не-
стриженными. Их можно выкашивать только после отрастания и зацветания растений на участ-
ках, состриженных ранее.

Травостои разнотравного и низкотравного травяных сообществ придорожных полос можно не 
косить несколько лет без существенного изменения видового состава, однако длительное содержа-
ние без выкашивания ведет к зарастанию древесно-кустарниковой растительностью и обеднению 
разнотравья из-за вытеснения его злаками.

Таким образом, преимущества данной стратегии ведения хозяйства в придорожных полосах 
заключаются в следующем: 1) повышении эстетичности и выразительности ключевых элементов 
ландшафта придорожных территорий; 2) повышении биологического разнообразия и устойчи-
вости придорожных экосистем; 3) экологическом эффекте от восстановления редких природных 
экосистем; 4) экономическом эффекте от сохранения и поддержания существующих качественных 
естественных растительных сообществ над восстановлением при их деградации; 5) снижении за-
трат человеческих и материальных ресурсов на обслуживание дорог при сокращении площади  
и частоты кошения придорожных полос: сокращение кошения с 3 до 1 раза в год, площади коше-
ния – с 3 до 0,3 га на 1 км.
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Заключение. Эколого-ботаническое обследование модельного участка показало, что вдоль до-
рог республиканского значения третьей категории [7] сохраняется высокий потенциал природной 
флоры, в том числе адаптивный, способный при изменении режима кошения сформировать устой-
чивые растительные сообщества высокой ботанической и эстетической ценности, а внедрение вы-
сокодекоративных аборигенных видов повысит эстетику и выразительность ключевых элементов 
ландшафта и экологическую устойчивость придорожных экосистем.

Для реализации Концепции на территории дорожной сети Беларуси необходима оптимизация 
технологий управления придорожными экосистемами по сохранению, восстановлению и форми-
рованию естественных растительных сообществ. Кроме того, Концепция предусматривает разра-
ботку ассортимента аборигенных видов растений, которые могут быть внедрены при озеленении 
придорожных территорий с учетом их геоботанических и эдафических особенностей и флори-
стического разнообразия, создание банка семян травосмеси, формирование естественных гене-
тических резерватов (полевых банков) луговой флоры для каждого геоботанического района или 
округа. Такой список (Атлас растений «Придорожные цветы»), составленный для Национального 
парка «Нарочанский», может быть успешно использован и в границах Ошмянско-Минского гео-
ботанического округа.
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ЭМИЛИЯ ИВАНОВНА КОЛОМИЕЦ
(К юбилею)

Эмилия Ивановна Коломиец родилась 10 февраля 1949 г. в де-
ревне Заполичи Свислочского района Гродненской области в кре-
стьянской семье. В 1966 г. окончила с золотой медалью Порозовскую 
среднюю школу, в 1971 г. – инженерно-технологический факультет 
Белорусского ордена Трудового Красного Знамени политехниче-
ского института и получила специальность инженера-технолога 
бродильных производств.

Трудовую деятельность Э. И. Коломиец  начала в 1971 г. в долж-
ности инженера участка химических анализов Физико-техниче-
ского института АН БССР. С 1974 г. по настоящее время Эмилия 
Ивановна работает в Институте микробиологии НАН Беларуси,  
где прошла путь от инженера до генерального директора ГНПО 
«Химический синтез и биотехнологии» – директора Института ми-
кробиологии НАН Беларуси (с 2012 г.). В 1980 г. она защитила дис-
сертацию на соискание ученой степени кандидата биологических 
наук по специальности «Микробиология», в 2000 г. – диссертацию 
на соискание ученой степени доктора биологических наук по специальностям «Микробиология» 
и «Биотехнология». В 2004 г. Э. И. Коломиец  избрана членом-корреспондентом НАН Беларуси. 
В 2018 г. ей присвоено ученое звание профессора по специальности «Общая биология».

Исследования Э. И. Коломиец  вносят весомый вклад в развитие микробных биотехнологий  
в Республике Беларусь. Она сформировала и активно развивает отечественную научную школу 
по изучению биогенеза биологически активных соединений с антимикробным действием и соз-
данию биологических средств защиты растений и животных. Среди наиболее значимых резуль-
татов ее научной деятельности следует отметить создание коллекции промышленно ценных ми-
кроорганизмов, перспективных для разработки биопестицидов, биодезинфектантов, пробиотиков, 
кормовых добавок; установление механизмов взаимодействия бактерий-антагонистов с патоге-
нами растений и животных, расшифровку природы продуцируемых антимикробных метаболи-
тов и их направленный синтез; разработку оригинальных технологий создания биопрепаратов  
с фитозащитной, дезинфицирующей, рост- и иммуностимулирующей активностью. Э. И. Коломиец  
предложены эффективные способы биоремедиации агробиоценозов и повышения урожайности 
сельскохозяйственных культур с использованием поликомпонентных микробных препаратов, 
разработаны методы биоконверсии сельскохозяйственных и промышленных отходов в хозяй-
ственно ценные продукты. Проведенные на молекулярном уровне исследования в области био-
химии и генетики микроорганизмов – продуцентов биологически активных соединений, работы 
по селекции и генно-инженерному конструированию штаммов с заданными свойствами, их на-
правленному культивированию обеспечили конкурентоспособность создаваемой биотехнологи-
ческой продукции. Выполненные под руководством Э. И. Коломиец  и при ее непосредственном 
участии научно-технические разработки успешно внедрены в производство и востребованы как 
в Республике Беларусь, так и за рубежом.

Э. И. Коломиец – крупный организатор науки. Она выступила инициатором, разработчиком 
и научным руководителем ряда программ межгосударственного и республиканского значения  
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в сфере биотехнологии, в том числе межгосударственной целевой программы Евразийского  
экономического сообщества «Инновационные биотехнологии» (2011–2015). При ее непосред-
ственном участии разработаны Концепция развития фармацевтической и биотехнологической 
промышленности Республики Беларусь на 2011–2015 гг. и на период до 2020 г., План развития 
биотехнологической отрасли на 2012–2015 гг. и на период до 2020 г., осуществляется мониторинг 
их реализации. 

Научно-исследовательскую и организационную работу Э. И. Коломиец  успешно сочетает  
с активной общественной деятельностью. Она возглавляет Белорусское общественное объедине-
ние микробиологов, является главным редактором сборника научных трудов «Микробные био-
технологии: фундаментальные и прикладные аспекты», членом редакционной коллегии журна-
лов «Наука и инновации», «Весцi НАН Беларусi. Серыя бiялагiчных навук».

По результатам научных исследований Э. И. Коломиец опубликовано свыше 460 научных 
работ, включая 4 коллективные монографии, получено 19 патентов и 3 авторских свидетельства. 
Ею подготовлено 5 кандидатов и 1 доктор наук. Она вляется членом советов по защите диссерта-
ций при Институте микробиологии НАН Беларуси и Институте защиты растений НАН Беларуси. 

За значительные достижения в научной деятельности Э. И. Коломиец удостоена Ордена 
Почета (2019), почетных званий «Заслуженный деятель науки Республики Беларусь» (2014) и «Ученый 
года НАН Беларуси» (2017), награждена почетными грамотами Совета Министров Республики 
Беларусь (2009), Государственного комитета по науке и технологиям Республики Беларусь (2010), 
Национального собрания Республики Беларусь (2014), Министерства сельского хозяйства и про-
довольствия Республики Беларусь (2015, 2019), Министерства здравоохранения Республики 
Беларусь (2018), НАН Беларуси (2005, 2006, 2014, 2015). Работы авторских коллективов под руко-
водством Э. И. Коломиец вошли в ТОП-10 результатов деятельности ученых НАН Беларуси  
в области фундаментальных и прикладных исследований (2017), отмечены премией НАН Бела-
руси в области биологии, химии, медицины, аграрных наук и наук о Земле (2018). 

Э. И. Коломиец  пользуется заслуженным авторитетом среди научной общественности зару-
бежных стран. Является вице-президентом Восточнопалеарктической региональной секции Меж - 
ду народной организации по биологической борьбе с вредными животными и растениями, членом 
Совета учредителей Евразийской технологической платформы «ЕвразияБио», Совета Федерации 
европейских микробиологических обществ. Под ее руководством реализуются международные 
научно-технические проекты с организациями Швеции, Латвии, Монголии, Польши, Сербии, 
Турции, Китая, Кубы. По результатам сотрудничества с провинцией Шаньдун (Китай ская Народ-
ная Республика) Э. И. Коломиец награждена «Орденом Дружбы провинции Шаньдун» (2018).

Отделение биологических наук, коллектив сотрудников Института микробиологии НАН Бе-
ларуси, друзья и ученики сердечно поздравляют Эмилию Ивановну с юбилеем и желают крепкого 
здоровья, неиссякаемой энергии, творческого вдохновения, покорения новых научных вершин, 
семейного счастья и благополучия.
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