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Введение (трифтор)ацетильного фрагмента в различные гетероциклы позволяет ва-
рьировать их физико-химические свойства, изменять характер и степень проявления 
биологической активности, а также проводить дальнейшие химические превращения. 
Вместе с тем современные методы органической химии направлены, в том числе, на 
увеличение эффективности известных и широко применяемых химических реакций и 
возможность направления по другим путям при проведении синтеза в условиях, от-
личных от классических. В настоящем исследовании реакции (трифтор)ацетилирования 
3а-арилзамещенных бензопирролоимидазолонов проведены при нагревании в соответ-
ствующем ацилирующем агенте как в классических условиях термического нагрева, так 
и в реакторе Monowave 50 в герметичном сосуде. Показано, что (трифтор)ацилирование 
бензопирролоимидазолонов в изученных условиях проходит по вторичной аминогруппе, 
не затрагивая другие возможные реакционные центры. Структуры полученных соеди-
нений доказаны с помощью совокупности данных ИК, ЯМР 1Н, 13С спектроскопии. От-
мечено, что способ синтеза с применением техники герметичных сосудов более пред-
почтителен, так как позволяет получать продукты за более короткое время, с меньшим 
расходом растворителей и с более высоким выходом.
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Введение

Реакции ацилирования ароматических аминов часто использу-
ются для защиты аминогруппы [1, 2]. Введение (трифтор)ацетиль-
ного фрагмента в различные гетероциклические системы позволяет 
варьировать их физико-химические свойства с целью, в том числе, 
увеличения биодоступности для различных организмов [3, 4], может 
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приводить к появлению новых видов активности 
[5], а также проводить дальнейшие химические 
превращения [6]. В последнее время модифи-
кация (трифтор)ацилированием получила ши-
рокое распространение для синтеза различных 
гетероциклических соединений, в частности 
была применена для получения дибенз[c,e]
азепинов путем внутримолекулярного прямого 
арилирования с переносом хиральности [7], 
а также получения 3-амино- и 3-нитро-2,3-
дидеоксисахаров [8].

В настоящее время активно ведутся ис-
следования, направленные на увеличение эф-
фективности различных реакций, позволяющих 
получать биологически активные молекулы с 
более высоким выходом в более мягких условиях. 
Использование реактора Monowave 50, работа-
ющего с герметично закрытыми сосудами, позво-
ляет добиться эффективности синтеза, близкой 
к микроволновой активации [9].

Материалы и методы

 Реакции в условиях герметичных сосудов 
проводились в реакторе Monowave 50 (Anton 
Paar, Австрия). Элементный анализ проводился 
на CHNS-анализаторе Elementar Vario Micro cube 
(Elementar Analysensysteme GmbH, Германия). 
ИК спектры снимали на ИК фурье-спектрометре 
Nicolet 6700 (Thermo Scientifi c, США) в таблет-
ках KBr. Спектры ЯМР 1Н (400 МГц) и 13С (100 
МГц) регистрировались на спектрометре Varian 
400 (Varian, США) в CDCl3 или ДМСО-d6, внут-
ренний стандарт – ТМС. Однородность соедине-
ний подтверждали методом ТСХ на пластинках 
Alugram® Sil G UV254 (Macherey-Nagel GmbH 
& Co. KG, Германия), элюент – этилацетат – гек-
сан – хлороформ (2 : 2 : 1); проявляли в УФ свете 
(длина волны 254 нм). 

4-Ацетил-3a-фенил-2,3,3a,4-тетрагидро-
1H-бензо[d]пирроло[1,2-a]имидазол-1-он (1a).

Метод А. В круглодонную колбу объемом 
50 мл, снабженную обратным холодильником, 
помещают 0.5 г (2 ммоль) 3a-фенил-2,3,3a,4-
тетрагидро-1H-бензо[d]пирроло[1,2-a]имидазол-
1-она, приливают 15 мл ледяной уксусной кис-
лоты либо 10 мл трифторуксусного ангидрида и 
5 мл трифторуксусной кислоты. Реакционную 
смесь нагревают в течение 1–2 ч, после охлажде-
ния нейтрализуют насыщенным водным раство-
ром соды, выпавший осадок отфильтровывают, 
перекристаллизовывают из этанола.  

Метод Б. В герметичную виалу из борси-
ликатного стекла, снабженную фторопластовой 
септой и силиконовой крышкой, помещают 
0.1 г (0.4 ммоль) 3a-фенил-2,3,3a,4-тетрагидро-

1H-бензо[d]пирроло[1,2-a]имидазол-1-она, 
1.5 мл ледяной уксусной кислоты либо 1 мл 
трифторуксусного ангидрида и 0.5 мл три-
фтор уксусной кислоты и нагревают в реакторе 
Monowave 50 при температуре 150° C в течение 
2 мин. После охлаждения реакционную смесь 
нейтрализуют насыщенным водным раствором 
соды, выпавший осадок отфильтровывают, пере-
кристаллизовывают из этанола.  

Метод А: выход 0.44 г (75%); метод Б: выход 
0.09 г (80%), светло-бежевые кристаллы, т. пл. 
149–150° С. ИК спектр, см-1: 1688 (C=O, Амид I), 
1642 (CH3C=O, Амид I). ЯМР 1H, δ, м.д.: 2.15 с 
(3Н, Ac), 2.71 т (2Н, СН2, J 4 Гц), 3.40 т (2Н, СН2, 
J 4 Гц), 7.06–8.26 м (9Н, Ar). ЯМР 13C, δ, м.д.: 
24.0 (Ac, СН3), 30.6 (СН2), 34.0 (CH2), 85.8 (Cчетв), 
124.8‒136.3 (Ar), 169.7 (Ac, C=O), 171.7(С=О). 
Найдено, %: С 73.49; Н 5.29; N 9.79. C18H16N2O2. 
Вычислено, %: C, 73.95; H, 5.52; N, 9.58.

Аналогично получают соединения 1b-d. 
4-Ацетил-3a-(п-толил)-2,3,3a,4-тетрагидро-

1H-бензо[d]пирроло[1,2-a]имидазол-1-он (1b).
Метод А: выход 0.42 г (69%); метод Б: выход 

0.09 г (73%), светло-бежевые кристаллы, т.пл. 
200–202° С. ИК спектр, см−1: 1687 (C=O, Амид 
I), 1644 (CH3C=O, Амид I). ЯМР 1H, δ, м.д.: 
2.22 с (3Н, Ac), 2.31 с (3Н, СН3), 2.77 т (2Н, СН2, 
J 4 Гц), 3.45 т (2Н, СН2, J 4 Гц), 7.11–8.15 м (8Н, 
Ar). ЯМР 13C, δ, м.д.: 21.7 (СН3), 24.2 (Ac, СН3), 
30.8 (СН2), 34.1 (CH2), 83.8 (Cчетв), 124.6–129.4 
(Ar), 170.1 (Ac, C=O), 171.2 (С=О). Найдено, %: 
С 74.27; Н 5.68; N 9.31. C19H18N2O2. Вычислено, 
%: C, 74.49; H, 5.92; N, 9.14.

4-(2,2,2-Трифторацетил)-3a-фенил-2,3,3a,4-
тетрагидро-1H-бензо[d]пирроло[1,2-a]имидазол-
1-он (1c).

Метод А: выход 0.50 г (72%); метод Б: выход 
0.11 г (82%), светло-бежевые кристаллы, т. пл. 
138–142° С. ИК спектр, см−1: 1716 (CF3C=O), 
1685 (C=O, Амид I). ЯМР 1H, δ, м.д.: 2.05 м (2Н, 
СН2), 3.79 м (2H, СН2), 7.18–7.63 м (9H, Ar). 
ЯМР 13C, δ, м.д.: 29.2 (СН2), 35.8 (СН2), 92.1 
(Cчетв), 116.6 кв (JС-F = 290 Гц, CF3), 125.8–132.3 
(Ar), 155.0 кв (JС-F = 37 Гц, CF3 CO), 173.6 
(C=O). Найдено, %: С 62.23; Н 3.73; N 8.13. 
C18H13F3N2O2. Вычислено, %: C, 62.43; H, 3.78; 
N, 8.09.

4-(2,2,2-Трифторацетил)-3a-(п-толил)-
2,3,3a,4-тетрагидро-1H-бензо[d]пирроло[1,2-a]
имидазол-1-он (1d).

Метод А: выход 0.48 г (67%); метод Б: выход 
0.10 г (73%), светло-бежевые кристаллы, т. пл. 
188–192° С. ИК спектр, см−1: 1718 (CF3C=O), 
1686 (C=O, Амид I). ЯМР 1H, δ, м.д.: 2.04 м (2H, 
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СН2), 2.27 с (3Н, СН3), 3.77 м (2H, СН2), 7.08–7.65 
м (8H, Ar). ЯМР 13C, δ, м.д.: 20.5 (СН3), 28.8 
(СН2), 35.7 (СН2), 91.8 (Cчетв), 116.5 кв (JС-F = 
290 Гц, CF3), 125.7–140.7 (Ar), 162.1 кв (JС-F = 37 
Гц, CF3 CO), 173.6 (C=O). Найдено, %: С 63.56; 
Н 4.53; N 7.56. C19H15F3N2O2. Вычислено, %: C, 
63.33; H, 4.20; N, 7.77.

Результаты и их обсуждение

Реакции (трифтор)ацетилирования нами 
проведены как в классических условиях, при 
нагревании в соответствующей кислоте, так и 
в реакторе Monowave 50  ( герметичный сосуд). 
В обоих случаях ацилирующим агентом служили 
ледяная уксусная кислота либо трифторуксус-
ный ангидрид. После проведения синтеза реак-
ционную смесь нейтрализовали насыщенным 
раствором соды, в результате были выделены 
кристаллические вещества светлой окраски, 
которые по совокупности данных элементно-
го анализа, ИК, ЯМР 1Н и 13С спектроскопии 
были охарактеризованы как 4-ацетил- (1a,b) 
и 4-(2,2,2-трифторацетил)-3a-арил-2,3,3a,4-
тетрагидро-1H-бензо[d]пирроло[1,2-a]имидазол-
1-оны (1c,d):

Следует отметить, что строение получаемых 
продуктов 1a-d не зависело от способа синтеза, 
что подтверждалось идентичностью их физико-
химических и спектральных характеристик. Тем 
не менее способ синтеза с применением техники 
герметичных сосудов позволяет получать про-
дукты за более короткое время, с меньшим рас-
ходом растворителей и с несколько более высо-
ким выходом (67–75% в классических условиях 
и 73–82% в реакторе Monowave 50) (таблица).

Время проведения реакций и выходы продуктов 
The Reaction Time and Yields of the Products

Вещество /
Product

Метод А / Method A Метод Б / Method B
Время, 
мин /

Time, min

Выход, % /
Yield, %

Время, 
мин /

Time, min

Выход, % /
Yield, %

1a

120‒180

75

2

80
1b 69 73
1c 72 82
1d 67 73

В литературе [3] известны реакции ацили-
рования трифторуксусным ангидридом индо-
лохалконов с участием ароматического кольца, 
активность ароматического фрагмента изучае-
мых соединений в реакциях с электрофильными 
агентами подтверждена также образованием 
продуктов алкилирования и азосочетания с со-
лями диазония [10]. Этот факт дает основание 
не исключать возможности ацилирования бен-
зопирролонового фрагмента. 

Спектральные характеристики свидетель-
ствуют о том, что вне зависимости от выбран-
ных условий проведения синтеза ацилирование 
проходит по вторичной аминогруппе исходных 
бензопирролоимидазолонов подобно ароматиче-
ским аминам [1, 2], не затрагивая ароматические 
кольца. 

В ИК спектрах полученных соединений 
1a-d отсутствуют полосы поглощения NH-групп. 
Отмечены полосы поглощения «Амид I», соот-
ветствующие колебаниям карбонильной группы 
лактамного фрагмента при 1685–1688 см−1, в 
области 1642–1644 см−1 наблюдается полоса 
поглощения, которая обусловлена колебаниями 
карбонильной группы ацильного фрагмента, 
связанного с третичным азотом (1a,b), а в об-
ласти 1716–1718 см−1 

       наблюдается резонансное 
поглощение, связанное с валентными колебания-
ми карбонильной группы трифторацетильного 
фрагмента (1c,d).

В ЯМР 1Н спектрах для соединений 1a,b от-
мечены синглеты протонов ацильного фрагмента 
при 2.15–2.22 м.д., а также исчезновение сигнала 
протона вторичной аминогруппы по сравнению 
со спектрами исходных соединений [11] для всех 
синтезированных соединений 1a-d. Кроме того, 
в спектрах имеются мультиплетные сигналы 
протонов метиленовых звеньев пирролидоно-
вого фрагмента молекулы при 2.04−2.77 и 3.40−
3.79 м.д., в области 7.06−8.26 находятся сигналы 
протонов ароматических колец. Для соедине-
ний 1b,d отмечен синглет метильной группы 
п-толильного заместителя в положении 3а при 
2.27−2.31 м.д.

В спектрах ЯМР 13С соединений 1a,b отме-
чены характеристические сигналы атомов угле-
рода метильной группы ацильного фрагмента 
при 24.0–24.2 м.д. для соединений атома углерода 
карбонильной группы ацильного фрагмента при 
169.7−170.1 м.д. Для соединений 1c,d в связи 
с наличием в структуре сильной электроотрица-
тельной группы сигналы атомов углерода в соста-
ве трифторметильного фрагмента значительно 
смещены в слабое поле и проявляются в спектрах 
в виде квадруплетов при 116.5–116.6 м.д. с КССВ 
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JС-F 290 Гц. При 155.0–162.1 м.д. с КССВ JС-F 
37 Гц отмечены квадруплеты карбонильных ато-
мов углерода трифторацетильных заместителей. 
Для всех соединений 1a-d в спектрах ЯМР 13С  
имеются слабоинтенсивные сигналы четвертич-
ных атомов углерода в диапазоне 88.4–92.1 м.д. 
Атомы углерода карбонильной группы пирролоно-
вого фрагмента резонируют при 171.2–173.6 м.д. 
Для соединений 1b,d отмечены сигналы атомов 
углерода метильной группы п-толильного замес-
тителя в положении 3а при 20.5–21.7 м.д.

Таким образом, показано, что в случае моди-
фикации конденсированных гетероциклических 
систем, содержащих вторичную аминогруппу, 
с помощью реакций (трифтор)ацилирования более 
предпочтителен, по сравнению с классическим 
методом, способ синтеза с применением техники 
герметичных сосудов, что позволяет проводить 
реакцию за более короткое время, с меньшим рас-
ходом растворителей и с более высоким выходом, 
что выгодно отмечает предложенный метод.
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The introduction of the (trifluoro)acetyl moiety into different 
heterocycles allows one to vary their physicochemical proper-
ties, change the nature and magnitude of biological activity, and 
also to carry out further chemical transformations. At the same 
time, modern methods of organic chemistry are aimed, inter alia, 
at increasing the efficiency of known and widely used chemical 
reactions and the possibility of directing along other paths when 
conducting syntheses under conditions, which are different from 
the classical ones. The reactions (trifluoro)acetylation of 3a-aryl-
substituted benzopyrroloimidazolones in this study were carried 
out under classical conditions, when heated in an appropriate 
acylating agent, as well as in a Monowave 50 reactor in a sealed 
vessel. The (trifluoro)acylation of benzopyrroloimidazolones at 
elevated pressure and temperature in the absence of a catalyst 
is directed to the secondary amino group, as is in the case when 
using classical thermal heating conditions. The structures of the 
obtained compounds were proved using the set of IR, 1Н, 13С NMR  
spectroscopy data. It has been noted that the method of synthesis 
using the technique of sealed vessels is more preferable, since 
it allows one to obtain products in shorter time, with less solvent 
consumption and with higher yield.
Keywords: trifluoroacylation, acylation, benzopyrrolimidazolones, 
secondary amino group, classical conditions of heating, heating 
in a sealed vessel.
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Оценены возможности методов Фирордта и первой производ-
ной при «нулевом пересечении» для определения содержания 
синтетических пищевых красителей Желтый «солнечный за-
кат» (Е110) и Понсо 4R (Е124) при совместном присутствии в 
модельных растворах. Установлен диапазон концентраций ком-
понентов, при котором соблюдается принцип аддитивности оп-
тических плотностей. Для реализации метода Фирордта подо-
браны длины волн с максимальным различием коэффициентов 
поглощения отдельных компонентов (470.2 и 536.7 нм). Изучено 
влияние шага дифференцирования при разной концентрации 
красителей на величину первой производной, соответствующей 
максимуму поглощения в спектре нулевого порядка. Определе-

ны значения «нулевых пересечений» первых производных спект-
ров поглощения индивидуальных соединений при оптимальном 
шаге дифференцирования λ = 2 нм, которые составили для 
Е110 и Е124 482.5 нм и 507 нм соответственно. Установлено, 
что погрешность определения индивидуальных красителей 
методом производной спектрофотометрии ниже, чем методом 
Фирордта. Правильность определения красителей методом 
Фирордта варьировала для Е110 от 102 до 105%, для  Е124 – от 
93 до 107%. Правильность определения с помощью метода 
первой производной при «нулевом пересечении» для Е110 от 98 
до 101%, Е124 – от 96 до 103%.
Ключевые слова: синтетические пищевые красители, Жел-
тый «солнечный закат», Понсо 4R, метод Фирордта, производ-
ная спектрофотометрия.
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Синтетические красители (СК) широко при-
меняются как в пищевой, так и в фармацевтиче-
ской отрасли. Их содержание в производимой 
продукции не должно превышать установленных 
норм [1], поскольку «доза» и способ употреб-
ления играют роль в проявлении различных 
аллергических реакций, гиперактивности и 
снижении внимания у детей. Постоянно про-
водимые токсико-гигиенические исследования 
красителей позволяют расширить информацию 
о рисках применения этих соединений в продук-
тах питания и фармацевтических препаратах [2]. 
В составе продукции СК могут использоваться 
как индивидуально, так и в виде смесей, позволяя 
получать цвета и оттенки, невозможные при при-
менении натуральных красителей. Чаще всего 
используются двухкомпонентные смеси (рис. 1).

Рис. 1. Распределение смесевых композиций красителей по числу компонентов 
в их составе (по Е. В. Смирнову [3])

Fig. 1. Distribution of mixed dyes compositions by the number of components (according 
to E. V. Smirnov [3])

3 компонента /
3 components

19%

4 компонента /
4 components

5%

2 компонента /
2 components

76%
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Следует отметить, что в состав смесевых 
красителей входят соединения не только раз-
личных химических классов, но и отличающи-
еся санитарно-гигиеническими показателями, 
т. е. имеющие разную степень воздействия на 
организм. Другой отличительной особенно-
стью смесевых красителей является большой 
диапазон соотношения индивидуальных ком-
понентов.

Для контроля содержания СК применяются 
различные методы анализа, среди которых спек-
трофотометрия занимает одно из ведущих мест 
[4]. Это простой, аппаратурно оснащенный и 
экономически доступный метод для определения 
как индивидуальных соединений, так и много-
компонентных смесей с применением разных 
подходов (производная спектрофотометрия, 
хемометрические алгоритмы) (рис. 2).

Рис. 2. Распределение работ по методам определения синтетических пищевых красителей 
(по данным Н. Б. Шестопаловой [4])

Fig. 2. The distribution of works by the methods of the synthetic food dyes determination (according 
to N. B. Shestopalova [4])

Одним из классических подходов количе-
ственного спектрофотометрического анализа 
двухкомпонентных смесей является метод 
Фирордта, основанный на решении системы 
уравнений [5]. Широкое практическое приме-
нение его ограничивается сложностью выбора 
аналитических длин волн при обязательном вы-
полнении закона Бугера ‒ Ламберта ‒ Бера и со-
блюдении принципа аддитивности оптических 
плотностей компонентов в смеси. Погрешность 
определения индивидуальных компонентов 
также зависит и от их соотношения [6]. Анализ 
работ по определению СК показал, что метод 
Фирордта применяли для ограниченного числа 
бинарных смесей Е102 и Е124 [7], Е132 и Е124 
[8], различающихся положением максимума по-
глощения на 81 и 103 нм соответственно.

Современными методами математической 
обработки спектров поглощения являются 
различные хемометрические алгоритмы (ме-
тод проекции на латентные структуры, метод 
множественной линейной регрессии), которые 
требуют навыков обработки экспериментальных 
данных в специальных программах [6, 9‒11].

В случае сильно перекрывающихся спект-
ральных полос применяются производные от 

спектров поглощения по длине волны. При 
выполнении основного закона светопоглоще-
ния и условия аддитивности n-производная 
оптической плотности прямо пропорциональ-
на концентрации компонента. На практике 
чаще используют производные первого и 
второго порядка [12], графические преоб-
разования спектров поглощения проводят с 
помощью как определенных алгоритмов [13], 
так и программного обеспечения спектрофото-
метра [14].

Для анализа двухкомпонентных смесей 
СК, спектры поглощения которых значительно 
перекрываются, предложен один из вариантов 
производной спектрофотометрии, в котором 
аналитическими длинами волн являются зна-
чения «нулевого пересечения» с осью абсцисс 
первых производных спектров поглощения 
компонентов (табл. 1). При однократном диф-
ференцировании такое «нулевое пересечение» 
соответствует максимуму поглощения компо-
нента в исходном спектре нулевого порядка. 
При этом значение производной оптической 
плотности пропорционально концентрации 
другого компонента, у которого это значение 
отлично от нуля.

7%
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Таблица 1 / Table 1
Литературные данные о применении производной спектрофотометрии при «нулевом пересечении» 

для определения СК в бинарных смесях
Literary Data on the Application of Derivative Spectrophotometry with “Zero Crossing” 

to Determine the Synthetic Dyes in Binary Mixtures

СК /
SD

λmax, нм /
λmax, nm

Длина волны «нулевого 
пересечения», нм / The wave-
length of «zero crossing», nm

Шаг дифференцирования, 
Δλ /Step 

of differentiation, Δλ

Правильность, %
(Sr , %) / 

Correctness, % (Sr, %)

Литература / 
Literature

Е110
Е124

486
507

480.3
510.7 2 (5)

(5) [10]

Е110
Е124

486
507

486
507 20 99.7‒102.2

92.0‒103.0 [15]

Е110
Е102

486
527

486
539.5 20 99.7‒102.2

93.9‒103.3 [15]

Е110
Е127

486
526

482.7
526.3 2 105.8

102.8 [16]

Е110
Е102

486
427

482.7
526.3; 538 8 96‒105;

96‒101; 99‒124 [17]

Е110
Е101

482
445

481.7
448.5 2 102

101 [18]

Е110
Е102

486
427

484.5
427 4 (0.9)

(1) [19]

Е110
Е127

486
526

480.9
525.4 ‒ 94.8‒102.8

99.2‒100.6 [20]

Е132
Е124

610
507

507
610 10 94‒104

90‒97 [21]

Е131
Е122

640
515

640
515 20 95.2‒124

103.8‒117.6 [22]

Как видно из приведенных данных, длина 
волны «нулевого пересечения» не всегда со-
впадает со значением максимума поглощения 
определяе мого компонента. Так, например, для 
красителя Е110 значение «нулевого пересечения» 
варьирует от 480.3 до 486 нм, а для Е124 – от 507 до 
510.7 нм. Другой параметр получения производ-
ной спектра – шаг дифференцирования (Δλ) – 
также варьируется в достаточно широких преде-
лах от 2 до 20 нм. Недостаточно ясно, как эти пара-
метры отражаются на погрешности определения.

В связи с этим целью работы явилась оценка 
возможностей применения методов Фирордта и 
производной спектрофотометрии при «нулевом 
пересечении» для определения синтетических 
пищевых красителей Желтый «солнечный закат» 
(Е110) и Понсо 4R (Е124) при совместном при-
сутствии в модельных водных растворах.

Материалы и методы

В работе использовали синтетические пище-
вые красители Желтый «солнечный закат» (Е110) 
и Понсо 4R (Е124) фирмы «Sigma-Aldrich». Исход-
ные водные растворы красителей с концентрацией 
100 мг/л готовили растворением точной навески в 
дистиллированной воде с учетом массовой доли 

основного вещества. Рабочие растворы с концент-
рацией 2.0‒20.0 мг/л, полученные разбавлением 
исходных тем же растворителем, использовали 
для построения градуировочных зависимостей и 
приготовления модельных смесей. Концентрации 
индивидуальных красителей в модельных смесях 
составляли 2.0; 8.0; 14.0; 20.0 мг/л. Состав смесей 
подбирали с учетом значения оптических плотно-
стей полученных растворов в диапазоне 0.2‒1.4.

Электронные спектры поглощения реги-
стрировали на спектрофотометре SHIMADZU 
UV-1800 (Япония) в  кварцевых  кюветах 
(l = 10 мм) в интервале длин волн 350–750 нм. 
Пределы допустимых значений абсолютной по-
грешности по шкале λ ±0.3 нм. Производные 
электронных спектров поглощения первого по-
рядка получали с помощью программного обес-
печения спектрофотометра UV-Probe 2.31; шаг 
дифференцирования (∆λ) варьировали от 1 до 
80 нм; масштабирующий фактор – 100.

Выбор аналитических длин волн для анализа 
модельных смесей методом Фирордта проводили 
согласно [23], значения составили 470.2 и 536.7 нм.

Значения «нулевых пересечений» спектров 
поглощения: для Е110 – 482.5 нм, Е124 – 507 нм 
(∆λ– 2 нм).

Д. В. Силаев и др. Определение синтетических пищевых красителей Е110 и Е124 
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Статистическую обработку результатов па-
раллельных определений (n = 3) проводили по 
общепринятым формулам с помощью программы 
МSExcel при уровне доверительной вероятности 
Р = 0.95.

Результаты и их обсуждение

Исследуемые синтетические пищевые кра-
сители относятся к сульфопроизводным моно-
азосоединений, хорошо растворимы в воде и 
устойчивы в широком диапазоне рН [3]:

Рис. 3. Электронные спектры поглощения индивиду-
альных красителей: 1 ‒ Е110, 2 ‒ Е124, 3 ‒ их смеси 

(С110 = 14 мг/л, С124 = 8 мг/л)
Fig. 3. Electronic absorption spectra of individual dyes 
E110 (1), E124 (2) and their mixtures (3) (C110 = 14 mg/l, 

C124 = 8 mg/l)

 

        «  » (  110)  

Yellow “sunset” (E110)   

Электронные спектры поглощения водных 
растворов красителей имеют широкие полосы 
поглощения с характеристическими максиму-
мами при 482.5 и 507 нм для Е110 и Е124 соот-
ветственно, в модельных смесях наблюдается 
сильное перекрывание полос поглощения в 
диапазоне 350‒750 нм (рис. 3).

Поскольку и метод Фирордта, и производная 
спектрофотометрия могут быть использованы 
только при соблюдении основного закона све-
топоглощения для обоих компонентов и условия 
аддитивности для их смеси, предварительно 
была установлена линейная зависимость оптиче-
ской плотности растворов от концентрации ин-
дивидуальных красителей в диапазоне 2‒20 мг/л.

Метод Фирордта. Определение аналитиче-
ских длин волн по методу Фирордта проводили 
по спектрам поглощения индивидуальных кра-
сителей с концентрацией 8 мг/л. Рассчитывали 

        4R ( 124) 

        Ponso 4R (E124) 

А

1

2

3

разности А(Е110) – А(Е124) при каждой длине 
волны, строили график зависимости ΔА=f(λ), 
и максимальное и минимальное значение на 
полученной кривой были выбраны в качестве 
аналитических длин волн, которые составили 
470.2 и 536.7 нм. Найденные таким способом λ1 
и λ2 не совпадают с максимумами поглощения 
индивидуальных соединений.

Для каждой концентрации красителя (2.0; 
8.0; 14.0; 20.0 мг/л) при выбранных длинах 
волн рассчитывали коэффициент поглощения 
по формуле

.

Полученные значения коэффициентов по-
глощения (л·мг−1·см−1) составили для Е110 

= 0.049±0.001; = 0.005±0.001; для 
Е124  = 0.030±0.001; = 0.034±0.001. 

Проверку закона аддитивности проводили 
для приготовленных 16 модельных смесей с 
разным соотношением концентраций индивиду-
альных компонентов (2.0; 8.0; 14.0; 20.0 мг/л) по 
методике [23]. Результаты измеренных значений 
оптических плотностей отличались от рассчитан-
ных по формуле 

Aλрасч = k1
λ 

 C1l + k2
λ 

 C2l

не более чем на 5% для смесей, в которых общее 
содержание красителей не превышало 28 мг/л. 
Для дальнейших расчетов смеси, отличающиеся 
оптической плотностью более 5%, не принимали 
во внимание.

Концентрацию каждого красителя в 12 мо-
дельных смесях определяли при выбранных 
длинах волн по формулам
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Полученные результаты представлены в табл. 2.

,С

С .

Как видно из представленных данных, во 
всех модельных растворах наблюдали несколько 
завышенные значения содержания Е110, пра-
вильность определения варьировала от 102 до 
105%. Содержание красителя Е124, наоборот, 
в большинстве случаев заниженное, и правиль-
ность определения варьировала от 93 до 107%.

Таблица 2 / Table 2
Результаты определения содержания красителей Е110 и Е124 при совместном присутствии 

в модельных водных растворах по методу Фирордта (n = 3; P = 0.95)
The Results of the Simultaneous Determination of the Dyes E110 and E124 in Model Aqueous Solutions 

According to Vierordt’s Method (n = 3; P = 0.95)

Введено, мг/л / 
Added, mg/l

Найдено, мг/л /
Found, mg/l

Правильность, % /
Correctness, %

СЕ110 СЕ124 СЕ110 СЕ124 СЕ110 СЕ124

2.0 2.0 2.04±0.04 2.05±0.04 102±2 102±2
2.0 8.0 2.10±0.06 7.8±0.2 105±3 95.3±0.8
2.0 14.0 2.05±0.07 14.1±0.3 103±4 97±1
2.0 20.0 2.10±0.05 19.5±1.2 102±5 96±1
8.0 2.0 8.3±0.4 2.10±0.05 103±5 105±2
8.0 8.0 8.2±0.3 7.76±0.02 103±3 97.0±0.3
8.0 14.0 8.2±0.2 13.6±0.2 102±3 97.1±1.6
8.0 20.0 8.2±0.2 19.22±0.13 102±3 96.1±0.7
14.0 2.0 14.4±0.5 2.1±0.2 103±4 104±6 
14.0 8.0 14.3±0.5 7.69±0.07 102±4 96±1
20.0 2.0 20.4±1.1 2.05±0.01 102±6 107±6
20.0 8.0 20.5±0.9 7.47±0.12 103±5 93±1

Производная спектрофотометрия первого 
порядка с аналитическими длинами волн при 
«нулевом пересечении». Для определения со-
держания индивидуальных компонентов с по-
мощью рассматриваемого подхода необходимо 
в первую очередь установить значения длин 

волн «нулевого пересечения» производных 
спектров поглощения первого порядка каждого 
соединения. Как видно из рис. 4, первые про-
изводные спектров поглощения Е110 и Е124 
имеют единственную точку пересечения с осью 
абсцисс.

Рис. 4. Производные первого порядка электронных спектров поглощения красителей при различной 
концентрации: а ‒ Е110; б ‒ Е124

Fig. 4. First-order derivatives of electronic absorption spectra of dyes at various concentrations: a ‒ 
E110; b ‒ E124

Д. В. Силаев и др. Определение синтетических пищевых красителей Е110 и Е124 

а/a б/b
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Рис. 5. Первые производные спектров поглощения: 1 ‒ Е110 (С = 14 мг/л), 2 ‒ Е124 
(С = 8 мг/л), 3 ‒ их смеси

Fig.5 First-order derivatives of the absorption spectra: 1 ‒ E110 (C = 14 mg/l), 2 ‒ E124 
(C = 8 mg/l), 3 ‒ their mixtures

Первые производные спектров поглощения 
индивидуальных красителей и их смеси, пред-
ставленные на рис. 5, показывают, что при зна-
чении «нулевого пересечения» Е110 его вклад в 

первую производную спектра поглощения смеси 
будет практически равен нулю. Следовательно, 
при этой длине волны значение dA/dλ будет за-
висеть только от концентрации Е124.

Для каждого красителя получены первые 
производные спектров поглощения для всех ис-
следуемых концентраций с различным шагом 
дифференцирования Δλ (от 1 до 80 нм) с ис-
пользованием программного обеспечения спек-
трофотометра UV-Probe 2.31. Установлено, что 

значение первой производной при длине волны 
максимума поглощения производной нулевого 
порядка отлично от математического нуля и за-
висит от шага дифференцирования Δλ (рис. 6, а, 
б). Величина этого отклонения может влиять на 
погрешность определения. 

Рис. 6. Отклонение от математического нуля значения  dA
dλ   в точках нулевого пересечения:

а ‒ Е110, б ‒ Е124; С = 2‒20 мг/л
Fig. 6. The deviation of value dA

dλ  at the points of zero intersection from the mathematical 
zero for E110 (a), E124 (b); C = 2‒20 mg/l

) 

1
3

2 λ, нм / λ, nm

dA
dλ

а/a

б/b

CЕ110, мг/л / CЕ110, mg/l

CЕ110, мг/л / CЕ110, mg/l
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Как видно из рис. 6, а значение первой 
производной Е110 при длине волны максимума 
поглощения (482.5 нм) зависит от шага диффе-
ренцирования. Наименьшие отклонения от «нуля» 
фиксировали при Δλ = 1 и 2 нм, значения откло-
нений увеличивались с ростом концентрации 
красителя в растворе: от 0.002 (С = 2 мг/л) до 0.021 
(С = 20 мг/л). Также установлено, что увеличение 
шага дифференцирования приводит к бóльшим 
отклонениям от математического нуля. Так, для 
концентрации 20 мг/л при Δλ = 2 нм отклонение 
составляет 0.021, а при Δλ = 20 нм – 0.186, т. е. 
возрастает на порядок. Очевидно, что это может 
вносить вклад в систематическую погрешность 
определения индивидуального компонента.

Несколько иная картина наблюдается при 
оценке значения первой производной спектров 
поглощения Е124, соответствующей максимуму 
поглощения 507.0 нм. Как видно на рис. 6, б, 
значения отклонений от математического нуля 
были как положительными, так и отрицатель-
ными. Максимальные отклонения практически 
на порядок ниже таковых для Е110. 

Для оценки погрешности определения 
индивидуальных красителей в смесях был вы-
бран шаг дифференцирования Δλ = 2 нм, для 
которого отклонения от нуля обоих компонентов 
минимальны во всем диапазоне исследуемых 
концентраций.

Проведено определение содержания краси-
телей в 12 модельных смесях способом градуи-
ровочной зависимости. Для определения Понсо 
4R строили градуировочную зависимость по 
значениям его первых производных при длине 
волны «нулевого пересечения» первой произво-
дной спектра поглощения Желтого «солнечный 
закат» (482.5 нм). Уравнение градуировочной 
зависимости имело вид dA/dλ = 0.0719С + 0.0002; 
R2 = 0.9999. Для определения Желтого «солнеч-
ный закат» строили градуировочную зависимость 
по значениям его первых производных при длине 
волны «нулевого пересечения» первой производ-
ной спектра поглощения Понсо 4R (507.0 нм). 
Уравнение градуировочной зависимости имело 
вид dA/dλ = 0.0629С – 0.0017; R2 = 0.9999. Полу-
ченные результаты представлены в табл. 3.

                                                                                                                                           Таблица 3 /Table 3
Результаты определения содержания красителей Е110 и Е124 в модельных водных растворах 

методом первой производной при «нулевом пересечении» (n = 3; Р = 0.95)
The Results of the Determination of the Dyes E110 and E124 in Model Aqueous Solutions 

by the Method of the First Derivative with the “Zero Intersection”  (n = 3; P = 0.95)

Введено, мг/л / 
Added, mg/l

Найдено, мг/л / 
Found, mg/l Правильность, % / Correctness, %

СЕ110 СЕ124 СЕ110 СЕ124 СЕ110 СЕ124

2.0 2.0 2.02±0.05 2.00±0.04 101.0±2.0 100.0±2.0
2.0 8.0 1.99±0.03 7.8±0.1 98±3 99.0±1.0
2.0 14.0 1.98±0.08 14.2±0.2 99±4 101.1±1.1
2.0 20.0 2.00±0.01 19.5±1.2 98.4±2.4 97.7±2.1
8.0 2.0 8.0±0.1 2.1±0.1 101.0±1.0 102.2±2.2
8.0 8.0 8.0±0.1 7.9±0.1 99.4±1.3 99.2±1.7
8.0 14.0 7.98±0.05 14.1±0.3 99.8±0.7 101.0±2.2
8.0 20.0 8.0±0.2 19.9 ±0.3 99.7±2.1 99.5±1.4
14.0 2.0 14.03±0.06 2.05±0.15 100.2±0.4 103±3
14.0 8.0 14.0±0.1 7.9±0.4 99.8±0.6 98.2±2.2
20.0 2.0 19.8±0.1 2.05±0.12 99.2±0.7 103±3
20.0 8.0 19.9±0.1 7.7±0.6 99.5±0.7 96±3

Как видно из табл. 3, правильность опреде-
ления Е110 с использованием метода первой про-
изводной варьирует от 98 до 101%, Е124 – от 96 
до 103%. Проанализированы погрешности двух 
методов определения содержания красителей в мо-
дельных смесях. На рис. 7 представлены значения 
относительной погрешности определения (δ,%) в 
зависимости от соотношения компонентов в смеси.

Как видно из представленных диаграмм, 
погрешность определения индивидуальных ком-
понентов зависит от содержания компонентов 
в смеси. Погрешность определения Е110 по ме-
тоду Фирордта составляет 1.8‒5%, погрешность 
определения с помощью первой производной – 
0.2‒2%. Применение производной спектрофото-
метрии для определения Е124 также дает более 

Д. В. Силаев и др. Определение синтетических пищевых красителей Е110 и Е124 
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точные результаты, чем метод Фирордта. Однако 
значения погрешностей несколько выше, чем у 
Е110. Так, определение Е124 методом Фирордта 

возможно с погрешностями 2‒7%, с использова-
нием первой производной при «нулевом пере-
сечении» − 0.2‒4%.

Заключение

Метод Фирордта применен для определе-
ния Е110 и Е124 при совместном присутствии в 
модельных водных растворах. При выбранных 
аналитических длинах волн 470.2 и 536.7 нм 
погрешность определения для Е110 не превы-
шала 5%, для Е124 – 7%. 

Для определения Е110 и Е124 также при-
менен метод первой производной при «нулевом 
пересечении». Исследовано влияние параметров 
получения первых производных и установлено, 
что значение «нулевого пересечения» зависит 
от шага дифференцирования Δλ и концентрации 
компонентов. При увеличении Δλ и концентра-
ции наблюдается отклонение от «нуля» при 
аналитической длине волны, соответствующей 

максимуму поглощения компонента. Минималь-
ные, близкие к «нулю» значения наблюдаются 
при Δλ, не превышающей 2 нм.

Проведен сравнительный анализ двух мето-
дов по относительной погрешности определения 
индивидуальных компонентов в модельных 
смесях. Установлено, что погрешность опреде-
ления методом производной спектрофотометрии 
меньше, чем методом Фирордта. Ошибки опреде-
ления в обоих случаях зависят от концентрации 
и соотношения компонентов. 
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The application of the Vierordt’s and the first derivative at the “zero 
crossing” methods was evaluated for the simultaneous determination 
of synthetic food dyes Yellow “sunset” (E110) and Ponso 4R (E124) 
in model solutions. The concentrations interval of components is 
established at which the principle of optical densities additivity is 
observed. For the implementation of the Vierordt’s method, wave-
lengths with the maximum difference in the absorption coefficients 
of the individual components (470.2 and 536.7 nm) were chosen. 
The influence of the differentiation step at various concentrations 
of dyes on the magnitude of the first derivative corresponding to 
the absorption maximum in the spectrum of zero order was studied. 
The values of the “zero intersections” for the first derivatives of 
the absorption spectra of individual compounds were determined 
at the optimal differentiation step λ = 2 nm, which amounted to 
482.5 nm and 507 nm for Е110 and Е124, respectively. It was es-
tablished that the error in the determination of individual dyes by 
the method of derivative spectrophotometry is lower than by the 
Vierordt’s method. The correctness of the dyes determination by the 
Vierordt’s method varied for E110 from 102 to 105%, for E124 from 93 
to 107%. The correctness of the determination by the first derivative 
method with “zero crossing” varied for E110 from 98% to 101%, for 
E124 from 96% to 103%.
Keywords: synthetic food dyes, Yellow “sunset”, Ponso 4R, 
Vierordt’s method, derivative spectrophotometry.

References

1.  Gigienicheskie trebovaniya po primeneniyu pishchevyh 
dobavok. Sanitarno-epidemiologicheskie pravila i normy. 
SanPiN 2.3.2.1293-03. Minzdrav Rossii [Hygienic require-
ments for the use of food additives. Sanitary and epide-
miological rules and regulations. SanPiN 2.3.2.1293-03. 
Ministry of Health]. Moscow, 2003 (in Russian).

2.  Kozina O. V. Vliyanie pishchevyh dobavok na organ-

izm cheloveka [Infl uence of food additives on the hu-
man body]. In: Praktiko-orientirovannye molodezhnye 
issledovaniya problem regiona. Materialy regional’noy 
nauch.-prakt. konf. obuchayushchihsya i studentov 
[Practice-oriented youth studies of the region. Materials 
of the regional scientifi c-practical conference of students]. 
Tyumen, Izd-vo Tyumen. gos. neftegaz. un-ta, 2012, 
pp. 80‒84 (in Russian).

3.  Smirnov E. V. Pishchevye krasiteli [Food coloring]. St. 
Petersburg, Professiya Publ., 2009. 352 p. (in Russian).

4.  Shestopalova N. B. Sistemy nPAV – H2O – elektrol-
ity v micellyarnoj ekstrakcii i fotometricheskom opre-
delenii sinteticheskih pishchevyh krasiteley [Systems 
nPAV – H2O – electrolytes in micellar extraction and 
photometric determination of synthetic food dyes]. 
Thesis Diss. Cand. Sci. (Chem.)]. Saratov, 2015. 
23 p. (in Russian).

5.  Berstein I. Ya., Kaminsky Yu. L. Spektrofotometriches-
kiy analiz v organicheskoy himii [Spectrophotometric 
analysis in organic chemistry]. Leningrad, Himiya Publ., 
1975. 232 p. (in Russian).

6.  Vlasova I. V., Vershinin V. I., Shelpakova A. S. Ch-
emometric algorithms in spectrophotometric analysis of 
unseparated mixtures of organic substances. Vestn. Omsk. 
un-ta, 2010, no. 2, pp. 14–24 (in Russian).

7.  Altmöz S., Toptan S. Determination of Tartrazine and 
Ponceau-4R in various food samples by Vierordt’s method 
and ratio spectra fi rst-order derivative UV spectrophotom-
etry. J. Food Compost Anal., 2002, vol. 15, pp. 667–683. 
DOI: 10.1155/2014/650465

8.  Altmöz S., Toptan S. Simultaneous determination of Indig-
otin and Ponceau-4R in food samples by using Vierordt’s 
method, ratio spectra fi rst order derivative and derivative 
UV spectrophotometry. J. Food Compost Anal., 2003, vol. 
16, pp. 517–530. DOI: 10.1016/S0889-1575(03)00022-X 

9.  Bozdogan A., Özgur M. U., Koyuncu I. Simultaneous 
determination of sunset yellow and ponceau 4R in gela-
tin powder by derivative spectrophotometry and partial 
least-squares multivariate spectrophotometric calibration. 
Anal. Lett., 2000, vol. 33, no. 14, pp. 2975–982. DOI: 
10.1080/00032710008543235 

10. López-de-Alba P. L., López-Martinez L., Michelini-
Rodriguez L. I., Wróbel K., Amador-Hernández J. Extrac-
tion of sunset yellow and tartrazine by ion-pair formation 
with Adogen-464 and their simultaneous determination 
by bivariate calibration and derivative spectrophotometry. 
Analyst, 1997, vol. 122, pp. 1575–1579. DOI: 10.1039/
a702268i 

11.  Gianotti V., Angioi S., Gosetti F., Marengo E., Genna-
ro M. C. Chemometrically assisted development of IP-RP-
HPLC and spectrophotometric methods for the identifi ca-
tion and determination of synthetic dyes in commercial soft 
drinks. J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol., 2005, vol. 28, 
pp. 923–937. DOI: 10.1081/JLC-200051484 

12. Bulatov M. I., Kalinkin I. P. Prakticheskoe rukovodstvo 
po fotometricheskim metodam analiza [Practical guide to 
photometric methods of analysis]. Leningrad, Chemistry 
Publ., 1986. 432 p. (in Russian).



Химия 267

13. Vlasova I. V., Vershinin V. I., Tsyupko T. G. Methodology 
of spectrophotometric analysis of mixtures of organic 
compounds, the problem of nonadditivity of light absorp-
tion. Zhurn. analit. himii [J. Analyte. Chemistries], 2011, 
vol. 66, no. 1, pp. 25‒33 (in Russian).

14. Shestopalova N. B., Petrovich M. V., Chernova R. K. 
Determination of synthetic food dyes E102 and E110 in 
the joint presence. Izv. Sarat. un-ta. (N. S.), Ser. Chemistry, 
Biology, Ecology, 2016, vol. 16, iss. 3, pp. 247‒253 (in 
Russian). DOI: 10.18500/1816-9775-2016-16-3-247-253

15. Sayar S., Özdemir Y. First-derivative spectrophotometric 
determination of Ponceau 4R, Sunset Yellow and Tar-
trazine in confectionery products. Food Chem., 1998, 
vol. 61, no. 3, pp. 367–372.

16. Üstün Özgür M., Alpdoğan G., Koyuncu İ. Zero-crossing 
derivative spectrophotometric determination of mixtures 
of sunset yellow and erythrosine in pure form and in tab-
lets. Anal. Lett., 2007, vol. 35, no. 4, pp. 721–732. DOI: 
10.1081/AL-120003172

17. Berzas Nevado J. J., Rodriguez Flore J., Villaseror 
Lerena M. J. Simultaneous determination of tartrazine 
and sunset yellow by derivative spectrophotometry and 
ratio spectra derivative. Talanta, 1993, vol. 40, no. 9, 
pp. 1391–1396.

18. Özgür M. Ü. A rapid spectrophotometric method to re-
solve a binary mixture of food colorants (Ribofl avine and 

Sunset Yellow). Turk. J. Chem., 2004, vol. 28, pp. 325–333. 
19. Capitán-Vallvey L. F., Valencia M. C., Nicolás E. A. 

Flow injection analysis with on-line solid phase extrac-
tion for spectrophotometric determination of Ponceau 4R 
and its subsidiary unsulfonated dye in sweets and cos-
metic products. Microchim. Acta, 2002, vol. 138, no. 1–2, 
pp. 69–76.

20. Joseph-Charles J., Langlois M. H., Montagut M., Boyer C., 
Dubost J. P. Simultaneous Determination of Two Synthetic 
Dyes Erytrosine and Sunset Yellow in a Pharmaceutical 
Syrup by First Derivative Visible Spectrophotometry. Anal. 
Lett., 2002, vol. 35, no. 4, pp. 721–732. DOI: 10.1081/
AL-120003172

21. Vidotti E. C., Cancino J. C., Oliveira C. C., Rollemberg 
M. do C. E. Simultaneous determination of food dyes 
by fi rst derivative spectrophotometry with sorption onto 
polyurethane foam. Anal. Sci., 2005, vol. 21, pp. 149–153. 
DOI: 10.2116/analsci.21.149

22. Özdemir Y., Akkan A. A. Determination of Patent 
Blue V and Carmoisine in gelatine desserts by deriva-
tive spectrophotometry. Turk. J. Chem., 1999, vol. 23, 
pp. 221–229. 

23.  Osnovy analiticheskoj himii: prakticheskoe rukovodstvo 
[Fundamentals of analytical chemistry: a practical guide]. 
Ed. by Yu. A. Zolotov. Moscow, Laboratoriya znaniy Publ., 
2017. 462 p. (in Russian).

Д. В. Силаев и др. Определение синтетических пищевых красителей Е110 и Е124 

Сite this article as:
Silaev D. V., Shestopalova N. B., Fomina Yu. A., Rusanova T. Yu. Determination of Synthetic Food Dyes E110 and E124 in 
the Joint Presence by Vierordt’s Method and Derivative Spectrophotometry. Izv. Saratov Univ. (N. S.), Ser. Che mistry. Bio-
logy. Eco logy, 2019, vol. 19, iss. 3, pp. 257–267 (in Russian). DOI: https://doi.org/10.18500/1816-9775-2019-19-3-257-267



Научный отдел268

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Химия. Биология. Экология. 2019. Т. 19, вып. 3

УДК 543. 25

О взаимодействии фосфорномолибденовой кислоты 
с α-аминокислотами и возможности применения 
продуктов реакции в ионометрии
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Рассмотрены условия синтеза ионных ассоциатов фосфор-
номолибдат-ионов с протонированной формой гидрохлорида 
лизина. Показано, что фосфорномолибденовая кислота (ФМК) 
подвергается процессам гидролиза с образованием следующих 
продуктов: НРО42

– + Мо12О42
– + 11Н2О. При рН 2 в водных рас-

творах ФМК устойчива, существует в виде аниона [РМо12О42]
3– 

и взаимодействует с протонированной формой лизина с обра-
зованием ассоциата 3[НLys]+[ФМК]3–. Молярное соотношение 
лизин : ФМК = 3 : 1 доказано методом потенциометрического 
титрования, указанные молярные соотношения подтверждены 
данными элементного анализа. ИК-спектроскопическое иссле-
дование полученного ассоциата показало наличие фрагмента 
–Мо–О (ν =1900–500 см–1) и группы –NH3– (ν = 3500–3650 см–1), 
что свидетельствует об ионном характере связи между анионом 
ФМК и катионом лизина. Пластифицированную мембрану полу-
чали путем добавления к навеске 0,050 г высушенного ассоциата 
8 мл циклогексанона и 0,4316 г дибутилфталата. Нагревали до 
60° С и добавляли при перемешивании небольшими порциями 
0,2522 г поливинилхлорид. После растворения поливинилхло-
рида готовую прозрачную субстанцию помещали в чашку Петри 
(d = 61 мм) и высушивали на воздухе в течение трех суток. За-
тем к тщательно отшлифованному торцу графитового стержня 
прикрепляли полученную ион-селективную мембрану, диаметр 
которой соответствовал диаметру трубки (6–8 мм). После вы-
сушивания перед работой электрод кондиционировали в тече-
ние 24 часов в 10–3 М растворе лизина. Электродная функция 
линейна в интервале концентраций 10–2–10–5 М. Впервые ис-
следована морфология фосфорномолибденовой кислоты и ее 
ассоциата с лизином.
Ключевые слова: ион-селективные электроды, α-амино кис-
лоты, ионный ассоциат, фосфорномолибденовая кислота.
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Определение отдельных α-аминокислот 
(в частности, лизина) в их смешанных раство-
рах и сложных объектах в настоящее время 
в основном проводят хроматографическими, 
спектроскопическими и электрофоретическими 
методами, которые непригодны для скринин-
говых испытаний продукции вследствие их 
дороговизны и трудоемкости. Этих недостатков 
лишена ионометрия, основанная на применении 
соответствующих сенсоров. Обзор таких сен-
соров на α-аминокислоты представлен в работе 
[1]. Из обзора следует, что далеко не для всех 
α-аминокислот получены сенсоры, и в частности, 
не описаны сенсоры на основе ионных ассоциа-
тов (преимущественно труднорастворимых), 
наиболее простой и распространенной формы 
ионофоров, часто применяемой в ионометрии 
многих органических соединений [2–5]. Для это-
го имеются объективные основания: фактически 
не известны труднорастворимые соединения для 
сильногидратированных α-аминокислот. Кроме 
того, ситуация с α-аминокислотами осложняется 
тем, что они, в зависимости от рН и других фак-
торов, могут существовать в растворе в формах 
катионов, анионов, цвиттерионов (рис. 1). Типич-
ная для основных α-аминокислот диаграмма рас-
пределения ионизированных форм в зависимости 
от рН на примере лизина представлена на рис. 1.

Как видно из рис. 1, в катионной протони-
рованной форме лизин существует при рН 2 и 
в более кислых средах.

Рис. 1. Типичная для основных α-аминокислот диаграмма 
распределения ионизированных форм на примере лизина 

в зависимости от рН 
Fig. 1. Typical for basic α-amino acids distribution diagram 
of ionized forms on the example of lysine depending on pH

%

pH
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Нами для исследования была выбрана мало 
изученная в ионометрии как лиганд-противо-
ион фосфорномолибденовая кислота (ФМК), 
содержащая сложный гидрофобный анион ‒ фос-
форомолибдат. ФМК относится к гетерополисо-
единениям общей формулы [ХхМmОy], причем 
х<<m. М-атом металла в самой высокой степени 
окисления в нашем случае – молибден; гетеро-
атомом Х является атом фосфора. Согласно рент-
генометрическим данным, постоянная решетки 
ФМК составляет 23,1Ао, в элементарной ячейке 
содержится 8 молекул. ФМК растворима в воде 
и кристаллизуется в виде хорошо образованных 
золотисто-желтых октаэдров с разным количе-
ством кристаллизационной воды. Так, описаны 
гидраты, содержащие 2, 14, 16, 22, 27, 28, 29, 
30 и до 50 молекул кристаллизационной воды. 
Большая часть этой воды – цеолитная по своей 
природе, и состав гидрата может значительно 
изменяться. 

Особенно следует подчеркнуть, что соглас-
но [2], ФМК подвергается в водных растворах 
гидролизу, например аналогично схожему по 
свойствам поливольфрамату:

[РW12040]3– + 23ОН– → НРО42
–+W12О42

– + 11Н2О.

Отмечается, что значения рН, при которых 
такие реакции происходят быстро и достаточно 
полно, имеют большой диапазон (рН 1‒14) в 
зависимости от вступающего в реакцию поли-
аниона. Многие полианионы являются сильными 
окислителями и подвергаются многократному 

обратимому одно- и двухэлектронному вос-
становлению, образуя интенсивно окрашенные 
смешанно-валентные соединения (гетерополи-
сини). Гетерополианионы имеют сложную и до 
настоящего времени однозначно не установлен-
ную структуру, хотя для изучения структуры 
этих соединений в растворах применялись такие 
разнообразные методы, как физико-химический 
анализ равновесий, полярография и вольтампе-
рометрия, солевая криоскопия, диффузия и диа-
лиз, ультрацентрифугирование, рентгенострук-
турный анализ, электронная и колебательная 
спектроскопия, ядерный магнитный резонанс, 
электронный парамагнитный резонанс [2].

В основе образования структур гетеропо-
лианионов лежат принципы электростатики и 
соотношения радиусов, которые известны для 
протяженных ионных решеток. Поэтому часто 
описывают эти структуры в виде совокупности 
МОn-полиэдров с металлом в центре, которые 
соединяются вершинами, ребрами и реже – гра-
нями. Однако атом металла не лежит в центре 
своего полиэдра из атомов кислорода, а сильно 
смещен к внешней части структуры полианиона, 
т. е. к вершине или ребру своего собственного 
полиэдра. Известно несколько типов таких струк-
тур. Одна из них, наиболее распространенная, в 
качестве примера приведена на рис. 2.

Было проведено термогравиметрическое 
исследование препарата ФМК, маркированного 
как H7[P(Mo2O7)6] × H2O. Термогравиметри-
ческое исследование, проведенное нами, под-

H+

CHHOOC

NH2

CH2 CH2 CH2 CH2 NH2 CHHOOC

NH2

CH2 CH2 CH2 CH2 NH3
+

Рис. 2. Структура анионов (по Кеггину): а ‒ [XMо12O40]ⁿ-; б ‒ изображенная в виде 
связей M-O; в ‒ полиэдрическая модель и модель плотной упаковки

Fig. 2. The structure of the anions (Keggin): a ‒ [ХМо12О40]ⁿ-; b ‒ is depicted in the form 
of bonds M-O; c ‒ polyhedral model and the model of close packing

а/a б/b в/c
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твердило наличие воды, по разному связанной 
в соединении (рис. 3). Так, при 110–120° С
удаляется вода слабо связанная, при 160‒170° С 
удаляется координационно связанная вода и об-
разуется безводный продукт, сохраняющий все 
свойства ФМК. При 450° С остаются устойчивые 
оксиды Р2О5 и МоО3. Из анализа термограммы 
также следует, что препарат не содержит золь-
ного остатка. Содержание воды в препарате со-
ставило 50%.

Рис. 3. Термогравиметрическое исследова-
ние фосфорномолибденовой кислоты

Fig. 3. Thermogravimetric study of the molyb-
dophosphoric acid

Согласно [3], брутто-формулу ФМК обо-
значали как H7[P(Mo2O7)6] × H2O. Ряд ав-
торов изображал брутто-формулу ФМК как 
H3H4[P(Mо2O7)6] × H2O, подчеркивая, что семь 
атомов водорода в брутто-формуле неравноцен-
ны и первые 3 атома водорода легко диссоции-
руют в водном растворе, в результате чего рН 
водного раствора ФМК имеет кислую реакцию 
(рН = 2,24), причем отщепляются все 3 протона 
одновременно с образованием трехзарядного 
аниона. Следующие 4 атома водорода не влияют 
на кислотность и по своей природе сходны с ато-
мами водорода группы OH органических кислот 

[3]. Как уже указывалось, значение рН водного 
раствора ФМК составляет 2,24, а это значит, что 
в такой среде основные α-аминокислоты прото-
нированы по атому азота и являются катионами. 
Нами исследовалась возможность образования 
твердой фазы в ряду всех 20 α-аминокислот 
при разных значениях рН. Было установлено, 
что из всех исследованных аминокислот только 
4 (Arg, Нis, Lys, Try) образуют труднораство-
римые соединения с ФМК, разные при разных 
рН. Было установлено, что в щелочной среде 
(рН 7) образуются студнеобразные осадки, не 
являющиеся ионофорами, и лишь при рН 2 об-
разуется обильный мелкокристаллический жел-
тый осадок, проявляющий свойства ионофора. 
Методом потенциометрического титрования 
лизина раствором ФМК (рис. 4) было показано, 
что молекулярные соотношения компонентов 
в ассоциате составляют [Lys]H+: ФМК3– = 3 : 1, 
поэтому образующийся труднорастворимый 
ассоциат можно представить общей формулой: 
3[Н Lys]+[ФМК]3–.

Рис. 4. Потенциометрическое титрование лизина С = 
= 0,09 М фосфорномолибденовой кислотой С = 0,03М : 
1 ‒ объем лизина для титрования 1 мл; 2 ‒ объем лизина 
для титрования 2 мл; 3 ‒ объем лизина для титрования 3 мл
Fig. 4. Potentiometric titration of lysine with = 0.09 M phos-
phoric molybdenum acid with = 0.03 M, 1 ‒ volume of lysine 
for titration of 1 ml; 2 ‒ volume of lysine for titration of 2 ml; 

3 ‒ volume of lysine for titration of 3 ml

E, mV

V ФМК, мл

1
2
3

Нами проведены ИК-спектроскопические 
исследования полученного ассоциата (рис. 5). 

Как следует из рис. 5, ИК-спектр ассоциата 
содержит характерные фрагменты как ФМК 
(связь -Мо-О с характеристической частотой 
ν = 1090‒500 cм–¹), так и лизина (характерная 
для группы -NH3

+ частота ν = 3300‒3650 cм–¹). 
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Рис. 5. ИК-спектры: а ‒ ассоциата фосфорномолибденовая кислота – лизин, б ‒ фосфорномолибденовой кислоты
Fig. 5. IR-spectrums: a ‒ associate of phosphorus-molybdenum acid – lysine, b ‒ phosphoric-molybdenum acid

Данные свидетельствуют о том, что связь в ас-
социате носит ионный характер. Как уже указы-
валось, твердая фаза была получена со всеми ос-
новными аминокислотами при разных значениях 
рН, однако как ионофор может работать только 
ассоциат, полученный при рН 2, так как при более 
высоких значениях рН начинают преобладать со-
единения другого состава с продуктами гидролиза 
ФМК (осадок имеет белесый оттенок), который 
свойствами ионофора не обладает. Пленочные 
селективные мембраны с поливинилхлоридной 
матрицей на основе ассоциата лизина с ФМК 
изготавливали по известной методике: к навеске 
0,0050 г высушенного ассоциата добавляли 8 мл 
циклогексанона и 0,4316 г дибутилфталата, нагре-
вали до 60о С и при перемешивании небольшими 

порциями добавляли 0,2522 г поливинилхлорида 
(ПВХ). После полного растворения ПВХ готовую 
прозрачную субстанцию помещали в чашку Пет-
ри (d = 61мм) и оставляли высыхать на воздухе. 
Твердоконтактный сенсор получали методом 
«наклеенной пленки». Для этого к тщательно 
отшлифованному торцу графитового стержня 
приклеивали ионоселективный мембранный 
диск, полученный по вышеизложенной методи-
ке, диаметр которого соответствовал диаметру 
трубки (6‒8 мм). После высыхания электроды 
перед работой кондиционировали в течение 
24 ч в 1×10–3 М раствора лизина (таблица). 
Электрод ная функция ион-селективного электро-
да на лизин линейна в интервале концентраций 
10–5‒10–1 М (рис. 6).

ν, см-1 ν, см-1
а/a б/b

Рис. 6. Электродная функция ион-селективного электрода на лизин
Fig. 6. Electrode function of ion-selective electrode on lysine

Основные электрохимические характеристики ион-селективного электрода на лизин
The Main Electrochemical Characteristics of the Ion-Selective Electrode for Lysine

Т установ. 
стационарного 
потенциала, мин /

T setting. 
the steady state
Narn potential

La, min

Рабочий 
диапазон С, М /
Operating range 

C, M

S, мВ/рС 
S, mV/pS

Время 
отклика 
мин /

Response 
time, min

Стабиль-
ность, 
рН, tо С /

Stability, pH, 
tо С

Дрейф 
потенциала, 
мВ/сут /

Potential drift 
La, mV/day

Угловой 
коэф. накло-
на прямой /
Corner coef. 
the slope of 
the straight

Срок 
службы, 
месяцы /

Service life, 
months

3,0 1×10-5 1×10-1 19,1± 0,2 3,0 5‒8, 15ͦ ‒30 ͦ 2±1 ≈20 3,5

pC(lys)
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Методом сканирующей электронной микроско-
пии проведен анализ ассоциата [Lys]H+ : ФМК3- =
 = 3 : 1. Получены микрофотографии поверхности 
с помощью автоэмиссионного сканирующего 
электронного микроскопа MIRA 2 LMU произ-
водства фирмы Tescan, оснащенного системой 
энергодисперсионного микроанализа INCA 

Energy 350 (Чехия). Разрешающая способность 
микроскопа – 1 нм, чувствительность детектора 
INCA Energy – 133 эВ/10 мм2. Определено про-
центное содержание молибдена, фосфора и кис-
лорода. Расхождение практического содержания 
с теоретическим значением Мо не превышает 3%, 
Р – 4%, О – 1% (рис. 7).

Рис. 7. Микроструктура ассоциата [Lys] H+: ФМК3- = 3 : 1 (сканиру-
ющая электронная микроскопия, увеличение 200 μm)

Fig. 7. Microstructure of associate [Lys] H+: PhMA3- = 3 : 1 (scanning 
electron microscopy, 200 μm magnifi cation)
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The conditions of synthesis of ion associates of phosphorus-molyb-
denum ions with protonated form of lysine hydrochloride have been 
considered. It has been shown that the phosphoric molybdenum acid 
undergoes hydrolysis with the formation of the following products: 
НРО42

– + Мо12О42
– + 11Н2О. At pH 2 in aqueous solutions, the PhMA 

is stable, exists as anion [РМо12О42]3– and interacts with protonated 
form of lysine with the formation of associates 3[НLys]+[FMC]3–. The 
molar ratio of lysine: PhMA = 3 : 1 was proved by potentiometric 
titration, these molar ratios were confirmed by the data of elemental 
analysis, IR spectroscopic study of the obtained associate showed 
the presence of a fragment -Mo-O (ν = 1900–500 cm–1) and a 
group –NH3– (ν =3500–3650 cm–1), which indicates the ionic 
nature of the relationship between the PhMA anion and the lysine 
cation. The plasticized membrane was obtained by adding 0.050 g 
of dried associate 8 ml of cyclohexanone and 0.4316 g of dibutyl 
phthalate to the sample. Heated to 60° C and added with stirring 
in small portions 0.2522 g polyvinyl chloride. After dissolution of 
polyvinyl chloride, the finished transparent substance was placed 
into a Petri dish (d = 61 mm) and dried in the air for three days. Then, 
the ion-selective membrane was attached to the carefully polished 
end of the graphite rod, the diameter of which corresponded to 
the diameter of the tube (6–8 mm). After drying before work, the 
electrode was conditioned for 24 hours in a 10–3 M lysine solu-
tion. The electrode function is linear in the concentration range of 
10–2–10–5 M. The morphology of phosphoric molybdenum acid and 
its associate with lysine was studied for the first time. 
Keywords: ion-selective electrodes, α-amino acids, ion associate, 
phosphoric molybdenum acid.
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Проведен краткий обзор расчетных методов для равновесия 
жидкость – жидкость, показаны их возможности и ограничения. 
Усложнение расчетных моделей для равновесия жидкость –
жидкость – твердое приводит к уменьшению точности расчетов. 
В этом случае целесообразно обращение исследователей к ап-
проксимации экспериментальных данных по равновесиям жид-
кость – жидкость и жидкость – жидкость – твердое. Проведен 
обзор литературы по тройным системам соль – вода – алифа-
тический спирт, в которых проводится аппроксимация данных по 
растворимости и составам равновесных жидких фаз. На основе 
анализа собственных экспериментальных данных по политер-
мическому исследованию фазовых равновесий и критических 
явлений в семи тройных системах нитрат натрия (калия, цезия) – 
вода – изопропиловый спирт, хлорид (бромид, иодид) калия – 
вода – изопропиловый спирт, нитрат калия – вода – н. пропи-
ловый спирт предложены эмпирические уравнения экспоненци-
ального вида, позволившие успешно аппроксимировать данные 
для построения бинодальной кривой в широком интервале тем-
ператур. Установлено, что найденные аппроксимации выполня-
ются как для отдельных ветвей («водной» и «органической») бино-
дальной кривой, так и для нее в целом. Полученные зависимости 
могут быть полезны для прогнозирования изменения раствори-
мости двух жидких фаз с температурой и упрощения моделиро-
вания бинодальной поверхности в температурно-концентраци-
онной призме тройной системы соль – бинарный растворитель. 
Ключевые слова: растворимость, фазовые равновесия, рав-
новесие жидкость – жидкость, бинодальная кривая, аппроксима-
ция экспериментальных данных, тройная система, изопропило-
вый спирт, высаливание.
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Расчетные методы [1‒4], в которых ис-
пользуются термодинамические соотношения, 
могут быть успешно использованы для расчета 
составов равновесных фаз в системах с равно-
весием жидкость ‒ жидкость при наличии огра-
ниченного числа экспериментальных данных. 

Экспериментальное определение составов двух 
сосуществующих фаз при условиях, близких 
к стандартным, является относительно простой 
задачей. Поэтому справочная литература богата 
результатами таких исследований для температур 
около 25о С и при давлении, близком к атмо-
сферному [1]. Однако с отклонением параметров 
состояния от указанных значений количество 
экспериментально полученных данных резко 
снижается. 

Термодинамические критерии, указыва-
ющие на возможность расслоения фаз, хорошо 
известны независимо от числа компонентов 
смеси и рассмотрены, как правило, только для 
бинарных систем во всех классических учеб-
никах термодинамики. Подобный анализ может 
быть проведен для трех- и более компонентных 
систем, но требует привлечения более сложного 
математического аппарата. Результат такого ис-
следования показывает, есть или нет некоторый 
диапазон составов, в котором существует рас-
слоение. 

Компьютерный расчет равновесия жидкость – 
жидкость в многокомпонентных системах – более 
сложная математическая задача, особенно при 
приближении составов к области критической 
точки [1]. Несмотря на то что термодинамика 
этого равновесия ясна, не всегда удается выве-
сти выражение для избыточной энергии Гиббса 
GE, которое было бы достаточно точным и обе-
спечивало получение надежных результатов. 
Параметры равновесия жидкость – жидкость 
значительно более чувствительны к малым из-
менениям коэффициентов активности, чем в 
случае равновесия жидкость – пар. Небольшие 
погрешности в определении этих коэффициентов 
могут привести к серьезным ошибкам в расчете 
составов равновесных фаз. 

Для математического описания равновесия 
жидкость ‒ жидкость [1‒4] в трехкомпонентных 
системах чаще всего применяют методы NRTL и 
UNIQUAC, гораздо реже – трехпараметрическую 
форму уравнения Вильсона [1]. Независимо от 
того, какое уравнение используется, много вни-
мания уделяют расчету исходных параметров 
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по экспериментальным данным, в частности, 
используя информацию о взаимной раствори-
мости в бинарных системах. Для нахождения 
надежных результатов необходимо привлекать 
точные данные по растворимости компонентов в 
таких системах в широком диапазоне температур. 

Успехи расчетных методов определения 
составов жидких фаз, находящихся в равно-
весии с твердыми фазами (жидкость – твердое, 
жидкость – твердое – твердое, жидкость – жид-
кость – твердое), скромнее [1, 4]. Лучше всего 
удается рассчитать растворимость малополярных 
соединений в неполярных растворителях. Более 
значимые результаты достигнуты в прогнози-
ровании и расчете диаграмм плавкости [4‒8] и 
фазовых равновесий в водно-солевых системах 
на основе уравнения Питцера [9‒12]. Что же ка-
сается многокомпонентных систем, содержащих 
воду и твердые вещества, есть возможность рас-
считывать растворимость в трехкомпонентных 
системах, например, вода – два углевода [13] 
или вода – две аминокислоты [14] при фиксиро-
ванной температуре. В этих случаях используют 
различные модификации метода UNIQUAC. 

Таким образом, комплекс термодинамиче-
ских расчетных методов базируется на надежных 
экспериментальных результатах (базах данных), 
в том числе на данных по растворимости. Даже 
привлечение качественных начальных парамет-
ров не дает гарантии получения надежного 
результата, поскольку при использовании экс-
траполяций всегда есть шанс выйти за границы 
применимости используемого метода расчета [1]. 
Поэтому возрастает ценность эксперимента – ведь 
это и есть критерий оценки правильности любой 
математической модели. 

Введение солей в водно-органические сис-
темы и необходимость учета процессов сольва-
тации, всаливания – высаливания, возможности 
возникновения двухжидкофазного и монотек-
тического состояний приводит к значительному 
усложнению математической модели, особенно, 
если речь идет о всей шкале концентраций. В 
этом случае оправданы отказ исследователей от 
прямых расчетов по термодинамическим моде-
лям и обращение к численному моделированию 
и аппроксимации полученных данных для равно-
весия жидкость – жидкость. 

По сравнению с другими органическими 
растворителями высаливание алифатических 
спиртов из их водных растворов неорганически-
ми и органическими солями изучено наиболее 
подробно. Это обусловлено широкой областью 
практического использования спиртов и их вод-
ных растворов. Обзор литературы по тройным 

системах соль – вода – алифатический спирт с 
расслаиванием показал наличие всего двух работ, 
в которых используются методы electrolyte-NRTL 
(учет ионного характера твердой фазы) [15] 
и NRTL [16] для расчета избыточной энергии 
Гиббса GE и корреляции равновесий жидкость ‒
жидкость, жидкость‒твердое и жидкость ‒ жид-
кость ‒ твердое при 25° С. В наибольшем числе 
работ [17‒34] определена растворимость двух 
жидких фаз чаще при одной, реже – при несколь-
ких температурах. Для аппроксимации данных по 
растворимости двух жидких фаз авторы предла-
гают уравнения различного вида, в то время как 
для корреляции составов равновесных жидких 
фаз чаще всего применяют уравнения Отмера ‒
Тобиаса [35] и Банкрофта [36]. Представляет 
интерес проведение анализа данных для построе-
ния бинодальной кривой сразу в нескольких 
тройных системах соль – вода – алифатический 
спирт в широком интервале температур для на-
хождения общих закономерностей в описании 
бинодальной кривой.

 Цель настоящей работы – провести анализ 
данных по растворимости в ряду тройных рас-
слаивающихся систем соль – вода – изопропи-
ловый (н. пропиловый) спирт для выявления эм-
пирических закономерностей и аппроксимации 
данных при построении бинодальной кривой в 
широком интервале температур. 

Материалы и методы

Для выявления закономерностей тополо-
гической трансформации фазовых диаграмм 
тройных систем соль – бинарный растворитель 
с высаливанием, в которых составляющая двой-
ная жидкостная система не расслаивается во всем 
температурном интервале своего жидкого со-
стояния, были политермически изучены фазовые 
равновесия и критические явления в семи трой-
ных системах: нитрат щелочного металла (Na, 
K, Cs) – вода – изопропиловый спирт [37‒40], 
нитрат калия – вода – н-пропиловый спирт [41] 
и хлорид (бромид, иодид) калия – вода – изопро-
пиловый спирт [42, 43] (табл. 1). 

Влияние солей-высаливателей на двойные 
гомогенные жидкостные системы исследуется 
уже более ста лет [44], однако полученные ре-
зультаты до сих пор не представляют целостной 
картины и не позволяют провести комплексный 
анализ данных для построения бинодальной 
кривой. Следует отметить, что большинство 
тройных систем соль – бинарный растворитель 
изучено при одной или нескольких температу-
рах, что не позволило определить температуру 
начала расслаивания (температуру образования 
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критической ноды монотектического состояния 
tKS). Подобные выводы следуют из анализа л
итературных данных (см. табл. 1). Только для 
систем № 2 и 4 установлена температура начала 
расслаивания точно (47.2о С) и приближенно 
(25.0‒25.4о С) соответственно. Выше этой темпе-
ратуры в каждой тройной системе наблюдается 

расслаивание в смеси компонентов и наличие 
бинодальной кривой на изотермической фазовой 
диаграмме; поэтому нахождение tKS является 
принципиально важным для данного исследо-
вания. Системы № 1, 3, 5, 7 изучены при одной 
или нескольких температурах, а системы № 4, 
6 до наших работ совсем не были исследованы. 

Таблица 1 / Table 1
Тройные системы соль – вода – алифатический спирт, изученные в настоящей работе 

The Ternary Systems Salt – Water – Aliphatic Alcohol Studied in This Work

№ Система / System
Наши исследования / Our research Другие исследования / Other research

t, oC tKS, oC Ссылка t, oC Ссылка

1
Нитрат натрия – вода – изопропи-
ловый спирт / Sodium nitrate – wa-
ter – isopropyl alcohol

5–90 6.1  [37] 25 [17]

2
Нитрат калия – вода – изопропило-
вый спирт / Potassium nitrate – wa-
ter – isopropyl alcohol

25–90 47.2 [38] 25–75 [45]

3
Нитрат цезия – вода – изопропило-
вый спирт / Cesium nitrate – water 
– isopropyl alcohol

70–120 79.0 [39] 25, 35, 45 [31]

4
Нитрат калия – вода – 
н-пропиловый спирт / Potassium 
nitrate – water – N-propyl alcohol

25–80 32.1 [41] – –

5
Хлорид калия – вода – изопропи-
ловый спирт / Potassium chloride –
water – isopropyl alcohol

10–120 24.4 [42]

16, 25, 35
25

15, 25.4, 25.6, 
26, 28, 30, 40

[18] 
[17, 19]

[20]

6
Бромид калия – вода – изопропи-
ловый спирт / Potassium bromide –
water – isopropyl alcohol

10–120 32.9 [42] – –

7
Иодид калия – вода – изопропило-
вый спирт / Potassium iodide – wa-
ter – isopropyl alcohol

10–120 97.0 [43] 25 [46]

Фазовые равновесия и критические явления 
исследованы в смесях компонентов ряда сечений 
в каждой тройной системе № 1‒7 визуально-по-
литермическим методом в широком интервале 
температур (см. табл. 1). Во всех тройных сис-
темах определены температура образования 
критической ноды монотектического состояния 
(см. табл. 1) и зависимость состава критического 
раствора равновесия жидкость – жидкость от 
температуры. 

Результаты определения растворимости ком-
понентов всех изученных тройных систем при-
ведены в статьях [37‒39, 41‒43]. Сравнительный 
анализ результатов политермического исследо-
вания всех исследованных систем (см. табл. 1) 
выявил аналогию в топологической транс-
формации их фазовых диаграмм с изменением 

температуры. Поэтому мы ограничимся кратким 
рассмотрением изотермических диаграмм только 
для одной тройной системы № 1 (рис. 1 [37]). 

При температурах от 5.0 до 6.1º С в системе 
наблюдается простая растворимость нитрата 
натрия в смесях воды и изопропилового спирта. 
Например, на изотерме при 5.0º С существует 
поле гомогенных растворов l, отделенное линией 
растворимости (1) от поля насыщенных раство-
ров l + S. При 6.1º С на линии растворимости (2) 
появляется критическая точка К. Критическая 
жидкая фаза К находится в равновесии с твердой 
фазой S (NaNO3), и возникает критическая нода 
КS монотектического состояия. С повышением 
температуры, как видно из изотермы при 10.0º С 
(см. рис. 1), критическая нода трансформируется 
в монотектический треугольник l1+l2+S с примы-
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Рис. 1. Изотермы фазовых состояний (мас. %) системы нитрат натрия – вода – изопропиловый спирт при 5.0, 6.1, 
10.0, 25.0, 50.0, 70.0 и 90.0о С [37]

Fig. 1. The isotherms of the phase states (wt. %) оf the sodium nitrate – water – isopropyl alcohol system at 5.0, 6.1, 10.0, 
25.0, 50.0, 70.0, and 90.0° C [37]

кающими к нему полями насыщенных растворов 
l1+S, l2+S и небольшим полем расслоения l1+l2 
с критической точкой К. С дальнейшим повы-
шением температуры качественных изменений 
на изотермах фазовых состояний системы не про-
исходит (изотермы при 25.0, 50.0, 70.0 и 90.0º С), 
но размеры поля расслоения увеличиваются, а 
полей насыщенных растворов – уменьшаются.

Коэффициенты распределения спирта в 
каждой тройной системе № 1‒7 рассчитывали 
как отношение его концентраций в органиче-
ской и водной фазах монотектики при различ-
ных температурах. Во всех системах коэффи-
циент распределения возрастает с повышением 
температуры, что свидетельствует об усилении 
эффекта высаливания спирта из его водных 
раст воров солью.

Результаты и их обсуждение

Для аналитического описания ветвей би-
нодальной кривой в некоторых тройных систе-
мах соль – вода – изопропиловый спирт при 
25о С авторы работы [17] предложили уравне-
ние вида

y = a + b(10)-cx ,                   (1)
где y – массовая доля (в процентах) изопро-
пилового спирта в смесях, соответствующих 
точкам бинодальной кривой; x – массовая доля 

(в процентах) соли в смесях, соответствующих 
точкам бинодальной кривой; a, b, c – некоторые 
коэффициенты.

Для смесей компонентов, принадлежащих 
«водной» и «органической» ветвям бинодальной 
кривой, отвечает свой набор численных коэффи-
циентов. Авторы отметили, что для ряда солей 
коэффициент a равен 0.

По аналогии нами была проведена обработка 
численных данных, описывающих координаты 
точек бинодальной кривой в системе нитрат на-
трия – вода – изопропиловый спирт при 25о С 
[37]. Было установлено, что зависимость со-
держания спирта от содержания соли в смесях 
компонентов, принадлежащих как «водной», так 
и «органической» ветви бинодальной кривой, 
более корректно описывается уравнением вида

у = ае–bх,                        (2) 
где у – содержание спирта (мас. %) в смесях ком-
понентов; а, b – численные коэффициенты; x – 
содержание соли (мас. %) в смесях компонентов.

Затем была предпринята попытка описать 
состав всех смесей компонентов, отвеча ющих 
точкам бинодальной кривой, с помощью урав-
нения (2). В табл. 2 приведены значения ко-
эффициентов а, b и величины достоверности 
аппроксимации R2 для смесей компонентов 
в этой тройной системе при 25о С.

Д. Г. Черкасов, К. К. Ильин. Аппроксимация данных для построения бинодальной кривой 
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Таблица 2 / Table 2
Значения коэффициентов a, b и величины достоверности аппроксимации R2 

в уравнении (2) для составов смесей, отвечающих точкам бинодальной кривой тройной системы 
нитрат натрия – вода – изопропиловый спирт при 25о С 

The Values of the Coeffi cients a, b and the Accuracy of the Approximation R2 in Equation (2) 
for Mixtures of Compositions that Correspond to the Points of the Binodal Curve 

of the Sodium Nitrate – Water – Isopropyl Alcohol Ternary System at 25° C

Водная фаза / Water phase Органическая фаза / Organic phase Бинодальная кривая / Binodal curve

a 171.90 94.46 117.24

b 0.0871 0.0562 0.0752

R2 0.9956 0.9966 0.9857

Рис. 2. Корреляционные кривые, описывающие зависимость содержания изо-
пропилового спирта от содержания нитрата натрия в смесях компонентов, 
отвечающих точкам бинодальной кривой тройной системы нитрат натрия –
вода – изопропиловый спирт: а – для водной фазы, б – для органической фазы, 

в – для всей бинодальной кривой
Fig. 2. Correlation curves describing the dependence of the content of isopropyl 
alcohol on the content of sodium nitrate in mixtures of components corresponding 
to the points of the binodal curve of the sodium nitrate – water – isopropyl alcohol 
ternary system: a – for the aqueous phase, b – for the organic phase, c – for the 

entire binodal curve

Судя по величине достоверности аппрокси-
мации (R2 > 0.98, см. табл. 2), уравнение (2) хоро-
шо описывает составы смесей, принадлежащих 
как «водной», так и «органической» ветвям, а 
также всей бинодальной кривой. Эксперимен-

тальные точки бинодальной кривой и кривые, 
полученные по уравнению (2) с использованием 
коэффициентов из табл. 2, для системы нитрат 
натрия – вода – изопропиловый спирт при 25о С
представлены на рис. 2.

а/a б/b

в/c
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Затем были проанализированы данные для 
построения бинодальных кривых в изученных 
тройных системах № 1‒7 в широких темпера-
турных интервалах. Полученные значения коэф-

фициентов a и b в уравнении (2) при различных 
температурах для указанных тройных систем 
соль – бинарный растворитель представлены 
в табл. 3–5.

Таблица 3 / Table 3
Значения коэффициентов a и b в уравнении (2) для составов смесей, отвечающих точкам бинодальных 

кривых тройных систем нитрат щелочного металла (Na, K, Cs) – вода – изопропиловый спирт 
при различных температурах (R2 > 0.98)

 The Values of the Coeffi cients a and b in Equation (2) for Compositions of Mixtures Corresponding to the Points 
of Binodal Curves of Ternary Systems Alkali Metal Nitrates (Na, K, Cs) – Water – Isopropyl Alcohol 

at Different Temperatures (R2 > 0.98)

NaNO3 KNO3 CsNO3

t, oC a b t, oC a b t, oC a b

25.0 111.33 0.075 50.0 102.49 0.070 90.0 114.20 0.049

50.0 117.66 0.081 60.0 94.175 0.068 100.0 109.45 0.048

70.0 127.55 0.085 70.0 89.283 0.064 110.0 111.97 0.048

80.0 131,53 0.087 80.0 88.339 0.063 120.0 111.35 0.048

90.0 156.21 0.094 90.0 92.334 0.066

                                                                                                                        Таблица 4 / Table 4
Значения коэффициентов a и b в уравнении (2) для составов смесей, 

отвечающих точкам бинодальной кривой тройной системы 
нитрат калия – вода – н-пропиловый спирт при различных температурах (R2 > 0.98)

The Values of the Coeffi cients a and b in Equation 2 for Compositions
of Mixtures Corresponding to Points of the Binodal Curve of the Ternary System

of Potassium Nitrate – Water – N-Propyl Alcohol at Different Temperatures (R2 > 0.98)

t, oC a b
35.0 89.24 0.083
50.0 90.72 0.080
80.0 93.79 0.071

                                                                                                                                                             Таблица 5 / Table 5
Значения коэффициентов a и b в уравнении (2) для составов смесей, отвечающих точкам 

бинодальных кривых тройных систем хлорид (бромид) калия – вода – изопропиловый спирт 
при различных температурах (R2 > 0.98) 

The Values of the Coeffi cients a and b in Equation (2) for the Compositions of Mixtures Corresponding
to the Points of the Binodal Curves of The Potassium Chloride (Bromide) Potassium – Water – Isopropyl Alcohol

Ternary Systems at Different Temperatures (R2 > 0.98)

KCl KBr
t, oC a b t, o C a b
25.0 101.6 0.101 50 126.7 0.070
50.0 95.29 0.106 80 121.0 0.074
80.0 86.98 0.101 100 117.1 0.072
100.0 86.88 0.100 120 114.5 0.071
120.0 87.51 0.098

В тройной системе № 7 вследствие сла-
бого высаливающего действия иодида калия 
бинодальная кривая очень короткая, поэтому 
описать ее корректно с помощью уравнения (2) 
не удалось.

Установлено, что во всех описанных уравне-
нием (2) тройных системах коэффициент а значи-
тельно меняется с температурой, а коэффициент 
b остается практически постоянным. Этот факт 
может оказаться важным для прогнозирования 

Д. Г. Черкасов, К. К. Ильин. Аппроксимация данных для построения бинодальной кривой 
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растворимости двух жидких фаз с изменением 
температуры с помощью уравнения (2) и упро-
щения моделирования бинодальной поверхно-
сти в температурно-концентрационной призме 
тройных систем соль – бинарный растворитель. 
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A brief review of computational methods for the liquid-liquid equi-
librium has been carried out, and their capabilities and limitations 
have been shown. Complications of such computational models for 
the liquid–liquid–solid equilibrium lead to a decreased accuracy 
of calculations. In this case, it is advisable for researchers to make 
use of the approximation of experimental data on the liquid – liquid 

and liquid – liquid – solid equilibria. A literature review on the ternary 
salt – water – aliphatic alcohol systems is carried out, where solubility 
data and the compositions of equilibrium liquid phases were approxi-
mated. Based on the analysis of our own experimental data from a 
polythermal study of phase equilibria and critical phenomena in seven 
ternary systems sodium (potassium, cesium) nitrate – water – isopropyl 
alcohol, potassium chloride (bromide, iodide) – water – isopropyl 
alcohol, potassium nitrate – water – N-propyl alcohol, exponential-
type empirical equations are proposed, which made it possible to 
successfully approximate our data for plotting the binodal curve in a 
wide temperature range. The approximations found were established 
to be satisfied for the individual branches (the water and organic ones) 
of the binodal curve as well as for it as a whole. The dependences 
obtained can be useful for predicting changes in the solubility of two 
liquid phases with temperature and for facilitating the modeling of the 
binodal surface within the temperature – concentration prism of the 
ternary salt – binary solvent system.
Keywords: solubility, phase equilibria, liquid- liquid equilibrium, 
binodal curve, approximation of experimental data, ternary system, 
isopropyl alcohol, salting-out.
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Показано, что 4H-хроменоны, функционализированные альде-
гидной группой в положении С3, способны образовывать ги-
бридные системы, имеющие в своей структуре помимо хроме-
нонового пиридиновый, пиримидиновый циклы. Кислая среда 
способствует раскрытию γ-лактонного фрагмента. Показана 
возможность дезактивации альдегидной группы с последую-
щим деформилированием.
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Введение

Известно, что хроменоновый фрагмент 
яв ляется наиболее распространенным среди 
гетероциклических систем, представленных в 
растительном мире [1]. Так, он входит в состав 
высокоактивных природных веществ – флаво-
ноидов, которым в последнее время уделяется 
пристальное внимание [2, 3] Так, производные 
4H-хроменонов проявляют противоопухолевую 
[4], противовоспалительную [5] и противовирус-
ную активность [6], имеют высокое сродство к 
бензодиазепиновым рецепторам [7] и использу-
ются в качестве антиоксидантов [8]. Благодаря 
фотохимическим свойствам соединения, вклю-

чающие данный билдинг-блок, применяются в 
качестве флуоресцентных меток при биохимиче-
ских экспериментах и в клинической медицине 
[9]. Хромен-4-оны с электроноакцепторными 
заместителями в третьем положении являются 
перспективными «соединениями-платформами» 
для синтеза различных, в том числе биологиче-
ски активных гибридных гетероциклических 
соединений.

В настоящей работе рассмотрены синтети-
ческие возможности 2-амино-4-оксо-4H-хромен-
3-карбальдегида в реакциях с различными 
N-нуклеофилами.

Материалы и методы 

Элементный анализ проводился на CHNS-
анализаторе Elementar Vario Micro cube (Elementar 
Analysensysteme GmbH, Германия). Спектры 
ЯМР 1Н (400 МГц) и 13С (100 МГц), а также ге-
тероядерной корреляции 1Н-13С HSQC и HMBC 
регистрировались на спектрометре Varian 400 
(Varian, США) в ацетоне-d6 и ДМСО-d6, внут-
ренний стандарт – тетраметилсилан. Контроль 
за ходом реакции осуществляли методом ТСХ 
на пластинках Alugram® Sil G UV254 (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Германия), элюент – этил-
ацетат – гексан – хлороформ (2 : 2 : 1); прояви-
тель – УФ-излучение (длина волны 254 нм).

(2-Гидроксифенил)(6-имино-2-меркапто-
1,6-дигидроксипиримидин-5-ил)метанон (3)

В круглодонную колбу, снабженную обрат-
ным холодильником, помещают 0.35 г (1.6 ммоль) 
2-амино-4-оксо-4Н-хромен-3-карбальдегида 1 и 
0.12 г (1.6 ммоль) тиомочевины 2, растворяют 
в 10 мл ледяной уксусной кислоты, кипятят в 
течение 5 ч. По окончании реакции выпавшие 
кристаллы отделяют, промывают водой, сушат на 
воздухе и в эксикаторе под вакуумом над прока-
ленным сульфатом магния. Получают 0.13 г бес-
цветных кристаллов соединения 3 (выход 33.3%). 
Т.пл. 320–321о С. Спектр ЯМР 1H, (ацетон-d6), 
δ, м.д.: 3.74 (с., 1Н, ОH), 7.74 (д., 1Н, СН), 8.44 

 © Иванова А. Л., Каневская И. В., Ибрагимова Д. Н., Федотова О. В., 2019



Химия 285

(c., 1H, NH), 9.44 (c., 1H, NHимин), 8.84 (c., 2H, 
NH2), 10.09 (c., 1Н, NH), 10.19 (с., 1Н, SH), 7.35–
8.13 (м., 4H, Ar). Спектр ЯМР 13С, (ацетон-d6), δ, 
м.д.: 118.2, 122.6 121.8, 126.5, 135.9, 163.6 (Саром), 
121.5 (С1), , 150.5 (С2), 158.9 (С6), 191.2 (C=O), 
209.3 (С4). Найдено, %: C 50.59; H 3.45; N 16.99; 
S 12.97. C11H9N3O2S. Вычислено, %: С 50.59, H 
3.45; N 17.06; S 11.81.

3a-Гидрокси-2-тиоксо-3,3a-дигидро-1H-
8,10-диокса-1,3,9-три-азабензо[fg]пентацен-
15(2H)-он (7)

Аналогично 3 с добавлением 0.15 г (1.6 ммоль) 
тиосемикарбазида 4 в течение 6 ч получают 
0.34 г бледно-желтых кристаллов соединения 
7 (выход 54.8%). Т.пл. 334o C. Спектр ЯМР 1H, 
(ацетон-d6), δ, м.д.: 2.48 (с.,1H, OH), 7.37–7.97 (м., 
8Н, Ar), 8.47 (с.,1H, NH), 8.90 (с.,1H, NH), 11.05 
(c., 1H, SH). Спектр ЯМР 13С, (ацетон-d6), δ, м.д.: 
88.4 (C3a), 100.2 (C15a), 101.1 (C3с), 120.0, 121.4, 
124.8, 126.6, 127.6, 128.1, 128.6, 136.7 (Cаром), 
120.3 (С14a), 133.5 (C3b), 148.1 (C7a), 152.3 (C15b), 
156.0 (C10a), 156.5 (C9a), 167.5 (C8a), 182.1 (C=O), 
205.3 (C2). Найдено, %: C 65.26; H 3.51; N 10.44; 
S 7.82. C20H11N3O4S. Вычислено, %: C 61.69; H 
2.85; N 10.79; S 8.23. 

Сульфат 5-амино-4-(((2-амино-4-оксо-
4H-хромен-3-ил)(гидрокси)-метил)амино)-6-
гидроксипиримидин-2-аммония (9)

Аналогично 3 при добавлении 0.4 г (1.6 ммоль) 
2,4,5-триамино-6-гидроксипиримидинсуль-
фата 8 в течение 8 ч получают 0.16 г бледно-
желтых кристаллов соединения 9 (выход 24.3%). 
Т.пл. 342–343о С. Спектр ЯМР 1H, (ацетон-d6), 
δ, м.д.: 9.11 (с., 2Н, NH2), 9.57 (с., 2Н, NH2), 
9.91 (с., 2Н, NH2), 10.05 (с., 1Н, О=С-Н), 13.57 

(с., 2Н, H2SO4), 6.40–8.33 (м., 4Н, Ar). Спектр 
ЯМР 1H, (ацетон-d6), δ, м.д.: 115.7, 119.7, 123.0, 
129.9, 131.7, 156.5 (Cаром), 138.4 (C5), 147.0 (C2), 
150.4 (C4), 155.7 (С3’), 159.2 (C6), 164.6 (C4’), 
170.9 (C2’), 188.2 (C=O). Найдено, %: C 40.68; 
H 3.56; N 19.68; S 7.11. C14H13N6O3. Вычислено, %: 
C 40.98; H 3.44; 20.48; S 7.81.

Результаты и их обсуждение

Анализ литературы показал, что 2-амино-
4-оксо-4H-хромен-3-карбальдегид 1 является 
перспективным «билдинг-блоком» в синтезе по-
лигетероциклических систем. Однако реакции с 
полиазонуклеофилами представлены одним при-
мером, не носящим систематического характера. 
Так, описано взаимодействие 2-амино-4-оксо-
4H-хромен-3-карбальдегида 1 с гуанидином с 
образованием 5Н-хромено[4,3-d]пиримидин-5-
ола, представленное через раскрытие лактонного 
кольца [10].

Не меньшей синтетический интерес пред-
ставляют реакции с оксо- и тиоаналогами гуани-
дина – (тио)карбамидами, позволяющие вводить в 
структуру продуктов биогенные элементы – азот 
и серу, – приводя к высокоперспективным ги-
бридным системам хроменопиримидинового 
типа. Перспектива получения подобных струк-
тур выразилась в исследовании нами реакций 
2-амино-4-оксо-4H-хромен-3-карбальдегида 1 с 
мочевиной и тиомочевиной.

Выявлено, что в условиях кипячения в ледя-
ной уксусной кислоте взаимодействие 2-амино-4-
оксо-4H-хромен-3-карбальдегида 1 с мочевиной 
не представляется возможным, что можно объ-
яснить, вероятно, дезактивацией азакомпоненты 
в кислой среде.

А. Л. Иванова и др. 2-амино-3-формилхромен-4-он как «соединение-платформа» 
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Использование в рассматриваемой реак-
ции тиомочевины приводит к (2-гидро кси-
фенил)(6-имино-2-меркапто-1,6-дигидро кси-
пиримидин-5-ил)метанону 3. Замещенный 
иминопиримидинтион 3 возникает вследствие 
нуклеофильного присоединения реагента к 
карбонильному атому углерода альдегидной 
функции с образованием имина, претерпева-
ющего термическую дециклизацию хромено-
нового фрагмента и дальнейшую циклиза-
цию в конечный продукт 3, существующий, 
на основании данных ЯМР 1Н спектроскопии, 
в растворе ацетона –d6 в трех таутомерных 
формах 3 а–с.

Так, в ЯМР 1Н спектре (2-гидроксифе-
нил)(6-имино-2-меркапто-1,6-дигидро кси пи-
римидин-5-ил)метанонa 3, зарегистрированном 
в ацетоне-d6, отмечен синглет винильного про-
тона при 7.74 м.д., синглет протона фенольной 
гидроксильной группы при 3.74 м.д. Послед-
ний позволяет предполагать дециклизацию 
4Н-хроменонового фрагмента. О возможности 
имин-аминной и тион-ентиольной таутомерии 
свидетельствует наличие ряда слабопольных 
сигналов, а именно синглетов протонов двух 
NH- тиоамидных групп при 8.44 м.д. и 10.09 м.д., 
синглетов иминной и первичной аминогрупп при 
9.44 м.д. и 9.84 м.д. соответственно и синглета 
протона тиольной группы при 10.19 м.д., свиде-
тельствующих о существовании трех таутомеров 
3a, 3b, 3c. Мультиплет четырех ароматических 
протонов отмечен в области 7.35–8.13 м.д.

Таким образом, выявлено, что реакция 
2-амино-4-оксо-4H-хромен-3-карбальдегида 1 

с тиокарбамидом может применяться в синтезе 
функционализированных замещенных пири-
мидинтионов.

Имеются работы по исследованию поведе-
ния 2-амино-4-оксо-4H-хромен-3-карбальдегида 
1 в присутствии (тио)семикарбазидов. Так, ав-
торами [10] осуществлен синтез хромено[2,3-c]
пиразол-4-(1Н)-она при кипячении реактивов в 
этаноле.

Нами осуществлены реакции 2-амино-4-
оксо-4H-хромен-3-карбальдегида 1 с семикарба-
зидом и его тиоаналогом в условиях кипячения 
в ледяной уксусной кислоте. Установлено, что 
в выбранных условиях 2-амино-4-оксо-4H-
хромен-3-карбальдегид 1 в реакцию с семикар-
базидом не вступает.

Превращение эквимолярных количеств 
2-амино-4-оксо-4H-хромен-3-карбальдегида 
1 и тиосемикарбазида в рассмотренных усло-
виях позволяет получить сложнопостроенную 
гибридную систему 3a-гидрокси-2-тиоксо-3,3a-
дигидро-1H-8,10-диокса-1,3,9-триазабензо[fg]-
пентацен-15(2H)-он 7. 

Вероятно, первоначально 2-амино-4-оксо-4H-
хромен-3-карбальдегид 1 в таутомерной форме 
1b подвергается в среде ледяной уксусной кис-
лоты деформилированию и вступает в реакцию 
Кневенагеля со второй молекулой субстрата 1 до 
2-амино-3-((2-имино-4-оксохромен-3-илиден)
метил)-4H-хромен-4-онa 5 [11]. Последний в 
дальнейшем претерпевает взаимодействие с 
тиомочевиной 2 – продуктом термического раз-
ложения тиосемикарбазида 4 [12] c замыканием в 
пиридиновый цикл, образуя конечный продукт 7.
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В ЯМР 1Н спектре 3a-гидрокси-2-ти оксо-
3,3a-дигидро-1H-8,10-диокса-1,3,9-три аза-
бензо[fg]-пентацен-15(2H)-она 7, зафиксиро-
ванного в ацетоне-d6, присутствуют сигналы 
ароматических  протонов  в  области  7.37–
7.97 м.д., синглет протона гидроксильной группы 
при 2.48 м.д., два синглета протонов тиоамид-
ных групп при 8.47 и 8.90 м.д., синглет протона 
тиольной группы при 11.05 м.д., присутствие 
которого объясняется существованием продукта 
7 в виде равновесной смеси двух таутомерных 
форм 7 и 7а.

Таким образом, в ходе исследованных 
пре вращений получены гибридные системы, 
содержащие меркаптопиримидиновый фраг-
мент, сочетающийся с фармакофорными хро-

мен(он) овыми и пиридиновыми гетероциклами.
Нами установлено, что введение в каче-

стве полиазануклеофила гетероароматического 
2,5,6-триаминопиримидин-4-ола 8 в анало-
гичных условиях позволяет задействовать 
альтернативный реакционный центр молекулы 
субстрата 1 и провести реакцию как нуклео-
фильное замещение по кетонной функции с 
образованием гидросульфата 4-амино-5-((2-
амино-3-формил-4H-хромен-4-илиден)-амино)-
6-гидроксипиримидин-2-аммония 9, сохра-
няющего в своей структуре высокоактивные 
альдегидную и аминогруппы. Также следует 
отметить ионный характер продукта 9, что, как 
известно, значительно повышает биодоступ-
ность вещества.
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Строение соединения 9 подтверждено с при-
влечением ЯМР 1Н и HSQC спектроскопии. Так, в 
ЯМР 1Н спектре, зафиксированном в ацетоне-d6, 
наблюдаются сигналы ароматических протонов в 
диапазоне 6.40–8.33 м.д., три синглета протонов 
аминогрупп при 9.11, 9.57 и 9.91 м.д. Уширение 
наиболее слабопольного сигнала, наряду с появ-
лением уширенного синглета одного протона при 
13.56 м.д., соответствующего протону гидросуль-
фат иона, подтверждает ионный характер образу-
ющегося продукта. Синглет протона альдегидной 
группы отмечен при 10.05 м.д., что подтверждается 
его корреляцией в HSQC спектре в виде характе-
ристичного кросс-пика 10.05/188.2 м.д., соответ-
ствующего протону формильной группы.

Таким образом, в зависимости от выбран-
ного реагента 2-амино-4-оксо-4H-хромен-3-
карбальдегид 1 способен реагировать как по 
формильной группе в случае тиомочевины, по 
альдегидной и кетонной функциям в случае ти-
осемикарбазида и по кетонной группе в реакции 
с полизамещенным нуклеофильным реагентом 
2,5,6-триаминопиримидин-4-олом. Отмечено 
раскрытие γ-лактонового фрагмента в кислой 
среде.
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It has been shown that 4H-chromenone functionalized aldehyde 
group at position C3 are capable to form hybrid systems which are 
in addition to their availability chromenone pyridine, pyrimidine rings. 
Acidic environment gives the opening of the γ-lactone fragment. The 
possibility of deactivation of the aldehyde group with subsequent 
deformation has been shown.
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Индукция прямого органогенеза 
в культуре зрелых зародышей кукурузы
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Регенерация растений в культуре in vitro через прямой органогенез позволяет избежать 
сомаклональной изменчивости. Целью исследования была индукция прямого органо-
генеза в культуре зрелых зародышей линий кукурузы: АТТМ (bm, wx, y), АТТМ (bm, y), 
АТТМ (bm, g, В-тип ЦМС), АТ-3 (4n). Данные линии характеризуются наследственной 
предрасположенностью к партеногенезу. В качестве первичного экспланта использовали 
изолированные зрелые зародыши, выделенные из стерильных зерновок. Для инициации 
стерильной культуры оптимальной оказалась среда Мурасиге – Скуга (MS) с добавле-
нием витаминов по прописи среды, 20 г/л сахарозы, 7 г/л агара (Panreac) без гормонов. 
Через 7 сут от начала культивирования проростки срезали и переносили на среду MS 
с добавлением 0,5 и 2,0 мг/л БАП (6-бензиламинопурин). Каллус не формировался. 
В зоне нижних узлов проростков развивались пазушные почки, которые затем прорас-
тали в боковые побеги. Время заложения пазушных почек, их количество и длина пазуш-
ных побегов зависели от концентрации БАП в среде. Полученные результаты показали, 
что для индукции прямого органогенеза у изученных линий эффективнее использовать 
среду MS c добавлением 2,0 мг/л БАП. На данной среде пазушные почки в количестве 
от 3 до 10 закладывались на 1–2-й неделе культивирования. Через 5 недель культиви-
рования регенерант представлял собой пучок из 5–10 побегов длиной 10–15 мм. Для 
удлинения микропобегов их, не разделяя, переносили на среду MS без гормонов или 
MS с 0,2 мг/л БАП. На среде с пониженным содержанием БАП происходило удлинение 
побегов, что позволяло разделять их и переводить на среды с ауксинами для дальней-
шего укоренения. 
Ключевые слова: клональное микроразмножение, культивирование in vitro, культура 
зрелых зародышей, прямой органогенез, кукуруза, Zea mays.

DOI: https://doi.org/10.18500/1816-9775-2019-19-3-289-294

Кукуруза (Zea mays L.) – важная продовольственная, кормовая 
и техническая культура. Для обеспечения разных направлений ее 
практического использования и расширяющегося производства тре-
буется создание сортов с различным набором полезных признаков и 
адаптированных к разным эколого-климатическим условиям. Осо-
бенно актуальным является выведение новых высокопродуктивных 
и экологически пластичных сортов и линий для выращивания в уме-
ренных широтах, так как их генетическое разнообразие ограничено. 

В селекции кукурузы широко используются такие современные 
методы, как удвоение гаплоидов (HD-технологии), трансгенез, куль-
тура тканей и органов in vitro. Регенерация растений in vitro может 
происходить как посредством прямого органогенеза за счет акти-

Б. М. Х. Хумуд, О. И. Юдакова. Индукция прямого органогенеза в культуре зрелых зародышей 
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вации существующих меристем экспланта, так и 
через каллусные культуры с последующим разви-
тием эмбриоидов и побегов de novo. В настоящее 
время накоплен значительный опыт  регенерации 
растений кукурузы посредством соматического 
эмбриогенеза при использовании в качестве экс-
плантов незрелых и зрелых зародышей [1‒3], 
неоплодотворенных завязей [4], оплодотворен-
ных семязачатков [5], пыльников [6], сегментов 
проростков [7], листьев [8] и др. Регенерация 
через каллусные культуры часто сопровождается 
сомаклональной изменчивостью. В зависимости 
от целей эксперимента она способна оказать на 
его результаты как положительное, так и отрица-
тельное влияние. Ее можно использовать для уве-
личения генетического разнообразия исходного 
материала, но она будет крайне нежелательна 
при клонировании уникальных генотипов и про-
ведении генноинженерных исследований. Для 
снижения риска сомаклональной изменчивости 
необходима разработка технологий регенерации 
растений через прямой органогенез, которые ис-
ключают этап образования каллуса. В отличие 
от многочисленных исследований по соматиче-
скому эмбриогенезу у кукурузы работы по ин-
дукции прямого органогенеза выполнены лишь 
для единичных генотипов [9–13]. Способность 
к регенерации растений в условиях in vitro, как 
известно, во многом определяется его генотипом. 
Считают, что у кукурузы только небольшое ко-
личество генотипов обладает регенерационной 
способностью [14]. В связи с этим актуальными 
являются поиск новых «отзывчивых» к культуре 
in vitro генотипов кукурузы и индукция у них 
прямого органогенеза.

Целью нашего исследования была индукция 
прямого органогенеза в культуре зрелых заро-
дышей партеногенетических линий кукурузы, 
созданных в Саратовском госуниверситете. 

Материалы и методы 

Материалом исследования послужили ли-
нии кукурузы АТТМ (bm, wx, y), АТТМ (bm, y), 
АТТМ (bm, g, В-тип ЦМС), АТ-3 (4n), которые 
характеризуются склонностью к наследуемому 
партеногенезу и регулярно дают в потомстве 
матроклинные гаплоиды [15, 16]. 

В качестве первичного экспланта исполь-
зовали зрелые зародыши. Зерновки замачива-
ли в дистиллированной воде на 24 ч. Удаляли 
семенную оболочку в области зародыша и 
стерилизовали 70% этиловым спиртом и 0,1% 
ртутьсодержащим раствором в течение 5 мин. 
Отмывали тремя порциями стерильной дис-
циллированной воды. В условиях ламинар-бокса 

из зерновок вычленяли зародыши и пассировали 
их в чашки Петри на искусственную питательную 
среду. Для инициации стерильной культуры были 
протестированы следующие среды: 1) голодный 
агар; 2) Мурасиге ‒ Скуга (MS) [17] с добавлением 
витаминов по прописи среды, 20 мг/л сахарозы, 
7 г/л агара (Panreac), без добавления гормонов; 
3) MS с добавлением 0,5 мг/л 6-бензиламинопурин 
(БАП). Для собственно размножения использова-
ли среды MS с добавлением БАП в концентрации 
0,5 и 2,0 мг/л. Среду автоклавировали 20 мин 
при 120о С. Этапы инициации стерильной куль-
туры проводили в чашках Петри, этапы микро-
размножения – в стеклянных колбах объемом 
200 мл. В чашки Петри и колбы добавляли по 
25 мл питательной среды. Культуры выращивали 
в климатокамере Sanyo MLR-352 при температуре 
24о С при 16-часовом фотопериоде.

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли с использованием программ Microsoft 
Offi ce Excel 2010.

Результаты и их обсуждение

На всех апробированных вариантах пита-
тельных сред изолированные зародыши прорас-
тали с частотой около 90%. Однако на голодном 
агаре у проростков наблюдалась витрификация 
тканей, а на среде с добавлением БАП – такие 
морфозы, как недоразвитие колеоптиле, закручи-
вание листьев и изменение их формы. Нормаль-
ные жизнеспособные проростки были получены 
только на среде MS без гормонов. 

Через 7 сут от начала культивирования про-
ростки переносили на среды MS с добавлением 
6-бензиламинопурина (БАП) в концентрации 0,5 
и 2,0 мг/л. Приживаемость эксплантов варьиро-
вала от 33% у линии АТ-3 (4n) до 92% у линии 
АТТМ (bm, wx, y) (рис. 1). Выявлено влияние 
генотипа на приживаемость эксплантов.

На среде для размножения, дополненной 
0,5 мг/л БАП, у проростков всех изученных ли-
ний в зоне среза каллус не формировался (рис. 2). 
Проросток рос и через 3–4 недели культивирова-
ния состоял из нескольких укороченных междо-
узлий и 4–5 листьев. В зоне узла, ближайшего к 
поверхности питательной среды, в пазухе листа 
закладывались 1–3 пазушные почки, которые 
можно было обнаружить только после удаления 
листьев при анализе проростков с помощью 
бинокулярного микроскопа. Через 7–8 недель 
пазушные почки прорастали в короткие побеги 
длиной 2–3 мм (см. рис. 2, а). Как правило, они 
были закрыты влагалищем листа, поэтому экс-
плант визуально выглядел как один первичный 
побег. 
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Рис. 1. Частота прижившихся проростков линий кукурузы на среде для размножения MS, дополненной 0,5 и 2,0 мг/л БАП
Fig. 1. The frequency of the survivors seedlings of maize lines on the MS medium, supplemented with 0,5 and 2,0 mg/l BAP

Рис. 2. Проростки кукурузы in vitro:  а – проросток (sd) с развившимся пазушным побегом (ax sh) на среде 
MS с 0,5 мг/л БАП через 7 недель культивирования; б – проросток с пазушными побегами на среде MS 
с 2,0 мг/л БАП через 4 недели культивирования; в, г – регенерант с многочисленными пазушными побегами 
на среде MS c 2,0 мг/л БАП через 5 недель культивирования; д – побег со спонтанно развившимися кор-
нями на среде MS, дополненной 0,2 мг/л БАП, через 15 сут культивирования. Масштабная линейка: 5 мм
Fig. 2. Maize seedlings in vitro: a – seedling (sd) with developed axillary shoot (ax sh) on MS medium, supple-
mented with 0,5 mg/l BAP after 7 weeks of cultivation; b – seedling with axillary shoots on the MS medium, 
supplemented with 2,0 mg/l BAP after 4 weeks of cultivation; c, d – regenerant with numerous axillary shoots on 
the MS medium, supplemented with 2,0 mg/l BAP after 5 weeks of cultivation; e – seedling with spontaneously 
developed roots on MS medium, supplemented with 0,2 mg/l BAP after 15 days of cultivation. Scale bar: 5 mm
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На среде с 2,0 мг/л БАП процесс обра-
зования пазушных побегов ускорялся. Почки 
формировались уже на первой и второй неделе 
культивирования, а пазушные побеги – через 
3–4 недели культивирования (см. рис. 2, б). Их 
количество увеличивалось до 7–10. При этом 
пазушные почки развивались не только в зоне 
ближайшего к поверхности среды узла, но и на 

вышерасположенных узлах. Через 5 недель реге-
нерант представлял собой пучок из укороченных 
побегов (см. рис. 2, в, г). Длина пазушных по-
бегов достигала 10–15 мм. Результаты анализа 
показали отсутствие влияния генотипа линий 
на показатель «количество пазушных побегов» 
и зависимость этого показателя от концентрации 
БАП в среде для размножения (рис. 3). 

Рис. 3. Количество развившихся побегов на среде для размножения MS, дополненной 0,5 и 2,0 мг/л БАП
Fig. 3. The number of developed shoots on the MS medium, supplemented with 0,5 and 2,0 mg/l BAP

Для удлинения развившихся боковых микро-
побегов их, не разделяя, переносили на среду MS 
без гормонов или MS с 0,2 мг/л БАП. На безгор-
мональной среде побеги не удлинялись и желте-
ли, на среде с пониженным содержанием БАП 
происходило удлинение побегов, что позволяло 
разделять их и переводить на среды с ауксинами 
для дальнейшего укоренения. Следует отметить, 
что на среде с пониженным содержанием БАП 
у некоторых побегов спонтанно развивались 
корни (см. рис. 2, д). 

Таким образом, нами была успешно прове-
дена индукция прямого органогенеза для пяти 
генотипов кукурузы, подобраны оптимальные 
среды для инициации стерильной культуры 
и собственно микроразмножения; выявлено 
влияние генотипа на приживаемость побегов 
изученных линий в культуре in vitro, влияние 
концентрации БАП в среде для размножения на 
количество пазушных побегов.

Полученные результаты открывают пер-
спективы для использования разработанной 
технологии в генно-инженерных исследованиях 
с изученными линиями.
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Regeneration of plants in vitro through direct organogenesis allows 
the avoidance of somaclonal variation. The aim of our study was the 
induction of direct organogenesis in the culture of mature embryo 
in maize lines created at Saratov State University: ATTM (bm, wx, 
y), ATTM (bm, y), ATTM (bm, g, V-type CMS), AT-3 (4n). These lines 
are characterized by genetic predisposition to parthenogenesis. The 
mature embryos isolated from sterile grains were used as a primary 
explant. Murashige-Skoogha (MS) supplemented with vitamins ac-
cording to the recipe, 20 g/l sucrose, 7 g/l agar (Panreac) without 
hormones was the most optimal for the initiation of a sterile culture. 
After 7 days of cultivation, the seedlings were cut and transferred to 
the MS medium, supplemented with 0,5 and 2,0 mg/l BAP (6-ben-
zylaminopurine). Callus was not forming. Axillary buds and then axillary 
shoots were developed in the area of the seedlings' nodes. The timing 
of the axillary bud development, the number of buds and the length 
of the axillary shoots depended on the concentration of BAP in the 

medium. The results showed that MS medium supplemented with 
2,0 mg/l BAP is more effective for the induction of direct organogen-
esis in the studied lines. Axillary buds (3-10) were laid in the 1–2nd 
week of cultivation on this medium. After 5 weeks of cultivation, the 
regenerant was a bundle of 5–10 shoots 10–15 mm long. Developed 
shoots were transferred, without dividing, on the MS medium without 
hormones or with 0,2 mg/l BAP for elongation. The elongation of the 
shoots occurred on the medium with a low concentration of BAP. This 
made it possible to separate the shoots and translate them on the 
medium with auxins for rooting.
Keywords: clonal micropropagation, in vitro cultivation, mature 
embryo culture, direct organogenesis, maize, Zea mays.
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В статье приводятся результаты изучения виталитетной струк-
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лее северные пензенские ценопопуляции в 2017 г., а наимень-
шей – расположенная южнее, воронежская ценопопуляция из 
окрестностей с. Владимировка. Большинство ценопопуляций 
за период наблюдений оценены как процветающие; ценопо-
пуляция из окрестностей с. Владимировка определена как 
депрессивная. Индекс размерной пластичности D. litwinowii до-
статочно невысок – 1,42. У D.litwinowii при нарастании стресса 
происходит сначала ослабление, а затем усиление взаимо-
обусловленности в развитии структур растения. Иными слова-
ми, наблюдается чередование стрессовой и защитной компо-
нент в онтогенетической стратегии.
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Введение

Виталитет – морфоструктурное выражение 
жизненного состояния растений, ассоцииру-
ющееся с вегетативной массой и размером и яв-
ляющееся важнейшим адаптивным механизмом, 
работающим на популяционном уровне [1, 2]. 
В основе виталитетного анализа прежде всего ле-
жит изучение параметров морфологической струк-
туры особей исследуемых ценопопуляций (ЦП). 
Кроме того, исследование виталитета ЦП крайне 
важно с точки зрения определения жизненной 
стратегии вида в целом. Не вызывает сомнения 
важность изучения подобных вопросов в ЦП редких 
видов растений, каковым и является представитель 
семейства лютиковые (Ranunculaceae) – живо-
кость Литвинова (Delphinium litwinowii Sambuk).

Живокость Литвинова – многолетнее ко-
роткокорневищное травянистое растение высо-
той 60–150 см, эндемик умеренной зоны Восточ-
ной Европы. Ареал вида охватывает территорию 
от бассейна Оки до Полтавской, Воронежской 
и Саратовской областей на юге, на востоке вид 
доходит до Южного Урала. Встречается во всех 
областях Центрального Черноземья [3–6]. Вид 
занесен в Красную книгу Воронежской области 
с категорией 2 [7]. В Красные книги Пензенской 
[8] и Тамбовской [9] областей занесен близкий 
вид живокость клиновидная (Delphinium cunea-
tum Stev. ex DC.), который нередко понимается 
широко и объединяется с D. litwinowii [10, 5]. 

Целью нашего исследования было опре-
деление виталитетной структуры четырех ЦП 
D. litwinowii и его онтогенетической стратегии. 

Материалы и методы

Было изучено четыре ЦП D. litwinowii 
(рис. 1). В Пензенской области в 2017–2018 гг. 
нами изучены две ЦП D. litwinowii на территории 
заповедника «Приволжская лесостепь». Первая 
ЦП (Ost) находилась в Колышлейском районе, 
в защитной зоне участка «Островцовская лесо-
степь», вторая ЦП (Ppr) – в Пензенском районе 
на краю участка «Попереченская степь». Третья 
ЦП (Vla) изучена в 2018 г. в Острогожском районе 
Воронежской области на территории памятника 
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природы «Степные склоны у с. Владимировка». 
Четвертая ЦП (Orl) исследовалась в 2018 г. в  Там-
бовском районе Тамбовской области, окрестности 
с. Орловское, на территории памятника природы 
«Осиновый овраг». 

В качестве учетной единицы принимали 
особи генеративного зрелого онтогенетического 
состояния (g2) [2]. Возрастное состояние генера-
тивных особей определяли согласно указаниям 
Н. И. Федорова [11]. В каждой ЦП у 30 случайно 
выбранных растений измерялись следующие 
количественные признаки: высота растения, 
диаметр растения, число генеративных побегов, 
длина генеративного побега, число листьев на 
генеративном побеге, длина междоузлия, диаметр 
стебля в середине третьего снизу междоузлия, 
число цветков в соцветии, длина соцветия, число 
паракладиев первого порядка, длина наиболее раз-
витого паракладия, длина чашелистика, ширина 
чашелистика, длина шпорца, ширина шпорца, 
длина листовой пластины, длина нерасчлененной 
части листовой пластины, длина центрального 
сегмента средней лопасти, ширина листовой 
пластины, ширина основания центральной доли, 
максимальная ширина средней лопасти, шири-
на основания средней лопасти, длина черешка, 
ширина черешка, длина прицветника, ширина 
прицветника, длина прицветничка, ширина при-
цветничка, длина цветоножки. 

Одна из главных задач при оценке жизнен-
ности – это отбор признаков, являющихся по-

казательными и удобными для измерения. По 
мнению Ю. А. Злобина [12], при выборе ключе-
вых параметров следует отдавать предпочтение 
экологически и биологически важным, наиболее 
вариабельным, вносящим наибольший вклад 
в главные компоненты признакам, принимая во 
внимание при этом их взаимосвязь друг с другом.

Выбор признаков для виталитетного анализа 
проводили с учетом корреляционных связей меж-
ду ними. Корреляционный анализ выполнен с ис-
пользованием непараметрического коэффициента 
корреляции Спирмена [13] в программе Past 3.0 
[14]. Графическое изображение корреляционной 
матрицы в виде плеяды Терентьева выполнено 
в программном модуле GRAPHS [15, 16]. Коэффи-
циенты корреляции по силе связи были разделены 
на 4 группы: 1) r > 0,81 – очень сильная связь; 
rS = 0,71–0,8 – сильная связь; r = 0,61–0,7 – уме-
ренная связь; r = 0,5–0,6 – слабая связь [17].

Оценку среднего уровня связей между 
признаками проводили, используя квадрат 
коэффициента корреляции (r2), усредненный 
по отдельным признакам (R2ch). По коэффи-
циентам CV и R2ch проведен сравнительный 
анализ общей и сопряженной изменчивости 
признаков D. litwinowii. Согласно методике вы-
делены четыре группы системных индикаторов: 
1) экологические, 2) эколого-биологические, 
3) биологические, 4) генотипические [18]. 

Факторный анализ выполнен в программе 
Past 3.0 [14] методом главных компонент (PCA) 

Рис. 1. Географическое расположение исследованных ценопопуляций Delphinium 
litwinowii

Fig. 1. The geographical location of the studied Delphinium litwinowii coenopopulations
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с целью определения морфологических характе-
ристик, имеющих наибольшие значения фактор-
ной нагрузки на главные компоненты. Данные 
для факторного анализа были предварительно 
стандартизированы. 

Изменчивость морфологических призна-
ков определялась по коэффициентам вариации 
с учетом шкалы изменчивости для травяни-
стых растений [19]: CV < 7% – очень низкий, 
CV = 7–15% – низкий, CV = 16–25% – средний, 
CV = 26–35% – повышенный, CV = 36–50% – вы-
сокий, CV > 50% – очень высокий уровень.

Для оценки виталитета использовали индекс 
виталитета особи IVI. Ранжированный по индек-
су виталитета ряд особей разбивали на три класса 
виталитета – высший (а), средний (b) и низший 
(с). Установление границ класса b проводили 
в пределах границ доверительного интервала 
среднего значения (хср ± σ). Для характеристики 
виталитетной структуры использовали индекс 
виталитета ЦП (IVC) [20, 21]. 

Виталитетный тип ЦП определяли с ис-
пользованием критерия Q: процветающие – 
Q = 1/2(а+b) > с; равновесные – Q = 1/2(а+b) = 
= с; депрессивные – Q = 1/2(а+b) < с [2]. Для 
оценки степени процветания или депрессив-
ности ЦП применяли индекс IQ = (a+b)/2c. При 
этом значения выше единицы соответствовали 
процветающему состоянию, а значения ниже 
единицы – депрессивному. Степень отклонения 
от единицы, соответствующей равновесному 
состоянию, отражает степень процветания или 
депрессии. В случае отсутствия особей класса c 
с целью расчета IQ их долю принимали равной 
0.001 [20]. 

Отношением максимального значения IVC 
к его минимальному значению в пределах иссле-
дованных нами ЦП была вычислена размерная 
пластичность D. litwinowii: ISP (индекс размер-
ной пластичности) = IVCmax/IVCmin [20, 21].

Определение онтогенетической стратегии 
выживания вида проведено по характеру изме-
нения морфологической целостности растений, 
оцениваемой по коэффициенту детерминации 
признаков (как среднего значения квадратов 
коэффициентов попарной корреляции всех при-
знаков – R2m) на экоклине, представляющем 
собой градиент ухудшения условий роста, вы-
раженном как ряд ЦП по убыванию значения 
их индексов виталитета IVC. Выделяют 4 типа 
онтогенетических стратегий: защитная – с усиле-
нием стресса происходит усиление координации 
развития растений (повышается морфологи-
ческая целостность растения); стрессовая – 
с усилением стресса ослабляется координация 

развития (снижается морфологическая целост-
ность растения); защитно-стрессовая – при на-
растании стресса происходит сначала усиление, 
а затем ослабление координации развития рас-
тений; стрессово-защитная – при нарастании 
стресса сначала происходит ослабление, а затем 
усиление координированности развития (чередо-
вание стрессовой и защитной компонент) [20, 21].

Результаты и их обсуждение

В целом при рассмотрении результатов 
корреляционного анализа обращает на себя 
внимание слабая детерминированность морфо-
логических признаков, о чем свидетельствует 
малое число связей достаточно значимой силы 
(r > 0,5) (рис. 2). Тем не менее очень сильная 
корреляционная связь (r > 0,8) была отмечена 
между параметрами: высота растения (1) и длина 
генеративного побега (4); число цветков в со-
цветии (8) и число паракладиев первого порядка 
(10). Сильная связь (r > 0,7) отмечена между 
параметрами соцветия – длиной соцветия (9) и 
длиной наиболее развитого паракладия (11), по-
казателями листовой пластины – длиной (16) и 
шириной (19), а также длиной центрального сег-
мента средней лопасти (18). При этом максималь-
ное число связей с достоверной корреляционной 
связью разной силы имели: длина соцветия (9), 
длина (16) и ширина листовой пластины (19). Все 
связи силы достоверны при p ≤ 0.05. На основа-
нии изложенного к числу ключевых признаков 
следует отнести длину генеративного побега, 
длину соцветия, число цветков в соцветии, длину 
и ширину листовой пластины. Данные признаки 
в пределах плеяды образуют группы параметров, 
характеризующих: 1) вертикальную структуру 
растения и соцветия; 2) лист.

Как отмечалось ранее, при выборе ключевых 
параметров следует учитывать биолого-экологи-
ческие свойства видов. Поэтому предпочтение 
следует отдавать экологическим, эколого-био-
логическим и биологическим системным инди-
каторам. 

По результатам исследования структуры 
морфологической изменчивости (рис. 3), прове-
денного в ЦП D. litwinowii по 29 количественным 
морфологическим признакам, в группу эколо-
гических системных индикаторов (см. рис. 3, I), 
в большей степени зависящих от условий внеш-
ней среды и слабо связанных с изменениями 
других признаков, попал лишь один признак – 
число генеративных побегов (3). 

К эколого-биологическим системным ин-
дикаторам (см. рис. 3, II), т. е. признакам, отра-
жающим согласованную изменчивость особей 
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Рис. 2. Корреляционные связи морфологических параметров Delphinium litwinowii: 1 – высота растения; 
2 – диаметр растения; 3 – число генеративных побегов; 4 – длина генеративного побега; 5 – число листьев 
на побеге; 6 – длина междоузлия; 7 – диаметр стебля в середине третьего снизу междоузлия; 8 – число 
цветков в соцветии; 9 – длина соцветия; 10 – число паракладиев первого порядка; 11 – длина наиболее 
развитого паракладия; 12 – длина чашелистика; 13 – ширина чашелистика; 14 – длина шпорца; 15 – 
ширина шпорца; 16 – длина листовой пластины; 17 – длина нерасчлененной части листовой пластины;  
18 – длина центрального сегмента средней лопасти; 19 – ширина листовой пластины; 20 – ширина основания 
центрального сегмента средней лопасти; 21 – максимальная ширина средней лопасти; 22 – ширина осно-
вания средней лопасти; 23 – длина черешка; 24  – ширина черешка; 25 – длина прицветника; 26 – ширина 
прицветника; 27 – длина прицветничка; 28 – ширина прицветничка; 29 – длина цветоножки. Приведены 
значения коэффициента корреляции Спирмена: r = 0,50–0,60 – слабая связь; r = 0,61–0,70 – умеренная связь; 

r = 0,71– 0,80 – сильная связь; r = 0,80–1,0 – очень сильная связь 
Fig. 2. Correlations of morphological parameters of Delphinium litwinowii: 1 – plant height; 2 – plant diameter; 
3 – number of generative shoots; 4 – length of the generative shoot; 5 – number of leaves on the shoot; 6 – length 
of internodes; 7 – diameter of the stem; 8 – number of fl owers in the infl orescence; 9 – length of the infl ores-
cence; 10 – number of paraclades of the fi rst order; 11 – length of the most developed paraclade; 12 – length of 
the sepal; 13 – width of the sepal; 14 – length of the spur; 15 – width of the spur; 16 – length of the leaf plate; 
17 – length of the undifferentiated part of the leaf plate;  18 – length of the central segment of the middle blade; 
19 – width of the leaf plate; 20 – width of the base of the central segment of the middle blade; 21 – maximum 
width of the middle blade; 22 – width of the base of the middle lobe; 23 – stem length; 24  – width of the stem;
25 – length of the bract; 26 – width of the bract; 27 – length of the small bract; 28 – width of the small bract; 
29 – pedicel length. The values of the Spearman correlation coeffi cient are given: r = 0,50–0,60 – weak correlation; 
r = 0,61– 0,70 – moderate correlation; r = 0,71– 0,80 – strong correlation; r = 0,80–1,0 – very strong correlation

в неоднородной среде, не отнесен ни один из 
представленных морфометрических показателей. 

К группе биологических системных ин-
дикаторов (см. рис. 3, IV), в меньшей степени 
зависящих от условий среды, но обладающих 
общей согласованной изменчивостью, являясь 
при этом ключевыми для всей морфологической 
структуры особи, отнесены следующие призна-
ки: высота растения (1), длина генеративного 
побега (4), диаметр стебля в середине третьего 
снизу междоузлия (7), число цветков в соцве-
тии (8), длина соцветия (9), число паракладиев 
первого порядка (10), длина наиболее развитого 
паракладия (11), длина листовой пластины (16), 
длина центрального сегмента средней лопасти 

(18), ширина листовой пластины (19), ширина 
основания центральной доли (20), максимальная 
ширина средней лопасти (21), длина черешка 
(23), ширина черешка (24). 

К группе генотипических (таксономических) 
системных индикаторов отнесены: диаметр 
куста (2), число листьев на побеге (5), длина 
междоузлия (6), длина чашелистика (12), ширина 
чашелистика (13), длина шпорца (14), ширина 
шпорца (15), длина нерасчлененной части листо-
вой пластины (17), ширина основания средней 
лопасти (22), длина прицветника (25), ширина 
прицветника (26), длина прицветничка (27), 
ширина прицветничка (28), длина цветоножки 
(29) (см. рис. 3, III). 

0,40–0,50
0,51–0,60
0,61–0,70
0,71–0,80
0,81–1,0
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Рис. 3. Ординация морфологических параметров Delphinium litwinowii по структуре 
морфологической изменчивости: 1 – высота растения; 2 – диаметр растения; 3 – число 
генеративных побегов; 4 –длина генеративного побега; 5 – число листьев на побеге; 6 – 
длина междоузлия; 7 – диаметр стебля в середине третьего снизу междоузлия; 8 – число 
цветков в соцветии; 9 – длина соцветия; 10 – число паракладиев первого порядка; 11 – 
длина наиболее развитого паракладия; 12 – длина чашелистика; 13 – ширина чашелистика; 
14 – длина шпорца; 15 – ширина шпорца; 16 – длина листовой пластины; 17 – длина 
нерасчлененной части листовой пластины;  18 – длина центрального сегмента средней 
лопасти; 19 – ширина листовой пластины; 20 – ширина основания центрального сегмента 
средней лопасти; 21 – максимальная ширина средней лопасти; 22 – ширина основания 
средней лопасти; 23 – длина черешка; 24  – ширина черешка; 25 – длина прицветника; 
26 – ширина прицветника; 27 – длина прицветничка; 28 – ширина прицветничка; 29 – 
длина цветоножки. Группы системных индикаторов: I – экологические; II – эколого-био-

логические; III – генотипические; IV – биологические
Fig. 3. The ordination of morphological parameters of Delphinium litwinowii on the structure 
of morphological variability: 1 – plant height; 2 – plant diameter; 3 – number of generative 
shoots; 4 – length of the generative shoot; 5 – number of leaves on the shoot; 6 – length of in-
ternodes; 7 – diameter of the stem; 8 – number of fl owers in the infl orescence; 9 – length of the 
infl orescence; 10 – number of paraclades of the fi rst order; 11 – length of the most developed 
paraclade; 12 – length of the sepal; 13 – width of the sepal; 14 – length of the spur; 15 – width 
of the spur; 16 – length of the leaf plate; 17 – length of the undifferentiated part of the leaf plate; 
 18 – length of the central segment of the middle blade; 19 – width of the leaf plate; 20 – width of 
the base of the central segment of the middle blade; 21 – maximum width of the middle blade; 
22 – width of the base of the middle lobe; 23 – stem length; 24  – width of the stem; 25 – length 
of the bract; 26 – width of the bract; 27 – length of the small bract; 28 – width of the small 
bract; 29 – pedicel length. System indicator groups: I – ecological; II – ecological-biological; 

III – genotypic; IV – biological

Таким образом, ключевые признаки, выяв-
ленные в ходе анализа корреляционной матри-
цы, относятся к группе биологических индика-
торов.

На основании факторного анализа (табл. 1) 
выявлено, что наибольшую положительную 
нагрузку (0,7–0,8) на первые две компоненты 
(объясняющие в совокупности наибольший 

процент от общей дисперсии – 35%) имели: по 
первой компоненте – длина листовой пластины, 
по второй – длина соцветия.

Анализ рассчитанных коэффициентов ва-
риации ключевых параметров с учетом шкалы 
изменчивости для травянистых растений [19] 
показал, что два показателя (длина соцветия 
и число цветков в соцветии) имеют высокий 
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Квадрат коэффициента корреляции, 
усредненный по отдельным признакам (R2ch)

The square of the correlation coeffi cient,
averaged over individual characteristics (R2ch)
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Таблица 1 / Table 1
 Результаты факторного анализа признаков Delphinium litwinowii

The results of the factor analysis of the parameters of Delphinium llitwinowii

№ Признак
Parameter

Первая 
компонента

The fi rst 
component

(PC 1)

Вторая 
компонента
The second 
component

(PC 2)
1 Высота растения, см / Plant height, cm 0,47 0,48
2 Диаметр куста, см / Plant diameter, cm 0,33 −0,24
3 Число генеративных побегов, шт. / Number of generative shoots, pcs 0,17 −0,25
4 Длина генеративного побега, см / Length of the generative shoot, cm 0,50 0,55
5 Число листьев на побеге, шт. / Number of leaves on the shoot, pcs 0,34 −0,27
6 Длина междоузлия, см / Length of internodes, cm 0,41 0,14

7 Диаметр стебля в середине третьего снизу междоузлия, см /
Diameter of the stem, cm 0,64 0,13

8 Число цветков в соцветии, шт. / Number of fl owers in the 
infl orescence, pcs 0,56 0,41

9 Длина соцветия, см / Length of the infl orescence, cm 0,39 0,79

10 Число паракладиев первого порядка, шт. / Number of paraclades 
of the fi rst order, pcs 0,43 0,31

11 Длина наиболее развитого паракладия, см / Length of the most 
developed paraclade, cm 0,50 0,63

12 Длина чашелистика, мм / Length of the sepal, mm –0,06 0,49
13 Ширина чашелистика, мм / Width of the sepal, mm 0,04 0,54
14 Длина шпорца, мм / Length of the spur, mm –0,14 0,61
15 Ширина шпорца, мм / Width of the spur, mm 0,18 0,43
16 Длина листовой пластины, мм / Length of the leaf plate, mm 0,70 −0,33

17 Длина нерасчлененной части листовой пластины, мм /
Length of the undifferentiated part of the leaf plate, mm 0,56 −0,34

18 Длина центрального сегмента средней лопасти, мм /
Length of the central segment of the middle blade, mm 0,57 −0,33

19 Ширина листовой пластины, мм / Width of the leaf plate, mm 0,60 −0,40

20 Ширина основания центральной доли, мм /
Width of the base of the central segment of the middle blade, mm 0,68 −0,24

21 Максимальная ширина  средней лопасти, мм / 
Maximum width of the middle blade, mm 0,65 −0,18

22 Ширина основания средней лопасти, мм / Width of the base 
of the middle lobe, mm 0,53 −0,29

23 Длина черешка, мм / Stem length, mm 0,64 −0,30
24 Ширина черешка, мм / Width of the stem, mm 0,68 0,01
25 Длина прицветника, мм / Length of the bract, mm –0,005 0,13
26 Ширина прицветника, мм / Width of the bract, mm 0,13 0,21
27 Длина прицветничка, мм / Length of the small bract, mm 0,07 0,43
28 Ширина прицветничка, мм / Width of the small bract, mm –0,078 −0,20
29 Длина цветоножки, мм / Pedicel length, mm 0,37 −0,001
30 Дисперсия, % / Variance, % 20,564 14,417

Примечание. Выделены признаки, имеющие наибольшую положительную нагрузку  на  компоненты (объ-
ясняющие в совокупности наибольший процент от общей дисперсии – 35%): по первой компоненте (PC 1) – длина 
листовой пластины (0,70), по второй (PC 2) – длина соцветия (0,79).

Note. The parameters that have the greatest positive load on the components (explaining in aggregate the largest per-
centage of the total dispersion – 35%) are highlighted: the fi rst component (PC 1) is the length of the leaf plate (0,70), the 
second (PC 2) is the length of the infl orescence (0,79).
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уровень вариабельности. Остальные 3 признака 
(длина генеративного побега, длина и ширина 
листовой пластины) отличались средним уров-
нем вариабельности.

Таким образом, для окончательного анализа 
нами был выбраны следующие морфологические 
характеристики: длина генеративного побега, 
длина соцветия, число цветков в соцветии, длина 
и ширина листовой пластины. Данный детер-
минирующий комплекс признаков, по нашему 
мнению, в полной мере характеризует развитие 
растений D. litwinowii и достаточен для описания 
виталитетной структуры изученных ЦП. 

В ЦП D. litwinowii, за исключением ЦП Vla, 
преобладали особи среднего класса виталитета (b) 
(рис. 4). В ЦП Ost за два года наблюдений особи 
высшего класса (a) играли более заметную роль, 
чем в остальных ЦП. Как уже было отмечено, 
в ЦП из Воронежской области (Vla) доминиру-
ющей была доля особей низшего класса (c), при 
этом особи, которые отличались бы наилучшими 
показателями развития (a), отсутствовали. Показа-
тельно, что в ЦП Ppr в 2017 г. наблюдалось полное 
отсутствие особей низшего класса виталитета, доля 
которых уже в следующем 2018 г. составила 20%, 
превысив, тем самым, количество особей класса а.

Рис. 4. Виталитетная структура ценопопуляций Delphinium litwinowii. Виталитетные 
классы растений: a – высший; b – средний; c – низший 

Fig. 4. Vitality of Delphinium litwinowii coenopopulations. Vitality classes of plants: 
a – highest; b – medium; c – lower

Согласно критерию IVC, наибольшей жиз-
ненностью отличались более северные пензен-
ские ЦП Ost и Ppr в 2017 г., а наименьшей – 
расположенная южнее воронежская ЦП Vla. 
Большинство популяций за период наблюдений, 
согласно рассчитанным индексам Q и IQ, оцене-
ны как процветающие; ЦП Vla определена как 
депрессивная (табл. 2). 

Индекс размерной пластичности D. litwi-
nowii составил – 1,42. Размерная пластичность 
вида вполне согласуется с таковой для редких 
растений. У Cephalanthera rubra (L.) Rich., 
например, ISP равен 1,31. В то же время плас-
тичность D. litwinowii гораздо ниже пластич-
ности рудеральных травянистых растений (для 
цик лахены дурнишниколистной ISP соста-

вил 4,95, для лебеды татарской – 6,28) [20, 21].
Таким образом, на основании проведенно-

го анализа на данный момент трудно говорить 
о стабильном изменении в положительную или 
отрицательную сторону показателя жизненности 
в пределах изученных ЦП ввиду малого срока 
проведения исследования. В ЦП из Пензенской 
области, изучаемых в течение двух сезонов, 
отмечено снижение жизненности в 2018 г. по 
сравнению с таковой в 2017 г.

У D. litwinowii при нарастании стресса про-
исходит сначала ослабление, а затем усиление 
взаимообусловленности в развитии структур 
растения. Иными словами, наблюдается че-
редование стрессовой и защитной компонент 
в онтогенетической стратегии (рис. 5.) Возрас-
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тающий стресс усиливает детерминированность 
в развитии морфоструктур D. litwinowii. Так, 
наибольшее значение коэффициента детерми-
нации отмечено в ЦП из Воронежской области, 
окрестности с. Владимировка. В то же время 
именно этой ценопопуляции соответствует 
наименьшее значение индекса виталитета, что 
говорит о наименее благоприятных условиях 
произрастания.
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The article presents the results of a study of the vitality structure of 
four Delphinium litwinowii Sambuk coenopopulations from the Penza, 
Tambov and Voronezh regions in the period from 2017 to 2018. The 
most northern coenopopulation from Penza region in 2017 showed the 
strongest vitality, while the weakest was the Voronezh’ coenopopula-
tion, located to the south, near the village of Vladimirovka. Most of the 
coenopopulations over the observation period are rated as prosperous; 
coenopopulation from the vicinity of the village of Vladimirovka is de-
fined as depressive. The index of dimensional plasticity of D. litwinowii 
is rather low – 1,42. In D.litwinowii, with an increase of stress, there 
is first a weakening, and then an increase in interdependence in the 
development of plant structures – in other words, there is an alternation 
of the stress and protective component in the ontogenetic strategy.
Keywords: Delphinium litwinowii, rare species, morphometry, cor-
relation, vitality.
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Проведено фитотестирование N-производных бициклических 
кетонов соединений – (тио)семикарбазонов 2,4-диарилбицик-
ло[3.3.1]нон-2-ен-9-онов, которые отличаются характером ариль-
ных заместителей и N-нуклеофила. Объектом исследования 
служили проростки яровой мягкой пшеницы Triticum aestivum L. 
сорта Саратовская 36. Для оценки физиологической активности 
испытуемых соединений использовали сравнительный анализ 
морфометрических показателей роста корневой системы и по-
бега опытных и контрольных растений, определяли количествен-
ное содержание хлорофилла а, хлорофилла b и каротиноидов 
в пластинке первого листа. Исследование физиологической ак-
тивности (тио)семикарбазонов 2,4-диарилбицикло[3.3.1]нон-2-
ен-9-онов показало, что испытуемые соединения в некоторых 
концентрациях оказывают влияние на рост надземной части рас-
тений, оказывают положительное действие на показатель корне-
обеспеченности растений. Выявлена зависимость между ростом 
побега и концентрацией испытуемых растворов. Установлено, 
что (тио)семикарбазоны 2,4-диарилбицикло[3.3.1]нон-2-ен-9-онов
в концентрации 10–6М способствуют повышению содержания 
хлорофилла b и снижению соотношения хлорофиллов a/b. 
Ключевые слова: карбоциклические соединения, биотестиро-
вание, Triticum aestivum L.
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Карбоциклические соединения, являясь 
одним из основных классов органических соеди-
нений, чрезвычайно распространены в природе. 

Интерес к изучению биологической активности 
этих соединений, в том числе и синтезирован-
ных, в настоящее время довольно высок и носит 
как научный, так и практический характер [1].

Впервые «мостиковый» непредельный 
кетон был получен почти 100 лет назад, и хотя 
эти соединения являются перспективными для 
проведения биоскрининговых исследований, 
так как содержат бициклононеновый фрагмент, 
ответственный за биологическую активность 
природных аналогов [2‒5], сведения о реакци-
онной способности и биологических свойствах 
замещенных бициклононенонов немногочислен-
ны [6]. Несмотря на возможность применения 
компьютерной оценки биологической активно-
сти синтезированных соединений [6‒8], изучение 
влияния этих веществ на рост и развитие живых 
организмов является необходимой составляющей 
изучения их свойств [9, 10].

Цель работы ‒ фитотестирование синтетиче-
ских N-производных бициклических кетонов – 
(тио)семикарбазонов 2,4-диарилбицикло[3.3.1]
нон-2-ен-9-онов, которые отличаются характером 
арильных заместителей и N-нуклеофила. Для 
реализации цели были поставлены следующие 
задачи: установить влияние (тио)семикарбазо-
нов 2,4-диарилбицикло[3.3.1]нон-2-ен-9-онов 
на рост растений пшеницы; определить влияние 
(тио)семикарбазонов 2,4-диарилбицикло[3.3.1]
нон-2-ен-9-онов на содержание фотосинтезиру-
ющих пигментов в листе проростков пшеницы. 

Материалы и методы

Исследования проводились на кафедре 
микробиологии и физиологии растений Сара-
товского национального исследовательского 
государственного университета им. Н. Г. Чер-
нышевского. 

Проведено тестирование следующих со-
единений: семикарбазона 2,4-дифенилбицик-
ло[3.3.1]нон-2-ен-9-она (СК), тиосемикарба-
зона 2-(4’-хлорфенил)-4-фенилбицикло[3.3.1]
нон-2-ен-9-она (ХТСК) и тиосемикарбазона 
2-фенил-4-(4’-метоксифенил)бицикло[3.3.1]нон-
2-ен-9-она (МТСК). Данные соединения (4‒6), 
отличающиеся характером арильных заместите-
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лей и N-нуклеофила (4‒6), получены с выходом 
70‒86% при кипячении в абсолютном этаноле 
с добавлением ацетата натрия или пропаноле-2 
исходных кетонов с (тио)семикарбазидом на 
кафедре органической и биоорганической химии 
Института химии СГУ [11, 12]. Синтезирован-
ные N-производные 2,4-диарилбицикло[3.3.1]
нон-2-ен-9-онов представляют собой бесцветные 

крис таллические вещества с высокими темпера-
турами плавления, хорошо растворимые в этаноле, 
плохо ‒ в хлороформе и воде. Получение (тио)се -
микарбазонов 2,4-диарилбицикло[3.3.1]нон-2-
ен-9-онов: 1, 4 Ar1=Ar2= C6H5, X=NHC(O)-NH2 
(СК); 2,5 Ar1=4-ClC6H4, Ar2= C6H5, X= NHC(S)-
NH2 (ХТСК), 3,6 Ar1=C6H5, Ar2 = 4-CH3OC6H4, 
X= NHC(S)-NH2 (МТСК).

O

Ar1

Ar2

+ NH2X HCl
CH3COONa
C2H5OH N

Ar1

Ar2
X

1-3 4-6

Объектом исследования служили проростки 
яровой мягкой пшеницы Triticum aestivum L. сорта 
Саратовская 36. Для изучения влияния испытуе-
мых соединений на рост растений неповрежден-
ные, выровненные по размеру семена, характе-
ризующиеся всхожестью ≥ 95%, проращивали в 
воде в течение 48 ч, затем переносили на водные 
растворы испытуемых веществ в концентрациях 
10−6, 10−9 и 10−12М. Контролем служили растения, 
выращенные на дистиллированной воде.

Культивирование опытных и контрольных 
проростков осуществлялось в климатостате при 
температуре +18º ± 1° C. Количественный учет 
роста проводили на семидневных проростках: 
определяли абсолютно сухую массу побега и 
корневой системы, длину и количество корней 
проростка, длину пластинки и влагалища первого 
листа (n = 20). На основании полученных данных 
рассчитывали корневой индекс как среднее зна-
чение длины самых длинных корней, отнесенное 
к аналогичному в контроле. Корнеобеспеченность 
проростка определяли как отношение абсолютно 
сухой массы корневой системы к абсолютно сухой 
массе побега [13]. Количественное содержание 
фотосинтетических пигментов в пластинке перво-
го листа определяли спектрофотометрическим 
методом [14] с использованием сканирующего 
спектрофотометра LEKI SS2109UV.

Результаты исследований подвергались ста-
тистической обработке в табличном процессоре 
Excel пакета MS Office 2010.

Результаты и их обсуждение

Проведенное исследование показало, что 
СК в концентрации 10−6М оказывает ингибиру-
ющее действие на рост корней, тогда как менее 

концентрированные растворы этого соединения 
обладают ростостимулирующими свойствами, 
которые максимально проявляются при культи-
вировании растений на растворе СК в концентра-
ции 10−9М (таблица). ХТСК и МТСК оказывают 
положительное влияние на рост корневой систе-
мы (исключение составил раствор ХТСК в наи-
меньшей концентрации из испытуемых). Следует 
отметить, что при культивировании растений на 
растворах МТСК наблюдается больший стиму-
лирующий эффект, чем при культивировании на 
растворах ХТСК тех же концентраций.

Испытуемые N-производные 2,4-диарилби-
цикло[3.3.1]нон-2-ен-9-онов в некоторых концен-
трациях оказывают влияние на рост надземной 
части растений. Растворы СК и МТСК в наи-
большей концентрации оказали ингибирующее 
действие на рост побега, тогда как раствор ХТСК 
аналогичный эффект оказал в наименьшей опыт-
ной концентрации. Стимулирующим действием 
характеризуются растворы СК в концентрации 
10−9М (на 22% выше контроля) и МТСК в кон-
центрации 10−12М (на 10% выше контроля). 
В других вариантах опыта влияние испытуемых 
соединений на рост побега не выявлено или яв-
ляется статистически недостоверным.

На основании анализа полученных данных 
выявлена зависимость между ростом побега и 
концентрацией испытуемых растворов: зависи-
мость между длиной надземной части опытных 
растений и концентрацией раствора ХТСК имеет 
прямой характер, тогда как при культивировании 
на растворах МТСК зависимость обратная. 

Проведено измерение абсолютно сухой мас-
сы побега и корневой системы, расчитан показа-
тель корнеобеспеченности, который, по мнению 



Биология 307

ряда авторов, характеризует устойчивость расте-
ний к неблагоприятным условиям окружающей 
среды [15, 16]. Корнеобеспеченность опытных 
растений превышает контрольные значения 
(исключение составили проростки, культиви-
рованные на растворе ХТСК). Максимальными 
значениями корнеобеспеченности – 1.19‒1.21 

отн. ед. – характеризуются проростки, выращен-
ные на растворах СК и МТСК в концентрации 
10−6 М. При уменьшении концентрации этих рас-
творов показатель корнеобеспеченности снижа-
ется, составляя 1.13‒1.15 отн. ед. у проростков, 
культивированных на СК и 1,09–1,12 – МТСК 
(см. таблицу).

Влияние (тио)семикарбазонов 2.4-диарилбицикло[3.3.1]нон-2-ен-9-онов 
на рост корневой системы и побега проростков пшеницы сорта Саратовская 36

The infl uence of (thio)semicarbazones 2,4-diarylbicyclo[3.3.1]non-2-en-9-ones 
on the growth of the root system and the shoot of wheat seedlings of the variety Saratovskaya 36

Тестируемое соединение / 
Test compound

Длина, мм / Length, mm Корнеобеспеченность, отн. ед. /
Root-availability, rel. Unitsкорней / root побега / shoot 

Контроль /
Control 204,0 ± 8,20 54,3 ± 2,3 0,92

СК /
SK

10–6М 168,6 ± 7,05 33,9 ± 3,2 1,19
10–9М 265,6 ± 12,3 66,0 ± 4,2 1,15
10–12М 251,8 ± 9,54 57,0 ± 3,6* 1,13

МТСК /
CTSK

10–6М 257,9 ± 11,2 51,4 ± 2,1 1,21
10 -9М 239,7 ± 9,91 54,6 ± 3,1* 1,10
10–12М 240,8 ± 12,10 59,9 ± 1,9 1,12

ХТСК /
MTSC

10–6М 242,0 ± 10,3 57,7 ± 2,9* 1,04
10–9М 230,3 ± 8,12 53,3 ± 2,2* 1,16
10–12М 158,2 ± 7,01 50,6 ± 1,2 0,91

Примечание. * – различия между контрольными и опытными значениями недостоверны; СК – семикарбазон 
2,4-дифенилбицикло[3.3.1]нон-2-ен-9-она; ХТСК – тиосемикарбазон 2- (4’-хлорфенил)-4-фенилбицикло[3.3.1]нон-
2-ен-9-она; МТСК – тиосемикарбазон 2-фенил-4-(4’-метоксифенил)бицикло[3.3.1]нон-2-ен-9-она.

Note. * – differences between control and test values are not reliable; SK – semicarbazone 2,4-diphenylbicyclo[3.3.1] 
non-2-en-9-one; CTSK – thiosemicarbazone 2-(4’-chlorophenyl)-4-phenylbicyclo[3.3.1]non-2-en-9-one; MTSC – 
thiosemicarbazone 2-phenyl-4-(4’-methoxyphenyl)bicyclo[3.3.1]non-2-ene-9-one.

При действии ХТСК наибольшие значения 
исследуемого показателя – на 26% выше конт-
рольных – отмечены при концентрации 10−9М, 
наименьшие – при концентрации 10−12М. 

Корневой индекс проростков, выращенных 
на растворе СК в концентрации10−9М, имеет 
максимальное значение и на 26% выше, чем в 
контроле. Наименьшим корневым индексом – 
76% от контроля – характеризуются проростки 
при действии раствора СК в концентрации 
10−6М. Значения корневого индекса семидневных 
проростков, культивированных на растворах 
МТСК, возрастают при снижении концентрации 
испытуемого раствора и превышают контроль 
на 11‒16%, тогда как при культивировании рас-
тений на растворах ХТСК в ряду понижения 
концентрации опытного раствора наблюдается 
снижение данного показателя. 

При изучении влияния испытуемых раство-
ров на количественное содержание пигментов 
в пластинке первого листа не только учитывали 
абсолютное содержание пигментов в тканях лис-

та, но и вычисляли их соотношение. Изменение 
соотношения фотосинтетических пигментов при-
водит к изменению активности фотосинтетиче-
ского аппарата, определяет скорость накопления 
ассимилятов, что в конечном итоге отражается 
на устойчивости, росте и продуктивности рас-
тений [17, 18].

Все испытуемые соединения в концентрации 
10−6 М способствуют повышению содержания 
хлорофилла b и снижению соотношения хлоро-
филлов a/b (рисунок). 

Принято считать, что повышение доли 
хлорофилла b в фотосинтезирующих тканях 
свидетельствует о повышении их светособира-
ющей способности в области дальнего красного 
света [19]. А значит, показатель a/b определяет 
адаптационную способность к изменению 
условий окружающей среды, в первую очередь 
освещенности, позволяя регулировать процессы 
распределения ресурсов с целью поддержания 
оптимальных скоростей физиологических про-
цессов.

Н. В. Миронова и др. Фитотестирование (тио)семикарбазонов 
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Первый лист растений, культивированных 
на растворах СК, характеризуется повышенным 
суммарным содержанием зеленых пигментов по 
сравнению с контролем на 10‒31%. Максималь-
ными значениями содержания хлорофилла а 
в листовой пластинке (на 24% выше контрольных 
значений) характеризуются растения, культиви-
рованные при концентрации раствора 10−6М и 
10−12М, хлорофилла b ‒ при концентрации рас-
твора 10−6М. При этом соотношение хлорофилла 
а и хлорофилла b при концентрации раствора 
10−6 М составляет 2,54 мг/г (что меньше контроля 
на 19%) и повышается при разбавлении СК, со-
ставляя при наименьшей концентрации испытуе-
мого раствора 3,36 мг/г, что незначительно (на 
7%) превышает контроль. 

При культивировании проростков на раство-
рах МТСК и ХТСК сумма зеленых пигментов 
в пластинке первого листа опытных растений на 
15‒25% ниже (МТСК в концентрации 10−9М и 
10−12М, ХТСК – 10−12М) или не имеет суще-
ственного отличия от контроля (другие варианты 
опыта). Отмечено, что в ряду снижения кон-
центрации ингибирующее действие растворов 

МТСК и ХТСК на количественное содержание 
хлорофилла а усиливается. Раствор МТСК 
в концентрациях 10−9М и 10−12М негативно вли-
яет на содержание хлорофилла b и не оказывает 
статистически значимого воздействия на данный 
показатель при концентрации 10−6М. 

Показатель относительного содержания 
зеленых пигментов (a/b) при выращивании рас-
тений на растворах ХТСК и МТСК ниже конт-
рольных значений, за исключением объектов, на 
рост которых оказали влияние растворы 10−9М 
МТСК и 10−12 М ХТСК (различие анализируемо-
го показателя функциональной активности листа 
контрольных и опытных растений статистически 
недостоверно).

Анализ количественного содержания каро-
тиноидов в листе опытных растений показал, 
что их количество превышает контрольные 
значения и увеличивается в ряду снижения 
концентрации раствора СК на 7, 20 и 30% со-
ответственно. Слабое положительное действие 
на содержание каротиноидов оказал раствор 
ХТСК в концентрации 10−6 М, тогда как растворы 
меньшей концентрации характеризуются сни-

Влияние (тио)семикарбазонов 2,4-диарилбицикло[3.3.1]нон-2-ен-9-онов на содержание фотосинтети-
ческих пигментов в пластинке первого листа 

The effect of (thio) semicarbazones 2,4-diarylbicyclo [3.3.1] non-2-en-9-ones on the content of photosynthetic 
pigments in the plate of the fi rst leaf
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жающим количество каротиноидов действием. 
Установлено, что в варианте опыта с наименее 
концентрированным – 10−12М – раствором МТСК 
анализируемый показатель составляет 75% от 
контрольного значения, тогда как влияния МТСК 
двух других концентраций на количественное 
содержание каротиноидов в пластинке первого 
листа опытных растений не обнаружено. 

Количественное соотношение каротиноидов 
и хлорофиллов (Кар/Хл) используют для оценки 
стрессоустойчивости растений. Если принимать 
во внимание роль каротиноидов в защите фото-
синтетического аппарата в условиях стресса, его 
повышение указывает на увеличение устойчиво-
сти фитообъекта в неблагоприятных условиях 
среды [20].

Для некоторых вариантов опыта установ-
лено повышение соотношения каротиноидов и 
хлорофиллов относительно контрольного значе-
ния. Так, данный показатель фотосинтетической 
активности тканей листа растений, культивиро-
ванных на растворе в концентрации 10−9 М, на 
8% (СК) – 16% (МТСК) выше контроля. Соот-
ношение каротиноидов и хлорофиллов в тканях 
листовой пластинки растений, выращенных на 
растворе ХТСК 10−6 М и 10−12 М, составило 0,26 
и 0,28, что на 11 и 23% выше, чем у растений, 
культивированных на воде.

Заключение

На основании проведенного исследования 
можно заключить, что семикарбазон 2,4-дифе-
нилбицикло[3.3.1]нон-2-ен-9-она (СК) оказывает 
ингибирующее действие на рост корней и побега 
в концентрации 10−6М, при этом менее концен-
трированные растворы СК обладают росто-
стимулирующим действием. Тиосемикарбазон 
2-(4’-хлорфенил)-4-фенилбицикло[3.3.1]нон-2-
ен-9-она (ХТСК) и тиосемикарбазон 2-фенил-4-
(4’-метоксифенил)бицикло[3.3.1]нон-2-ен-9-она 
(МТСК) оказывают положительное влияние на 
рост корневой системы (исключение составил 
10−12М ХТСК) и разный характер действия в 
отношении роста побега: наблюдается прямая 
зависимость между длиной надземной части 
опытных растений и концентрацией раствора 
ХТСК, тогда как при культивировании на рас-
творах МТСК зависимость обратная. 

Установлено, что испытуемые (тио)семи-
карбазоны 2,4-диарилбицикло[3.3.1]нон-2-ен-
9-онов, отличающиеся характером арильных 
заместителей и N-нуклеофила, в концентрации 
10−6М способствуют повышению содержания 
хлорофилла b и снижению соотношения хлоро-
филлов a/b. Семикарбазон 2,4-дифенилбицик-

ло[3.3.1]нон-2-ен-9-она (СК) в концентрации 
10−6М и тиосемикарбазон 2-(4’-хлорфенил)-
4-фенилбицикло[3.3.1]нон-2-ен-9-она (ХТСК) 
в концентрации 10−9М оказывают негативное 
действие на соотношение каротиноидов и хло-
рофиллов, тогда как последний в концентрации 
10−12М, а также 10−9М растворы тиосемикарба-
зона 2-фенил-4-(4’-метоксифенил)бицикло[3.3.1]
нон-2-ен-9-она (МТСК) способствуют повыше-
нию этого соотношения на 16‒23%.
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Biological testing of (thio) semicarbazones 2,4-diarylbicyclo [3.3.1] non-
2-en-9-ones, differing in the nature of aryl substituents and nucleophile, 
was carried out.The object of the study was seedlings of spring soft 
wheat Triticum aestivum L. of the Saratovskaya 36 variety. To assess 
the physiological activity of the tested compounds, we used a valuable 
analysis of the morphometric parameters of growth of the root system 
and shoots of the test and control plants and the quantitative content of 
chlorophyll a, chlorophyll b, and carotenoids in the first leaf. The study 

of the physiological activity of (thio)semicarbazones 2,4-diarylbicyclo 
[3.3.1] non-2-en-9-ones showed that the test compounds in some 
concentrations affect the growth of the aerial parts of plants, having a 
positive effect on the indicator of the root-availability. The tests revealed 
the relationship between shoot growth and the concentration of the 
tested solutions. It has been established that (thio)semicarbazones 
2,4-diarylbicyclo[3.3.1]non-2-en-9-ones at a concentration of 10-6 M 
contribute to an increase in chlorophyll b content and a decrease in 
the ratio of chlorophylls a and b.
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В данной статье впервые рассматривается возможность приме-
нения громкого прерывистого звука (100 дБ, 370 Гц, 60 с – звук 
и 60 с – пауза в течение 2 ч) в качестве неинвазивного мето-
да открытия гематоэнцефалического барьера (ГЭБ). Результаты 
исследований, выполненных на половозрелых самцах мышей 
с применением ex vivo (спектрофлуориметрический метод опре-
деления экстравазации красителя Evans Blue и конфокальный 
анализ проницаемости ГЭБ для FITC-декстрана 70 кДа) и in vivo 
(двухфотонная микроскопия прохождения липосом через ГЭБ) 
опытов, демонстрируют, что звук значительно увеличивает про-
ницаемость ГЭБ для указанных маркеров. Индуцированное зву-
ком открытие ГЭБ является безопасным (по оценке отсутствия 
периваскулярного отека и апоптоза) и обратимым (открытие/ 
закрытие ГЭБ через 1 ч/4 ч после воздействия звука соответ-
ственно), сопровождаемым компенсаторными изменениями це-
ребрального кровотока. Таким образом, звук как естественный 
фактор может явиться новым и прогрессивным методом для 
успешной доставки лекарств в мозг, который может быть при-
менен в повседневной клинической практике. Его экономическая 
выгода и простота выполнения делает данный метод двигателем 
прогресса в области преодоления ГЭБ и лечения болезней цент-
ральной нервной системы (ЦНС).
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Введение

Гематоэнцефалический барьер является со-
вокупностью морфологических структур, образо-
ванной эндотелиальными клетками микрососудов, 
окруженными перицитами и периваскулярной 
астроглией. Он контролирует прохождение пере-
носимых кровью агентов в ткани мозга или вы-
свобождение метаболитов и ионов из него. ГЭБ 
играет жизненно важную роль в нормальном 
функционировании ЦНС, защищая мозг от пато-
генов. Однако это также создает серьезную помеху 
для введения лекарств в ткани мозга при лечении 
его заболеваний.

Известно, что среди 7000 зарегистрирован-
ных в мировой статистической базе лекарствен-
ных средств только 5% позволяют успешно 
лечить неврологические заболевания по причине 
того, что многие из них не могут проходить через 
ГЭБ [1–3]. В этой связи подходы к преодолению 
ГЭБ привлекают внимание в исследованиях по-
следних четырех десятилетий. 

Период 1880–1980 гг. был посвящен изуче-
нию анатомической структуры и функций ГЭБ. 
В последующие три десятилетия исследовали 
механизмы, лежащие в основе работы ГЭБ. 
Сегодня внимание ученых сфокусировано на 
развитии методов преодоления ГЭБ. Так, пред-
ложено более 70 различных методов доставки 
лекарственных средств в ткани мозга, включая 
физические, химические и биологические [4–6]. 
Однако все эти методы требуют дальнейших ис-
следований для улучшения воспроизводимости, 
а также количественной и качественной оценки 
проницаемости ГЭБ.

Материалы и методы

Объекты исследования
Во всех экспериментах использовали самцов 

белых беспородных мышей (с массой тела 20–
25 г) в количестве 140 шт. Животные содержались 
в стандартных лабораторных условиях с доступом 
к пище и воде. Протокол эксперимента был одоб-
рен комитетом по уходу и использованию лабора-
торных животных в Саратовском государственном 
университете (протокол H-147, 07.02.2018).

В серии экспериментов было изучено влия-
ние громкого звука (100 дБ 370 Гц продолжи-
тельностью 2 ч) на открытие ГЭБ для молекул 
с высоким весом, таких как Evans Blue Albumin 
Complex (EBAC, 68,5 кДа) и FITC-декстран 
(70 кДа), вводимых внутривенно в эксперимен-
тах ex vivo и in vivo.

Оценка экстравазации Evans Blue dye с по-
мощью спектрофлуорометрического анализа. 
На первом этапе эксперимента мы проанализи-
ровали экстравазацию EBAC с помощью спект-
рофлуориметрического анализа. Для этого были 

сформированы 4 группы экспериментальных 
животных: контрольная (n = 15), которая не под-
вергалась звуковой стимуляции, и три опытные 
группы, животные в которых подвергались зву-
ковому воздействию (n = 15 в каждой). Громкий 
звук экспонировался в течение 2 ч в прерывистом 
режиме: 60 с – звук и 60 с – пауза. Время и доза 
воздействия звука были установлены случайным 
экспериментальным отбором значительной про-
ницаемости ГЭБ для EBAC. Данная процедура 
проводилась с помощью звукового преобразова-
теля (7а, 12 вольт, ПАО «АвтоВАЗ», Тольятти, 
Россия). Определение концентрации красителя 
Evans Blue в тканях мозга проводили на спект-
рофлуориметре (620 nm/680 nm, Agilent Cary 
Eclipse, Agilent, USA).

Мыши помещались на нагревательную 
платформу для поддержания температуры тела 
на всех этапах экспериментов. Имплантация 
полиэтиленового катетера (PE-10 tip, Scientifi c 
Commodities Inc., Lake Havasu City, Arizona) 
проводилась под ингаляционной анестезией 
(2% изофлуран, 1л/мин N2О/O2 – 70 : 30) в пра-
вую бедренную вену. EBAC (Sigma Chemical 
Co. Сент-Луис, штат Мичиган, США) вводили 
внутривенно в разовой дозе (2 мг/25 г, мышь, 
1% раствор в 0,9% физиологическом растворе). 
EBd циркулировал в крови в течение 30 мин 
в соответствии с рекомендуемым протоколом [7].

В завершение мышей декапировали с после-
дующим извлечением мозга – через 1 ч (n = 15), 
через 4 ч (n = 15) и через 24 ч (n = 15) после экспе-
римента. Мозг быстро извлекали и помещали на 
лед (антикоагуляция не использовалась во время 
сбора крови). Подробный протокол извлечения 
и визуализации EBAC был опубликован Wang 
et al. [8]. Для измерения концентрации EBAC 
(мкг на г тканей) использовалась стандартная 
калибровочная кривая. 

Оценка экстравазации FITC-декстрана 
70 кДа с помощью конфокальной микроскопии. 
Следующим этапом экспериментов был анализ 
экстравазации FITC-декстрана 70 кДа с помощью 
конфокальной микроскопии. Для характеристики 
проницаемости ГЭБ к молекулам с высокой мо-
лекулярной массой использовался флуоресцеин 
изотиоцианат (FITC)-декстран 70 кДа. Для дан-
ного опыта были сформированы четыре группы 
мышей (n = 10 в каждой группе). В контрольной 
группе животные не подвергались звуковому воз-
действию. Остальные три группы находились под 
воздействием громкого звука. Через 1,  4 и 24 ч по-
сле эксперимента животным внутривенно вводи-
ли FITC-декстран (1 мг/25 г мыши, 0,5% раствор 
в 0,9% физиологическом растворе, Sigma-Aldrich), 
который циркулировал 2 мин. Сразу после этого 
животных декапитировали. Мозг быстро удаля-
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ли, фиксировали его в 4% параформальдегиде 
в течение 24 ч и далее делали срезы толщиной 
60 мкм на вибротоме (Микросистема Leica VT 
1000S, Германия). Анализ результатов проводили 
на конфокальном микроскопе (Olympus FV10i-W, 
Olympus, Япония). На каждое животное было 
сделано 8–12 срезов из корковых и подкорковых 
областей.

Дополнительным методом оценки прони-
цаемости ГЭБ послужила двухфотонная ла-
зерная сканирующая микроскопия (2ФЛСМ) в 
режиме реального времени. Проницаемость ГЭБ 
непрерывно контролировалась путем измерения 
флуоресценции периваскулярной ткани мышей 
в разные моменты времени. За три дня до визуа-
лизации готовили оптическое окно (3 мм) путем 
истончения черепа.

Во время визуализации мыши находились 
под ингаляционной анестезией с 2% изофлура-
ном при 1 л/мин N2O/O2 – 70 : 30. Температура 
тела поддерживалась на уровне 37,5° С с помо-
щью гомеотермической системы с ректальным 
зондом. FITC-декстран 70 кДа (1 мг/25 г мыши, 
0,5% раствор в 0,9% физиологическом растворе, 
Sigma-Aldrich) вводили через хвостовую вену 
(~ 100 мкл) при начальной концентрации в сы-
воротке крови 150 мкМ. Анализ проницаемости 
ГЭБ проводили сразу и в течение 20 мин после 
введения FITC-декстрана.

Обработка изображений с использованием 
системы Prairie View Ultima. Для количествен-
ной оценки экстравазации FITC-декстрана из 
церебральных сосудов в ткани мозга применяли 
систему Prairie View Ultima, а также программу 
Image J. 

Метод изучения проницаемости ГЭБ с по-
мощью флуоресцентных GM1-липосом.

В состав липосом входит ганглиозид GM1, 
полученный из головного мозга крупного рогато-
го скота. Очищенный ганглиозид GM1 из голов-
ного мозга был любезно предоставлен доктором 
Ильей Михалёвым (Институт биоорганической 
химии им. Шемякина – Овчинникова РАН). 
Высокоэффективный флуоресцентный зонд 
(λex = 497 нм, λem = 504 нм), синтезированный, 
как описано ранее [9], любезно предоставлен 
доктором Иваном Болдыревым (Институт био-
органической химии им. Шемякина – Овчин-
никова РАН). Липосомы получали стандартным 
методом экструзии после гидратации липидной 
пленки [10]. После экструзии через мембранные 
фильтры с диаметром пор 100 нм (Extruder Lipex, 
Northern Lipids, Canada) липосомные дисперсии 
помещали в физиологический солевой раствор 
(фосфатный буфер, pH 7,1, всего концентрация 
липидов 25 мМ). Измеренный методом динами-
ческого рассеяния света (BI9000, Brookhaven 

Instruments, США) средний диаметр и индекс 
полидисперсности для липосом составляли 104 
и 0,076 нм соответственно.

Для получения флуоресцентного сигнала 
в липосомы был встроен 1 моль BODIPY–фосфа-
тидилхолина. Флуоресцентно меченные липо-
сомы в физиологическом растворе (0,2 мл/25 г) 
вводили мышам через хвостовую вену в следую-
щих группах: первая контрольная группа (n = 10 
в каждой группе) без звукового воздействия; 
вторая, третья и четвертая – экспериментальные 
группы, находившиеся под воздействием звука.

Липосомы вводили внутривенно (0,2 мл/100 г) 
и давали циркулировать в течение 2 мин. После 
этого мышей декапитировали и анализировали 
срезы мозга на конфокальном микроскопе. Чтобы 
исследовать проницаемость ГЭБ для липосом, 
применялись три различных маркера, которые 
наносились на срезы мозга: 1) антиген эндотели-
ального барьера, конъюгированный с антителами 
SMI-71, в качестве маркера цереброваскулярного 
эндотелия; 2) антиглиальный фибриллярный 
кислый белок (GFAP), метящий астроциты; 3) ла-
минин, маркирующий базальные мембраны. Экс-
травазация липосом оценивалась через 1, 4 и 24 ч 
после воздействия звука.

Результаты и их обсуждение

Ex vivo анализ проницаемости ГЭБ для 
высокомолекулярных соединений 

На первом этапе исследований изучали про-
ницаемость ГЭБ для EBAC. EBAC является клас-
сическим инертным индикатором проницаемости 
сосудов для молекул с высокой молекулярной 
массой. EBAC – неметаболически активная краска 
(961 Да), которая прочно связывается с альбуми-
ном сыворотки, формируя высокомолекулярный 
комплекс массой 68.5 кДа [11–13]. Таким образом, 
EBd не проникает через интактный ГЭБ, а его по-
явление в тканях мозга указывает на нарушение 
ГЭБ [14, 15]. Мы обнаружили, что продолжитель-
ность звука (100 и 90 дБ) в течение 2 ч сопро-
вождалась значительным увеличением утечки 
EBAC, в то время как меньшее время воздействия 
звука (0,5 ч и 1 ч) не было связано с какими-либо 
изменениями в проницаемости ГЭБ для EBAC.

Экстравазацию EBAC из церебральных со-
судов в ткани мозга определяли после его внутри-
венного введения мышам до и после звукового 
воздействия. Данные спектрофлуориметрическо-
го анализа показали (рис. 1), что концентрация 
EBAC в интактном мозге была близка к нулю 
(0,42 ± 0,02 мкг/г ткани). Это минимальное ко-
личество красителя в интактном мозге можно 
объяснить небольшим содержанием красителя, 
который может оставаться на стенках сосудов го-
ловного мозга после процедуры перфузии [8, 16].
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Рис. 1. Данные спектрофлуориметрического анализа проницаемости ГЭБ для альбу-
минового комплекса Evans Blue (EBAC)

Fig. 1. Data spectrofl uorimetric analysis for permeability of the BBB for the albumin complex 
Evans Blue (EBAC)

Прохождение EBd существенно возрастало 
у каждого животного после воздействия звуком 
(см. рис. 1). Так, через 1 ч после звуковой сти-
муляции наблюдалось 22,8-кратное увеличение 
прохождения EBAC (9,6 ± 0,92 мкг/г ткани про-
тив 0.42 ± 0,02 мкг/г ткани, р < 0,05). Важно от-
метить, что через 4 и 24 ч после звукового воздей-
ствия проницаемость ГЭБ для EBAC полностью 
нормализовалась, а экстравазация красителя 
в мозге была аналогична нормальному состоянию 
(0,63 ± 0,02 и 0,54 ± 0,03 мкг/г соответственно). 

С целью оценки проницаемости ГЭБ для 
веществ с высокой молекулярной массой было 
дополнительно использовано внутривенное 
введение (FITC)-декстрана 70 кДа. Короткое 

время циркуляции (2 мин) было выбрано для 
(FITC)-декстрана потому, что этот индикатор вы-
водится из крови быстрее, чем EBAC. Это также 
стало причиной выбора высокомолекулярного 
(FITC)-декстрана 70 кДа, поскольку декстран 
с молекулярной массой ˂ 50 кДа быстро выво-
дится почками [7].

Конфокальный анализ экстравазации (FITC)-
декстрана подтвердил данные спетрофлуори-
метричского анализа проницаемости ГЭБ для 
EBAC, а именно тот факт, что ГЭБ открывается 
через 1 ч и закрывается через 4 ч после звукового 
воздействия. Экстравазация (FITC)-декстрана 
определялась как четкая флуоресценция, ви-
димая вокруг стенок сосуда (рис. 2, б). В конт-

Рис. 2. Данные конфокальной микроскопии проницаемости ГЭБ к (FITC)-декстрану 70 кДа: а – контроль (декстран 
внутри сосудов мозга), б – экстравазация декстрана из крови в ткани мозга (определяли по появлению вокруг цереб-
ральных сосудов флуоресценции); в и г – 4 и 24 ч после воздействия звуком, (FITC)-декстран внутри церебральных 

сосудов, в этот период ГЭБ закрыт
Fig. 2. Data confocal microscopy of BBB permeability to FITC-dextran 70 kDa: a – control (dextran inside brain vessels), 
b – extravasation of dextran from the blood into the brain tissue (determined by fl uorescence around cerebral vessels); c and 

d –4 and 24 hours after sound exposure to, FITC-dextran inside the cerebral vessels, during this period the BBB is closed

а/а б/b в/с г/d
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Рис. 3. Данные двухфотонной лазерной сканирующей микроскопии проницаемости ГЭБ к (FITC)-декстрану 70 кДа: 
а – микрофотографии подкорковой структуры головного мозга мыши через 1 ч после воздействия звука сразу после 
введения (FITC)-декстрана 70 кДа; б – та же область через 20 мин после инъекции (FITC)-декстрану 70 кДа; в – корти-
кальная область при большем увеличении от (а), изображающая количественную оценку микрососудистой проницаемости 
для FITC-декстрану 70 кДа. Площадь кровеносных сосудов (1–3) и интерстициальное пространство (1’–4’) определяли 
вручную, а интенсивность флуоресценции в каждой области оценивали с использованием программного обеспечения 
Image J; г – та же площадь при большем увеличении от (б); д – процентная интенсивность флуоресценции (рассчитанная 
от сосудистой) в периваскулярной области, отражающая максимальную концентрацию (FITC)-декстрана 70 кДа через 
1 ч после воздействия звука. Данные представлены в виде среднего ± SEM, n = 7, ** р < 0,01; е – оценка концентрации 
FITC-декстрана в паренхиме головного мозга и микрососудах через 20 мин после инъекции. Данные представлены 

в виде среднего ± SEM, n = 7, ** р < 0,01
Fig. 3. Data of two-photon laser scanning microscopy of BBB permeability to (FITC)-dextran 70 kDa: a – micrographs of the 
subcortical structure of the mouse brain 1 hour after sound exposure immediately after the injection of (FITC)-dextran 70 kDa, 
b – the same area 20 minutes after injection (FITC)-dextran 70 kDa; c – cortical area with a higher magnifi cation from (a), 
representing the quantitative assessment of microvascular permeability for (FITC)-dextran 70 kDa. The area of blood vessels 
(1–3) and the interstitial space (1’–4’) were determined manually, and the fl uorescence intensity in each area was estimated 
using the Image J software; d – the same area with a larger increase from (c); e – percentage fl uorescence intensity (calculated 
from the vascular) in the perivascular region, refl ecting the maximum concentration of (FITC)-dextran 70 kDa 1 h after sound 
exposure. Data are presented as mean ± SEM, n = 7, ** p < 0.01; f – evaluation of the concentration of FITC-dextran in the brain 

parenchyma and microvessels 20 minutes after injection. Data are presented as mean ± SEM, n = 7, ** p < 0.01

рольной группе (без звука), а также через 4 и
24 ч после воздействия звука не наблюдалось экс-
травазации (FITC)-декстрана, т. е. целостность 
ГЭБ быстро восстанавливалась после звукового 
воздействия (рис. 2, а, б, в).

Данные 2ФЛСМ сочетались с результата-
ми конфокальной микроскопии (рис. 3). Так, 

2ФЛСМ показала открытие ГЭБ через 1 ч после 
звуковой стимуляции и нормализацию прони-
цаемости ГЭБ для этого индикатора через 4 и 
24 ч после звукового воздействия. 

Как показано на рис. 3, а и б, в контрольной 
группе после внутривенного введения индикато-
ра на темном фоне ткани мозга отчетливо видны 

а/а б/b в/c г/d

д/e е/f
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яркие сосуды, заполненные (FITC)-декстраном 
70 кДа. Через 1 ч в той же области мозга на-
блюдалась повышенная периваскулярная флу-
оресценция ткани из-за прохождения (FITC)-
декстрана 70 кДа из микрососудов в паренхиму 
мозга, указывающего на открытие ГЭБ (см. рис. 
3, б и г). Количественная оценка сосудистой 
проницаемости через 20 мин после инъекции 
(FITC)-декстрана, представленная на рис. 3, д, 
показывает увеличение ее до 27,2 ± 4,2% через 
1 ч (p < 0,01), 7,3 ± 4% через 4 ч (р = 0,12) и 
10,1 ± 6,4% через 24 ч (р = 0,08) после звукового 
воздействия по сравнению с интактным мозгом 
(4,4 ± 1,2%). Концентрация (FITC)-декстрана 
в паренхиме мозга через 1 ч после звукового воз-
действия существенно увеличилась и составила 
33,7 ± 3 мкм и уменьшилась до 100,6 ± 10,9 мкм 
в сосудах (р < 0,01 для обоих случаев) по срав-
нению с неповрежденным мозгом, где расчетные 
концентрации составили 5,2 ± 2,8 мкм и 149,8 ± 
± 17,1 мкм в паренхиме и сосудистой сети со-
ответственно (см. рис. 3, е). Таким образом, 
2ФЛСМ показала, что ГЭБ обратимо открыва-
ется через 1 ч после звукового воздействия, за-
крывается через 4 ч, с сохранением нормальной 
барьерной функции через 24 ч после звука.

В целом результаты трех серий эксперимен-
тов первого этапа с применением ex vivo и in vivo 
оценки проницаемости ГЭБ к комплексу EB-
альбумина (68 кДа) и (FITC)-декстрану (70 кДа) 
показали, что звук индуцирует значительное, но 
обратимое открытие ГЭБ через 1 ч для высоко-
молекулярных веществ, имитирующих высокую 
проницаемость барьера к белкам.

Проницаемость ГЭБ к липосомам
Результаты анализа проницаемости ГЭБ 

к GМ1-липосомам с помощью конфокальной 
микроскопии (ex vivo) представлены на рис. 4. 
Экстравазацию  GМ1-липосом  из  сосудов 
головного мозга в паренхиму изучали с при-
менением трех разных маркеров: 1) антигена 
эндотелиального барьера, конъюгированного 
с антителами SMI-71, в качестве маркера цере-
броваскулярного эндотелия; 2) антиглиального 
фибриллярного кислого белка (GFAP), метя-
щего астроциты; 3) ламинина, маркирующего 
базальные мембраны. 

Максимальная концентрация липосом в тка-
нях головного мозга наблюдалась через 1 ч после 
звукового воздействия (см. рис. 4), до звукового 
воздействия, а также после 4 и 24 ч. После 24 ч 
экстравазация GM1-липосом не наблюдалось.

Рис. 4. Конфокальная микроскопия проницаемости ГЭБ для GM1-липосом 100 нм у мышей, под-
вергнутых звуковому воздействию с применением маркера эндотелия церебральных сосудов SMI-71 

и GFAP: через 1 ч после звука. Слева на малом и справа – на большом увеличении 
Fig. 4. Confocal microscopy of BBB permeability for GM1-liposomes 100 nm in mice subjected to sound 
using the endothelial marker of cerebral vessels SMI-71 and GFAP: 1 hour after the sound. Left on low 

and on the right – at high magnifi cation

Через 1 ч после воздействия звука липосомы 
наблюдали вне эндотелиальных клеток и между 
астроцитами, помеченными SMI-71 и GFAP со-
ответственно, но не было экстравазации липосом 
до, а также через 4 и 24 ч после воздействия 
звука. Результаты двухфотонной микроскопии 

in vivo подтвердили данные о прохождении 
липосом конфокальной ex vivo. Открытие ГЭБ 
наблюдалось только через 1 ч после стимуляции 
звуком (рис. 5, б). 

Как показано на рис. 5, а, через 1 ч после зву-
кового воздействия сразу после внутривенного 

б/bа/а
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введения липосом на темном фоне ткани мозга 
отчетливо видны яркие сосуды, заполненные 
флуоресцентными липосомами. Через 20 мин на-
блюдения регистрировали выход GM1-липосом 
из микрососудов в паренхиму мозга, что опреде-
ляли по появлению флуоресцентного сигнала от 
GM1-липосом вокруг сосудов, указывающего на 
открытие барьера (см. рис. 5, б). В неповрежден-
ном мозге экстравазации не наблюдалось. 

На рис. 6 показано увеличение флуоресцен-
ции периваскулярной паренхимы до 15,9 ± 5,2% 
через 1 ч (р < 0,01), 3,4 ± 2,8% через 4 ч и 5,4 ±
± 4,1% через 24 ч после звукового воздействия 
по сравнению с интактным мозгом (2,2 ± 1,3%). 
Таким образом, данные двухфотонной микро-
скопии in vivo подтвердили, что ГЭБ обратимо 
открывается через 1 ч после звукового воздей-
ствия, закрывается через 4 ч и незначительно 
открывается снова через 24 ч.

Таким образом, результаты, полученные ex 
vivo и in vivo, предполагают, что GM1-липосомы 
диаметром 100 нм пересекают ГЭБ через 1 ч 
после звукового воздействия, что также было 
показано в других исследованиях, использующих 
внутриартериальную инъекцию GM1-липосом 
(100 нм) [16].

Следовательно, применение конфокальной 
(ex vivo) и двухфотонной (in vivo) микроскопии 

Рис. 5. In vivo двухфотонная лазерная сканирующая микроскопия проницаемости ГЭБ для 
GM1-липосом у мышей, подвергнутых звуковому воздействию: а – GM1-липосомы внутри 
сосудов мозга в момент их введения в кровь; б – экстравазация GM1-липосом из крови 
в ткани мозга, что оценивалось по появлению флуоресцентного сигнала от GM1-липосом 

в тканях мозга
Fig. 5. In vivo two-photon laser scanning microscopy of BBB permeability for GM1-liposomes 
in mice subjected to sound: a – GM1-liposomes inside the brain vessels at the fi rst moment of 
their injection in blood; b – extravasation of GM1-liposomes from the blood into brain tissue, 
which was estimated by the appearance fl uorescent signal GM1-liposomes in the brain tissues

Рис. 6. Количественная оценка экстравазации 
GM1-липосом

Fig. 6. Quantifi cation extravasation of GM1-liposomes

показало эффективность использования звуко-
вого воздействия для обратимого повышения 
проницаемости ГЭБ к GM1-липосомам. Пери-
васкулярный отек во всех сериях экспериментов 
не наблюдался.

а/а б/b
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Заключение

В данной работе, выполненной на здоровых 
самцах крыс, впервые показано, что примене-
ние слышимого прерывистого звука (100 дБ,
370 Гц, продолжительностью 2 ч) приводит 
к обратимому повышению проницаемости ГЭБ 
к высокомолекулярным соединениям, таким как 
EBAC (68,5 кДа), (FITC)-декстран (70 кДа) и 
флуоресцентным GM1-липосомам через 1 ч по-
сле воздействия с последующим быстрым (через 
4 ч) восстановлением барьерной функции мозга. 
Звук как естественный фактор может явиться 
новым прогрессивным методом для успешной 
доставки лекарств в мозг. Этот метод может быть 
применен в повседневной клинической практике. 
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The development of methods of drug delivery to the brain is one of 
the priorities of the therapy of most cerebral diseases. There are 
more than 70 technologies to overcome the blood-brain barrier 
(BBB), but many of them are not widely used in daily clinical practice, 
as they lead to negative consequences. Here we propose a new 
method of overcoming the BBB using loud sound (110 dB, 370 Hz, 
duration – 2 hours). Independent results on mice obtained in several 
experimental groups clearly demonstrate that sound significantly 
increases the permeability of BBB to high-molecular substances, as 
well as to liposomes (100 nm) simulating the delivery to the brain of 
solutes, proteins and materials with nanocarriers. Sound-induced 
BBB opening is safe (according to the assessment of the absence 
of perivascular edema and apoptosis) and reversible (opening / 
closing of BBB after 1 h/4 h after exposure to sound, respectively) 
due to compensatory changes in cerebral blood flow. Thus, sound 
as a natural factor is a new and promising easily feasible method 
for the successful delivery of drugs to the brain.
Keywords: sound, blood-brain barrier, dextran, brain, GM 1-li-
posomes, Evans Blue dye.
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Исследовано сочетанное влияние покрытий на основе нано-
частиц металлов Ag, Au и ультрафиолетового (365 нм, УФИ) и 
инфракрасного (808 нм, ИКИ) излучений на бактерии Staphylo-
coccus aureus 209 P. Инкубация взвесей микроорганизмов на 
поверхности стекол с нанопокрытиями в течение 1 ч не приво-
дила к существенному сокращению числа КОЕ – уменьшение 
численности показано на 2% в случае с серебряными покры-
тиями и на 8% – c золотыми. Однако облучение ИКИ бакте-
риальных суспензий вызывало гибель 43% популяции после 
5 мин, 86% популяции – после 30 мин. Снижение численности 
исследуемых микроорганизмов отмечено на 21% после 5 мин 
и на 75% после 30 мин воздействия серебряных нанопокрытий 
в сочетании с экспозицией УФИ (365 нм). Уменьшение числа 
бактериальных клеток на поверхности золотых нанопокрытий 
происходило на 63% после 5 мин и на 99% – после 30 мин воз-
действия ИКИ (808 нм). Большая антибактериальная эффектив-
ность комбинации золотых нанопокрытий и ИКИ может быть 
объяснена большей плотностью мощности излучения, а также 
большей чувствительностью микроорганизмов к фототермиче-
скому воздействию.
Ключевые слова: фотодинамическое воздействие, нанопо-
крытие, наночастицы, Ag, Au, УФ, 365 нм, ИК, 810 нм, микро-
организмы, S. aureus.
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Введение

Разработка биоактивных покрытий, сочета-
ющих в себе несколько свойств, активно ведется 
научным сообществом в последние годы. Раз-
личные модификации наночастиц благородных 
металлов позволяют создавать покрытия с на-
страиваемыми характеристиками [1‒6]. 

Немалый интерес представляет исполь-
зование подобных материалов для снижения 
численности условно-патогенных или уничто-
жения патогенных микроорганизмов. Угнетение 
роста таких микроорганизмов, как Escherichia 
coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, 
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella enterica, Bacillus subtilis, достигалось 
при сочетании действия оптического излучения 
и фотодинамической активности наночастиц 
в составе покрытий [6‒9].

В связи с вышесказанным представляло 
интерес проанализировать антимикробные 
свойства новых нанопокрытий с ионами Ag и 
Au в сочетании с оптическим излучением для 
подавления бактерий одного из наиболее значи-
мых клинических видов ‒ Staphylococcus aureus.

Материалы и методы

В работе использовали два типа образцов, 
содержащих наночастицы серебра (Ag) или 
наночастицы золота (Au). Синтез нанопокры-
тий серебра проводили по схеме, описанной 
ранее, процедура получения нанопокрытий 
золота и основные характеристики изложены в 
работе.

В качестве объекта исследования выбра-
ли типовой штамм S. aureus 209 P (ГИСК 
им. Л. А. Тарасевича, Москва). Выращивание 
микроорганизмов проводили при температуре 
37° С на универсальной плотной питательной 
среде (ГРМ-агар, Оболенск, Россия). 

Оптические параметры источников лазерно-
го излучения представлены в таблице.

Взвесь микроорганизмов в объеме 0,1 мл 
(104 м.к./мл) наносили на поверхность конт-
рольных стекол и стекол с нанопокрытиями. 
Контрольные образцы (100%) инкубировали при 
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25º С в течение 1 ч без доступа света; далее 0,1 мл 
суспензии со стекла переносили на поверхность 
плотной питательной среды. Экспериментальные 
образцы помещали под источник излучения, 
экспозиция составляла 5, 10, 15 и 30 мин. По-
сле воздействия взвеси бактерий переносили 
на чашки Петри с плотной питательной средой 
и равномерно распределяли по поверхности 
стерильным шпателем. Учет результатов прово-
дили путем подсчета числа колониеобразующих 
единиц (КОЕ) через 24–48 ч после инкубации 
при 37º С. Каждый эксперимент проводили в 
десятикратной повторности. Для статистической 
обработки экспериментальных данных исполь-
зовали программу Microsoft Еxcel 2010.

Результаты и их обсуждение

Представляло интерес изучение реакции 
микроорганизмов на действие УФ (365 нм) и 
ИК (808 нм) излучений (рисунок). Показано, 
что в течение первых 5 мин экспозиции УФИ 
вызывает гибель 10% бактериальной популяции, 
в то время как ИКИ приводит к снижению чис-
ленности на 43%. В дальнейшем эта тенденция 
сохраняется, к 30 мин облучения УФИ число 
КОЕ сокращается на 51%, при использовании 
ИКИ – на 86%.

Существенное усиление фотодинамическо-
го эффекта отмечено при инкубации взвесей 
микроорганизмов на поверхности стекол с на-

Источники излучения, использованные в работе
Sources of radiation used in the work

Условные обозначения /
Legend

Максимум испускания, нм /
Emission maximum, nm

Плотность мощности, мВт/см2 /
Power density, mW/cm2

Тип излучения /
Type of radiation

УФИ / UVR 365 8 Светодиодное /
Light emited diod

ИКИ / IRR 808 400 Лазерное / Laser

Изменение числа КОЕ S. aureus 209 P при инкубации на поверхности стекол с нанопокрытиями
The change in the number of CFU S. aureus 209 P during incubation on the surface of glasses with nanocoatings
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нопокрытиями. Сочетание серебряного нанопо-
крытия и УФИ приводило к последовательному 
сокращению численности популяции на 21, 42, 
57, 75% при экспозиции в течение 5, 10, 15, 30 
мин (см. рисунок, а). 

Комбинация ИКИ с золотым нанопокрыти-
ем демонстрировала выраженное угнетающее 
действие в отношении исследуемых микроорга-
низмов. Уже после 10 мин облучения снижение 
числа КОЕ отмечено на 80%, а к 30 мин облу-
чения данный показатель снижался на 99% (см. 
рисунок, б).

В работе были использованы два типа ис-
точников оптического излучения – светодиод 
с максимумом испускания 365 нм и лазер 
с максимумом испускания 808 нм. Недостаточ-
ную бактериостатическую активность УФИ 
в данных экспериментах можно объяснить 
низкой когерентностью волн, испускаемых 
светодиодом, и малой плотностью мощности 
излучения. Однако при инкубации микроорга-
низмов на поверхности стекол, содержащих в 
качестве фотодинамических объектов наноча-
стицы сереб ра, удавалось повысить эффектив-
ность АФДВ на 50%. Сочетание лазерного ИКИ 
с плотностью мощности 400 мВт/см2 с покры-
тиями, содержащими золотые нанодиски, имело 
ярко выраженное бактерицидное действие (ги-
бель 99% бактериальной популяции). Несмотря 
на явное преимущество комбинации ИКИ + Au 
перед УФИ + Ag, механизмы взаимодействия 
наночастиц в исследованных покрытиях клю-
чевым образом отличаются. В случае УФИ + Ag 
антибактериальный эффект достигается в ходе 
фотодинамической реакции и при образовании 
активных радикалов, в случае с ИКИ + Au
основное действие принадлежит локальному, 
даже точечному нагреванию области контакта 
бактериальных клеток с золотыми нанодисками.
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The combined effect of coatings based on nanoparticles of metals 
Ag, Au, ultraviolet (365 nm, UVR) and infrared (808 nm, IRR) radiation 
on Staphylococcus aureus 209 P was studied. Decrease in numbers 
was shown by 2% in the case of silver coatings and by 8% in the case 
of gold coatings after 1 h incubation. However, exposure of the IRR 
to bacterial suspensions caused the death of 43% of the population 
after 5 min, 86% of the population after 30 min. The decrease in the 
number of the studied microorganisms was measured as 21% after 
5 min and by 75% after 30 min of exposure to silver nanocoatings in 
combination with UVR (365 nm). The decrease in the number of bacte-
rial cells on the surface of gold nanocoatings was 63% and occurred 
after 5 min and was 99% after 30 min of exposure to IRR (808 nm). 
The high antibacterial efficacy of a combination of gold nanocoatings 
and IRR can be explained by a higher density of radiation power, as 
well as a greater sensitivity of microorganisms to photothermal effects.
Keywords: photodynamic effect, nanocoating, nanoparticles, Ag, 
Au, UV, 365 nm, IR, 810 nm, microorganisms, S. aureus. 
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Применение нового инструментального метода 
для оценки функционального состояния 
клеток Francisella tularensis в стрессовых условиях 
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Строение поверхности клетки отражает функциональное со-
стояние бактерии в целом. Наличие специфических призна-
ков клеток сказывается на биофизических характеристиках их 
поверхности – заряде, свободной энергии и гидрофобности. 
Взаимодействие бактерий с биомолекулами и частицами так-
же связано с этими характеристиками поверхности. Целью на-
шей работы было изучение функционального состояния клеток 
F. tularensis 15 НИИЭГ при культивировании в условиях стресса 
с помощью электрооптического (ЭО) мониторинга. Было по-
казано, что при воздействии повышенной температуры в со-
четании с перекисным стрессом изменяются показатели жиз-
неспособности клеток, а также поверхность клеточной стенки. 
Вместе с этим стресс стимулирует у бактерии экспрессию 
иммунореактивных стрессовых белков. Производилось изу-
чение воздействия малых доз антибиотика на биофизические 
параметры клеток F. tularensis в течение короткого времени – 
1 ч. В эксперименте были использованы антибиотики, приме-
няемые при лечении туляремии, – стрептомицин, канамицин 
и ампициллин в концентрации 0,5 г/л. Было выявлено, что наи-
большим повреждающим действием на клетку в данной кон-
центрации обладает ампициллин. При воздействии канамицина 
и стрептомицина также наблюдаются изменения жизнеспособ-
ности клеток F. tularensis, но в меньшей степени. Таким обра-
зом, условия культивирования F. tularensis влияют на жизненные 
показатели клеток и уровень экспрессии антигенов. Электро-
оптический анализ успешно регистрирует различные типы воз-
действия на клетки микроорганизма и является перспективным 
методом контроля при разработке профилактических и диагно-
стических препаратов.
Ключевые слова: Francisella tularensis, электрооптический 
анализ, стресс, атомно-силовая микроскопия.
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Введение

Туляремия – зоонозная природно-очаговая 
инфекция, возбудитель которой Francisella 
tularensis, грамотрицательная факультативно-
анаэробная внутриклеточная бактерия, может 
вызывать вспышки заболевания среди широкого 
круга хозяев, включая человека, что представ-
ляет проблему для практического здравоохра-
нения [1].

В процессе адаптации клетки к определен-
ным условиям изменяется строение клеточной 
поверхности, что отражает также и ее функцио-
нальное состояние. Наличие специфических 
признаков клеток сказывается на биофизиче-
ских характеристиках их поверхности – заряде, 
свободной энергии и гидрофобности. Взаимо-
действие бактерий с биомолекулами и части-
цами также связано с этими характеристиками 
поверхности [2].

Целью нашей работы было изучение функ-
ционального состояния клеток F. tularensis 
15 НИИЭГ при культивировании в условиях 
стресса с помощью электрооптического (ЭО) 
мониторинга.

Материалы и методы

Объектом изучения были бактерии F. tula-
rensis subsp. holarctica штамм 15 НИИЭГ (полу-
чен из Государственной коллекции патогенных 
коллекции «Микроб»). Штамм выращивали на 
пластинках FT агара (пр-ва ГНЦ ПМБ, Обо-
ленск) при 37° С в течение 48 ч. Затем бактерии 
инокулировали в бульоне Мюллера – Хинтона 
с Т-добавкой рН 7,4 и культивировали в колбах 
Эрленмейера на термостатируемой качалке 
(MULTITRON II, Infors) при 200 об/мин в тече-
ние 16 ч при (37 ± 2)° С до достижения экспо-
ненциальной фазы роста. Полученную ночную 
культуру подвергали следующему воздействию: 
температурному стрессу – повышению темпе-
ратуры до 42° С; сочетанию температурного 
стресса с перекисным окислением; воздействию 
антибиотиков.

 © Борисова С. В., Кузнецова Е. М., Ерохин П. С., Волох О. А., 2019



Биология 327

Результаты и их обсуждение

1.  Воздействие перекисного и температур-
ного стресса на клетки F. tularensis

Для изучения перекисного и температурного 
стресса добавляли Н2О2 до конечной концентра-
ции 5 мМ, повышали температуру выращивания 
до 42о С и культивировали еще в течение 2 ч. 
Контрольные образцы выращивали без пере-
киси водорода при 37° С. В ходе эксперимента 

было показано: выращивание F. tularensis в 
стрессовых условиях приводит к изменению 
электрооптического (ЭО) эффекта (рис. 1), что 
свидетельствует об изменении ориентационного 
спектра клеток. Нами установлено, что стресс-
условия (42° С, Н2О2) незначительно снижали 
жизнеспособность F. tularensis, но приводили 
к значительному увеличению экспрессии белков 
теплового шока, и это согласуется с литератур-
ными данными [3]. 

Рис. 1. Изменение показателя электрооптического эффекта при частоте 900 кГц
Fig. 1. The change of the electro-optical effect at a frequency of 900 kHz

Интерес представляет также изменение пока-
зателей поверхности клетки – ригидности и шеро-
ховатости клеточной стенки, которые оценивались 
с помощью метода атомно-силовой микроскопии. 

Изменение условий сказывается на шероховатости 
клеточной поверхности (рис. 2). Таким образом, 
чем более жесткими становятся условия для бакте-
рии, тем более отчетливо видны данные изменения.

Рис. 2. Атомно-силовая микроскопия клеток F. tularensis, выращенных в различных условиях: 1 – контроль; 2 – t = 42o C; 
3 – 42o C + Н2О2

Fig. 2. Atomic force microscopy of F. tularensis cells grown under different conditions:  1 – control; 2 – t = 42o C; 3 – 42o C + H2O2

1 2 3

Методами электрофореза в полиакриламид-
ном геле (SDS-PAGE) [4] и иммуноблоттинга 
[5] был проведен анализ выделенных фракций 

белков F. tularensis 15НИИЭГ, секретируемых 
в культуральную жидкость при выращивании 
без стрессового воздействия и под действием 
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стресса. Было показано увеличение экспрессии 
иммунореактивных стрессовых белков F. tu-
larensis, в частности одного из белков шаперо- 

нов – GroEL (60 кДа), под действием перикисного 
и температурного стресса по сравнению с 
контрольным вариантом опыта (рис. 3).

Рис. 3. Результаты SDS-PAGE и иммуноблоттинга белков, секретируемых 
бактериями F. tularensis 15НИИЭГ при выращивании в течение 16 ч на жидких 
средах: 1 – белковый профиль, полиакриламидный гель окрашен кумасси синим 
R-250; 2 – иммуноблоттинг с сывороткой б/м, вакцинированной F. tularensis 
15НИИЭГ; а – контроль, без стрессового воздействия, б – на 2 ч повышение 
температуры выращивания до 42° С; в – на 2 ч повышение температуры вы-

ращивания до 42о С и добавление 5 мМ H2O2 
Fig. 3. The results of SDS-PAGE and immunoblotting of proteins secreted by bacteria 
F. tularensis 15NIIEG when grown for 16 hours in liquid media:  1 – protein profi le, 
polyacrylamide gel, colored with Kumassi blue R-250; 2 – immunoblot with serum 
b/m vaccinated with F. tularensis 15NIIEG; a – control, without stress, b – for two 
hours raising the temperature of growing to 42° C; c – for two hours, raising the 

cultivation temperature to 42° C and adding 5 mM H2O2

     b     c      b     c  

1 2

     b     c

2. Воздействие антибиотиков как стресс-
фактора

Производилось изучение воздействия малых 
доз антибиотика на биофизические параметры 
клеток F. tularensis. В эксперименте были ис-
пользованы антибиотики, применяемые при 
лечении туляремии, – стрептомицин, канамицин 
и ампициллин в концентрации 0,5 г/л.

Было выявлено, что наибольшим поврежда-
ющим действием на клетку в данной концент-
рации обладает ампициллин. Уже на начальном 
этапе взаимодействия антибиотика с клеткой 
сопротивляемость была снижена в два раза. Это 
говорит о сорбировании частиц антибиотика 
на мембране. Через 15 мин сопротивляемость 

клетки резко возрастает. По-видимому, в данный 
момент происходит активная стабилизация мем-
браны клетки с целью защиты от повреждающе-
го фактора. Спустя 45 мин снова наблюдается 
снижение сопротивляемости клетки, что связа-
но с нарушением целостности мембран (рис. 4).

При воздействии канамицина и стрептоми-
цина также наблюдаются похожие показатели, 
но в меньшей степени.

Заключение

Таким образом, условия культивирования 
F. tularensis влияют на жизненные показатели 
клеток и уровень экспрессии антигенов. Электро-
оптический анализ успешно регистрирует разные 

а/a б/b в/c а/a б/b в/c
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Рис. 4. Изменение электрооптического эффекта клеток F. tularensis под действием антибиотиков при 
частоте ориентирующего поля 900 кГц

Fig. 4. Changes in the electro-optical effect of F. tularensis cells at a frequency of the orienting fi eld of  900 kHz
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типы воздействия на клетки микроорганизма. 
ЭО мониторинг функционального состояния 
микробных клеток в режиме реального времени 
является перспективным методом контроля при 
разработке профилактических и диагностиче-
ских препаратов.
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The structure of the cell surface reflects the functional state of the 
bacterium as a whole. The presence of specific features of cells 
affects the biophysical characteristics of their surface: charge, free 
energy and hydrophobicity. The interaction of bacteria with biomol-
ecules and particles is also related to these surface characteristics. 
The aim of our work was to study the function of F. tularensis 
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15 NIIEG cells under cultivation under stress using electro-optical 
(EO) monitoring. It was shown that under the influence of elevated 
temperature in combination with peroxide stress, the cell viability 
indices, as well as the surface of the cell wall, change. At the 
same time, stress stimulates expression of immunoreactive stress 
proteins in bacteria. The effect of small doses of antibiotic on 
the biophysical parameters of F. tularensis cells was studied for 
a short time – 1 hour. In the experiment, antibiotics used in the 
treatment of tularemia – streptomycin, kanamycin and ampicillin 
at a concentration of 0.5 g/l were used. It was found that the 
greatest damaging effect on the cell in this concentration was 
by ampicillin. When exposed to kanamycin and streptomycin, 
changes in the viability of F. tularensis cells were also observed, 
but to a lesser extent. Thus, the conditions of cultivation 
F. tularensis affect the vital signs of cells and the level of antigen 
expression. Electro-optical analysis successfully registers various 
types of exposure to microbial cells and is a promising method of 
control in the development of preventive and diagnostic medica-
ments.
Keywords: Francisella tularensis, electro-optical analysis, stress, 
atomic force microscopy.
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Изучена антимикробная активность наночастиц серебра, ста-
билизированных различными природными и синтетическими 
полимерными соединениями, в отношении стандартного и 
клинических штаммов Staphylococcus aureus. Установлено, что 
наибольшей эффективностью характеризовались наночастицы 
серебра, стабилизированные поливиниловым спиртом, карбок-
симетилцеллюлозой и полиазолидинаммонием, модифициро-
ванным гидрат-ионами йода. Концентрации наночастиц 1–3% 
оказывали антибактериальное действие в отношении всех ис-
следуемых штаммов бактерий. Низкая чувствительность иссле-
дуемых штаммов к действию наночастиц, стабилизированных 
олеатом натрия S. aureus, вероятно, связана с его низкой ста-
билизирующей способностью и высокой скоростью агрегации 
наночастиц. Высокий уровень токсичности додецилсульфатом 
натрия приводил к повышению его антимикробной активности. 
Проведенные исследования позволили установить, что наибо-
лее перспективным антимикробным компонентом при разра-
ботке антисептических и дезинфицирующих средств являются 
наночастицы серебра, стабилизированные полиазолидинаммо-
нием, модифицированным гидрат-ионами йода.
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Одной из актуальных проблем современ-
ности являются рост встречаемости и распро-
странение антибиотикорезистентных штаммов 
условно-патогенных микроорганизмов [1, 2]. 

Этому способствуют нерациональная антибиоти-
котерапия, несоблюдение схем приема антимик-
робных препаратов, их избыточное назначение, 
в том числе для профилактики инфекционных 
осложнений, а также самолечение антибиоти-
ками [3, 4]. Важную роль в распространении 
устойчивых штаммов микроорганизмов играют 
домашние животные, поскольку антибиотики 
могут входить в состав кормов, а также ис-
пользоваться в качестве стимуляторов роста [5]. 
Так, например, животные могут быть источни-
ком метициллинрезистентных Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, бактерий Salmonella, 
Campylobacter, передача которых человеку про-
исходит при непосредственном контакте или 
алиментарным путем [6, 7].

Поэтому поиск и внедрение в практику 
альтернативных антимикробных препаратов, 
позволяющих преодолевать антибиотикорези-
стентность возбудителей, являются актуальными 
[8]. В настоящее время нанотехнологии находят 
широкое применение в различных областях при-
кладной микробиологии, ветеринарии и медици-
ны. В частности, в качестве эффективного анти-
микробного компонента широко применяются 
наночастицы серебра, поскольку в отечественной 
и зарубежной литературе отсутствуют данные 
о формировании к ним устойчивости [9]. Веро-
ятно, это связано со специфическим механизмом 
действия наночастиц серебра на микробные клет-
ки, которое проявляется в изменение проницае-
мости их поверхностных структур, влиянии на 
белки, нуклеиновые кислоты, а также нарушении 
процесса адгезии на чувствительных клетках 
макроорганизма [10–13]. 

Однако ограничивающими факторами ис-
пользования наночастиц металлов в медицинской 
и ветеринарной практике являются их высокая 
токсичность и низкий уровень стабильности, 
в результате чего происходит их агрегация и 
утрата уникальных биоцидных свойств [14, 15]. 
Поэтому выбор стабилизатора, необходимого для 
поддержания металлических структур в нанораз-
мерном диапазоне, имеет очень важное значение.

В связи с вышеизложенным целью работы 
являлись исследование антимикробной актив-
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ности наночастиц серебра, стабилизированных 
природными и синтетическими полимерами, и 
выбор наиболее перспективных вариантов для 
использования в медико-биологической практике.

Материалы и методы

В исследованиях использовали наночастицы 
серебра (ООО М9, Тольятти), характеристика 
которых представлена в таблице.

Характеристика исследуемых наночастиц металлов
Characterization of the Metal Nanoparticles

№ Лабораторный шифр /
Laboratory cipher Характеристика препарата / Preparation Characteristics

1 Ag/PVA Наночастицы серебра, стабилизированные поливиниловым спиртом /
Silver nanoparticles Stabilized with Polyvinyl Alcohol

2 Ag/CMC Наночастицы серебра, стабилизированные карбоксиметилцеллюлозой /
Silver Nanoparticles Stabilized by Carboxymethyl Cellulose

3 Ag/OleNa Наночастицы серебра,стабилизированные олеатом натрия /
Silver Nanoparticles Stabilized with Sodium Oleate

4 Ag/SDS Наночастицы серебра, стабилизированные додецилсульфатом натрия /
Stabilized with Sodium Dodecyl Sulfate

5 Ag/PG-m
Наночастицы серебра, стабилизированные полиазолидинаммонием, 
модифицированным гидрат-ионами йода / Silver Nanoparticles Stabilized 
with Polyazolidinammonium Modifi ed with Iodine Hydrate ions

В качестве экспериментальной модели ис-
пользовали стандартный штамм S. aureus 209 Р, 
клинические штаммы S. aureus, которые были 
выделены от больных с гнойным поражением 
кожных покровов, находящихся на амбулаторном 
лечении в ГУЗ Саратовский областной клиниче-
ский кожно-венерологический диспансер. Выбор 
стафилококков в качестве объекта исследования 
был связан с тем, что они, являясь условно-пато-
генными микроорганизмами, могут входить в со-
став нормальной микрофлоры кожных покровов, 
играть ведущую роль в развитии инфекционных 
патологий данной локализации.

Оценку антимикробной активности разных 
вариантов наночастиц серебра проводили с ис-
пользованием метода серийных разведений 
в твердой питательной среде [16]. Для этого 
получали последовательные разведения исследу-
емых препаратов, вносили их в состав мясо-пеп-
тонного агара (МПА) с учетом концентрации и 
разливали в стерильные чашки Петри. Согласно 
рекомендации фирмы производителя, иссле-
дования проводили с концентрацией опытных 
образцов: 3, 2, 1, 0,5, 0,25 и 0,125%. В качестве 
контроля использовали посевы микроорганиз-
мов на питательные среды без добавления на-
ночастиц серебра. Микробную взвесь штаммов 
S. aureus (104 м.к./мл) наносили по 100 мкл на 
поверхность МПА и равномерно распределяли 
шпателем. Посевы инкубировали в течение 24 ч 
в термостате при температуре 37° С, после чего 
подсчитывали количество выросших колоний 
и сравнивали их с контрольным посевом. Жиз-
неспособность бактерий оценивали по числу 

колониеобразующих единиц (КОЕ). В исследо-
ваниях не использовали наночастицы серебра 
без стабилизаторов, поскольку их отсутствие 
приводило к быстрой агломерации наноструктур 
и утрате наноразмерных характеристик.

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью программного обеспечения 
Statistica 10 (for Windows, Stat Soft Inc., США), 
Microsoft Еxcel 2003 (for Windows XP). Опреде-
ляли χ2 при ранговом дисперсионном анализе и 
конкордации Кендалла. Для проведения много-
факторного анализа использовали построение 
нормальной логарифмической модели. Стати-
стические результаты считались достоверными 
при p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение

Изучение антимикробной активности на-
ночастиц серебра, стабилизированных синтети-
ческим полимером – поливиниловым спиртом, – 
показало неодинаковую чувствительность к нему 
исследуемых штаммов стафилококков. Наи-
большей чувствительностью характеризовался 
стандартный штамм S. Aureus 209 Р, концент-
рации наночастиц серебра 0,5–3% приводили 
к отсутствию роста штамма, а концентрации 
0,125 и 0,25% снижали показатели КОЕ на 90,2 и 
70,4% соответственно. Сходные результаты были 
получены при культивировании клинических 
штаммов S. aureus № 21, 111, 311 и 327 на среде 
в присутствии Ag/PVA, который значительно по-
давлял рост бактерий в диапазоне концентраций 
0,5–3%, а более низкие концентрации снижали 
показатели КОЕ на 88,3–95,9%. Наибольшая 
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устойчивость к действию Ag/PVA была установ-
лена для штамма S. aureus № 3, поскольку от-
сутствие роста было показано для концентраций 
препарата 1–3%, а более низкие концентрации 
способствовали снижению значений КОЕ на 
65,9–80,7% (рис. 1).

Аналогичные результаты были получены 
при культивировании стандартного и клиниче-
ских штаммов S. aureus на среде с добавлением 

наночастиц серебра, стабилизированных при-
родным полимером – карбоксиметилцеллюлозой 
(рис. 2). Использование наночастиц Ag/CMC 
в концентрациях 0,5–3% приводило к полному 
отсутствию роста всех исследуемых штаммов, 
при использовании остальных рабочих кон-
центраций показатели КОЕ  были достоверно 
ниже контрольных значений и снижались на 
72,9–97,8%. 

Рис. 1. Влияние наночастиц Ag/PVA/W 500 на количественные показатели (КОЕ/чашка) штаммов S. aureus 
(M ± m; χ2 = 12,89; p ≤ 0,05)

Рис. 1. Effect of Ag/PVA/W 500 Nanoparticles on CFU / Petri Dish of S. aureus Strains (M ± m; χ2 = 12,89; 
p ≤ 0,05) (color online)

Рис. 2. Влияние наночастиц Ag/CMC/W 500 на количественные показатели (КОЕ/чашка) штаммов 
S. aureus (M ± m; χ2 = 12,00; p ≤ 0,05)

Рис. 2. Effect of Ag/CMC/W 500 Nanoparticles on CFU / Petri Dish of S. aureus Strains (M ± m; χ2 = 12,00; 
p ≤ 0,05) (color online)

Т. А. Шульгина и др. Влияния наночастиц серебра на выживаемость штаммов Staphylococcus aureus
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Наночастицы серебра, стабилизированные 
олеатом натрия, характеризовались низким 
уровнем антимикробной активности, а наи-
большая чувствительность к их действию 
установлена для стандартного штамма S. aureus 
209 Р и клинических штаммов S. aureus № 311 
и 327. Полное отсутствие роста колоний на-

блюдалось только при концентрации наночастиц 
3%. Остальные рабочие разведения препарата 
приводили к снижению показателей КОЕ на 
27–93,9% (рис. 3). При действии препарата 
в диапазоне концентраций 0,125–0,5% показате-
ли КОЕ достоверно не отличались от контроль-
ных значений. 

Рис. 3. Влияние наночастиц Ag/OleNa/W 500 на количественные показатели (КОЕ/чашка) штаммов 
S. aureus (M ± m; χ2 = 17,62; p ≤ 0,05)

Рис. 3. Effect of Ag/OleNa/W 500 Nanoparticles on CFU / Petri Dish of S. aureus Strains (M ± m; χ2 = 17,62; 
p ≤ 0,05) (color online)

Высокая чувствительность всех исследо-
ванных штаммов S. aureus установлена при 
действии наночастиц серебра, стабилизирован-
ных додецилсульфатом натрия. Наибольшая 
чувствительность к Ag/SDS выявлена для стан-

дартного штамма S. aureus 209 Р и клинического 
штамма S. aureus № 21, на которые все рабо-
чие разведения препарата оказывали сильное 
антимикробное действие (рис. 4). В отношении 
клинических штаммов S. aureus № 3, 111, 311 

Рис. 4. Влияние наночастиц Ag/SDS/W 500 на количественные показатели (КОЕ/чашка) штаммов 
S. aureus (M ± m; χ2 = 2,23; p ≤ 0,05)

Рис. 4. Effect of Ag/SDS/W 500 Nanoparticles on CFU / Petri Dish of S. aureus Strains (M ± m; χ2 = 2,23; 
p ≤ 0,05) (color online)

/
/
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Полученные результаты показали, что нано-
частицы серебра характеризуются антимикроб-
ной активностью в отношении стандартных и 
клинических штаммов S. aureus, которая носит 
дозозависимый характер и зависит от используе-
мого стабилизатора. Важно отметить, что при 
производстве препаратов, содержащих наночас-
тицы металлов, использование стабилизаторов 
является его неотъемлемой частью, поскольку 
покрытие полимерным соединением поверх-
ности наночастиц препятствует их слипанию 
и способствует сохранению их величины в на-
норазмерном диапазоне. Низкий уровень анти-
микробной активности Ag/OleNa, вероятно, свя-
зан с низкой стабилизирующей эффективностью 
олеата нат рия, поскольку оценка гидродинамиче-
ского размера и динамика агрегации наночастиц 
показали высокую скорость этого процесса [17]. 

Чувствительность исследуемых штаммов 
S. aureus к действию наночастиц серебра, ста-
билизированных додецилсульфатом натрия, 
связана с высокой токсичностью стабилизатора, 
которая была ранее установлена для него в от-

ношении биотест-объектов и культуры клеток 
дермальных фибробластов человека [17–19].

Для других полимеров, используемых 
в качестве стабилизаторов наночастиц, ранее был 
установлен низкий уровень токсичности [17–19]. 

Таким образом, оценка антимикробного дей-
ствия наночастиц серебра, стабилизированных 
натуральными и синтетическими полимерами, 
позволила установить, что наиболее перспектив-
ными для дальнейших исследований являются 
наночастицы серебра, стабилизированные поли-
азолидинаммонием, модифицированным гидрат-
ионами йода. Для данного препарата показан 
высокий уровень антибактериальной активности 
в отношении стандартного и клинических штам-
мов S. aureus и низкий уровень токсичности, 
что позволяет рекомендовать его в качестве 
эффективного и безопасного антимикробного 
компонента при разработке антисептических 
средств для профилактической обработки кож-
ных покровов и лечения гнойно-инфекционных 
поражений кожи, вызванных чувствительными 
микроорганизмами.

и 327 низкие концентрации рабочих разведений 
оказывали слабое антибактериальное действие, 
на питательных средах отмечался рост стафило-
кокков в виде единичных колоний, а показатели 
КОЕ снижались на 93,6–98,8% по сравнению 
с контролем.

Высокой эффективностью действия харак-
теризовались наночастицы серебра, стабилизи-

рованные полиазолидинаммонием, модифици-
рованным гидрат-ионами йода (рис. 5). Полное 
отсутствие роста всех исследуемых штаммов 
наблюдалось при использовании наночастиц 
Ag/PG-m в диапазоне концентраций 0,5–3%, 
а более низкие концентрации способствовали 
снижению показателей КОЕ на 80,1–99% по 
сравнению с контрольными значениями.

Рис. 5. Влияние наночастиц Ag/PG-m/W 500 на количественные показатели (КОЕ/чашка) штаммов S. aureus 
(M ± m; χ2 = 8,56; p ≤ 0,05)

Рис. 5. Effect of Ag/PG-m/W 500 Nanoparticles on CFU / Petri Dish of S. aureus Strains (M ± m; χ2 = 8,56; 
p ≤ 0,05) (color online)

Т. А. Шульгина и др. Влияния наночастиц серебра на выживаемость штаммов Staphylococcus aureus
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The antimicrobial activity of the nanoparticles of silver stabilized by 
various natural and synthetic polymeric compounds concerning ref-
erence and clinical strains of Staphylococcus aureus is studied. It is 
established that the greatest effectiveness was displayed by the silver 
nanoparticles stabilized by polyvinyl alcohol, carboxymethylcellulose 
and poliazolidinammonium, the modified iodine hydrate ions. The low 
sensitivity of the studied strains to action of the nanoparticles stabi-
lized by an oleate of S. aureus sodium probably is connected by its 
low stabilizing ability and high speed of aggregation of nanoparticles. 
The high level of toxicity of dodecyl sulphate sodium led to an increase 
in its antimicrobial activity. The conducted researches allowed us to 
establish that the most effective antimicrobial components when 
developing antiseptic and disinfectants are the silver nanoparticles 
stabilized poliazolidinammonium, modified iodine hydrate ions.
Keywords: silver nanoparticles, stabilizers, antimicrobic activity, 
Staphylococcus aureus.
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Коэффициент пополнения промыслового запаса сома 
от выпуска его молоди навеской 2 грамма 
в водоемах Волжско-Каспийского 
рыбохозяйственного бассейна

В. П. Ермолин 

Ермолин Владимир Павлович, кандидат биологических наук, 
ведущий научный сотрудник Саратовского отделения ФГБНУ 
«ГосНИОРХ», gosniorh@mail.ru 

Отмечено практическое значение коэффициента промыслово-
го пополнения запасов рыб, многообразие его использования 
в разных направлениях рыбохозяйственных исследований, 
проектных работах, при проведении восстановительных ме-
роприятий и принятии управленческих решений. Для многих 
видов рыб сведений по рассматриваемому показателю нет. 
В эту категорию попадает и ценный промысловый вид – сом. 
В то же время в связи с выполнением больших объемов разного 
рода работ на водоемах и, соответственно, проведением вос-
становительных мероприятий, где в качестве объекта компен-
сации ущерба рекомендуется использовать сома, необходимы 
сведения о коэффициенте пополнения его промыслового запа-
са. В данной работе, по материалам многолетних наблюдений 
(1953–2017 гг.) возрастного и размерного состава популяции, 
среднего размера и возраста в уловах, с использованием коэф-
фициентов естественной, промысловой и общей смертностей 
впервые определен коэффициент промыслового пополнения 
запасов сома от выпуска его молоди навеской 2 грамма в во-
доемах Волжско-Каспийского рыбохозяйственного бассейна. 
Показано, что коэффициент промыслового пополнения запасов 
рыб зависит от размера водоема. Для сома в водоемах водной 
площадью менее 10 тыс. га он может быть принят равным 0.6%, 
для более крупных водоемов – 0.4%.
Ключевые слова: сом, коэффициент промыслового пополне-
ния запасов, Волжский бассейн, Волгоградское водохранилище.
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Введение

Коэффициент пополнения промыслового 
запаса (коэффициент промвозврата) – один из 
основных показателей, используемых для ре-
шения широкого круга задач. Особенно велико 
его значение для исчисления размера вреда, при-
чиненного водным биологическим ресурсам при 
осуществлении планируемой хозяйственной и 
иной деятельности на водных объектах рыбохо-
зяйственного значения, в водоохранных, рыбоох-
ранных и рыбохозяйственных заповедных зонах, 
а также затрат на восстановление нарушенного 
состояния водных биоресурсов [1].

Расчет размера вреда водным биоресурсам 
и затрат на восстановление их нарушаемого со-
стояния выполняется при:

– планировании строительства, реконструк-
ции, капитального ремонта объектов капи-
тального строительства, размещения объектов 
хозяйственной и иной деятельности, внедрения 
новых технологических процессов и производ-
ства работ (далее – намечаемая деятельность), 
влияющих на состояние водных биологических 
ресурсов и среду их обитания, с целью оценки 
возможных последствий негативного воздей-
ствия указанной деятельности на состояние 
вод ных биоресурсов;

– оценке рисков и экологическом страхо-
вании;

– оценке возможных (прогнозных) послед-
ствий нештатных и аварийных ситуаций (разрыв 
трубопроводов, прорыв шламохранилищ, размыв 
отвалов пустой породы, разлив нефти).

Коэффициент пополнения промыслового 
запаса широко используется при составлении 
(ОВОС), при выполнении ежегодного государ-
ственного задания «Биологическое обоснование 
общих допустимых уловов (ОДУ) и рекомендо-
ванного вылова (РВ) для водных биоресурсов 
во внутренних водах Российской Федерации», 
биологических обоснований при выполнении 
рыбоводных работ и пастбищной аквакультуры 
на водоемах разного типа и др.

Приведенный (далеко не полный) список 
направлений работ с применением коэффици-
ента пополнения промыслового запаса убеди-
тельно показывает его важное практическое 
значение. Вместе с тем сведений по данной 
категории для многих видов (ВБР) крайне мала, 
а для отдельных видов они практически отсут-
ствуют. В качестве примера можно привести 
широко распространенного в пресноводных 
водоемах России и Западной Европы обык-
новенного (европейского) сома (Silurus glanis 
Linnaeus, 1758) [2]. 

Материалы и методы

Сом – один из наиболее коммерчески ценных 
видов рыб водоемов Волжско-Каспийского бас-
сейна [3]. Литературных сведений о коэффициен-
те пополнения промыслового запаса от выпуска 
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его молоди по водоемам указанного бассейна нет. 
В то же время в связи с выполнением больших 
объемов разного рода работ на водоемах и, со-
ответственно, проведением восстановительных 
мероприятий, где в качестве объекта компенса-
ции ущерба рекомендуется использовать сома, 
необходимы сведения о коэффициенте пополне-
ния его промыслового запаса.

Среди водохранилищ Волги сом наиболее 
многочислен в Волгоградском водохранилище. 
Регулярные наблюдения за этим видом в Вол-
гоградском водохранилище ведутся с 1953 г. За 
прошедший период (1953–2017 гг.) достаточ-
но подробно были изучены закономерности 
воспроизводства, питания, роста, динамики 
численности, коэффициенты естественной и 
промысловой смертности и другие вопросы. В 
связи со снижением численности с 1994 г. в во-
дохранилище периодически выпускается молодь 
сома средней навеской около 2 г, как по линии 
государственного планового задания, так и в счет 
компенсации ущерба. 

Для оценки коэффициента пополнения 
промыслового запаса использованы материа-
лы по сому Волгоградского водохранилища, 
получаемые нами ежегодно при проведении 
мониторинговых работ, при выполнении государ-
ственного задания по оценке запасов ВБР, раз-
работке ОДУ и РВ. Для решения поставленной 
задачи необходимы величины коэффициентов 
естественной, промысловой и общей смерт-
ности, минимальный промысловый размер до-
бываемых (вылавливаемых) ВБР (промысловая 
мера). Коэффициенты естественной (е. см. К), 
промысловой (пр. см. К) и общей (общ. см. К) 
смертности сома в Волгоградском водохранили-
ще достаточно подробно изучены Т. К. Неболь-
синой [4]. Промысловая мера на сома установ-
лена правилами рыболовства – 90 см (Правила 
рыболовства Волжско-Каспийского рыбохозяй-
ственного бассейна. Приказ от 18 ноября 2014 г. 
№ 453 (в ред. Приказов Минсельхоза России от 
26.05.2015 № 214,от 12.01.2016 № 1, от 19.04.2016 
№ 153, от 27.07.2017 № 371,от 18.04.2018 
№ 164)).

Результаты и их обсуждение

Для достижения поставленной цели важно 
определить опорные точки, по которым будет 
оцениваться коэффициент пополнения промыс-
лового запаса. Для этого обратимся к основным 
теоретическим предпосылкам определения 
промзапаса, ОДУ и РВ. 

В XIX и первой половине XX в. многие 
исследователи придерживались мнения, что 

рыба хотя бы раз в жизни должна отнереститься 
[5–8]. Промысловая мера, промзапас, ОДУ и 
РВ устанавливались в соответствии с данным 
постулатом.

Во второй половине XX в. в связи с необхо-
димостью оптимизации использования сырье-
вых ресурсов крупных водоемов (в частности, 
водохранилищ) и накоплением материала эта 
точка зрения была изменена. Упор был сделан 
на эколого-биологический принцип [7, 17–23 и 
др.]. теоретические предпосылки и основа кото-
рого заключаются в том, что вылову подлежит 
рыба такого размера и возраста, при котором 
обеспечивается наибольшая продукция высоко-
го товарного качества и наиболее рационально 
используются кормовые ресурсы водоема. При 
этом учитываются продолжительность жизни 
рыб, темп естественной смертности, сроки со-
зревания популяции и темп роста [10, 15, 16]. 
Промысловая мера, промзапас, ОДУ и РВ стали 
устанавливать в соответствии с новым посту-
латом. При таком подходе в качестве опорных 
точек при определении коэффициента пополне-
ния промыслового запаса могут быть приняты 
промысловая мера, средний возраст и размер 
сома в промвозврате.

Промыслового размера (90 см) сом достигает 
в массе в 9 лет (8+) при среднем весе 11 кг. Он 
показывает, при каком минимальном возрасте 
(размере) может быть определен коэффициент 
пополнения промыслового запаса, что возможно, 
если величина ежегодного изъятия близка или 
равна ежегодному пополнению промыслового 
запаса. В реальности вылов складывается из 
ряда возрастных групп (для сома Волгоградского 
водохранилища до 15 возрастных групп). В этом 
случае следует ориентироваться на средний воз-
раст рыб в уловах. 

Средний возраст и размер сома в промвоз-
врате может быть определен по возрастному 
составу промысловых уловов и среднему весу 
рыб в возрастных группах. Для установления 
состава промысловых уловов сома в Волгоград-
ском водохранилище воспользуемся данными, 
полученными в 2013–2017 гг. При среднегодо-
вом улове 20,1 т (2013 г. – 28,3 т, 2014 г. – 17 т, 
2015 г. – 16,6 т, 2016 г. – 16,3 т, 2017 г. – 22,2 т), 
или 1295 экз., вылов и доля отдельных возраст-
ных групп в вылове представлены в табл. 1. 

По данным табл. 1, модальная численность 
сома в промысловом улове приходится на возраст 
11 лет (10+) и совпадает со средним возрастом 
сома в промысловых уловах в Волгоградском 
водохранилище в настоящий период (средняя 
длина 100 см, масса – 15,6 кг).

В. П. Ермолин. Коэффициент пополнения промыслового запаса сома от выпуска его молоди 
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Таблица 2 / Table 2
Расчет промвозврата сома при выпуске в Волгоградское водохранилище сеголетками средней навеской 2 грамма
Calculation of the catfi sh sludge return when released into the Volgograd reservoir as fi ngerlings of an average weight of 2 grams

Возраст, лет / 
Age, years

Показатели смертности / Mortality value, % Численность выжив-
ших в возрастных 
группах рыб, экз. /

The number of 
survivors in agegroups 

of fi sh, specimen

Коэффициент 
пополнения 

промзапаса, % /
Stock replenishment 

rate,%

К е. см. /
Natural 

mortality

К пр. см. /
Fishing 

mortality

К общ. см. /
Total mortality

0+ 80 80 2000
1+ 62 62 760
2+ 52 52 365
3+ 43 43 208
4+ 34 34 137
5+ 26 2 28 99
6+ 18 2 20 79
7+ 13 3 16 66
8+ 10 4 14 57 0,6
9+ 8 7 15 48

10+ 8 8 16 40 0,4

Таблица 1 / Table 1 
Состав промысловых уловов сома в Волгоградском 

водохранилище в 2013–2017 гг.
The composition of commercial stock of catfi sh 

in Volgograd reservoir in 2013–2017

Возрастные группы и группы 
запаса / Age and stock groups

Состав / Composition

Экз. / Instances %

5+ 32 2,5
6+ 65 5,0

Молодь / Juvinile fi shes 97 7,5
7+ 131 10,1

Резерв / Reserve 131 10,1
8+ 171 13,2

Пополнение / Recruitment 171 13,2
9+ 174 13,4
10+ 196 15,1
11+ 175 13,5
12+ 146 11,3
13+ 115 8,9
14+ 61 4,7
15+ 19 1,5
16+ 10 0,8

Остаток / Surplus 896 69,2
Всего / Total 1295 100

Таким образом, существует две опорных 
точки, по которым может быть определен ко-
эффициент пополнения промыслового запаса: 

возраст рыб, соответствующий промысловой 
мере (9 лет), и  средний возраст  сома в про-
мысловом улове (11 лет). Расчет коэффициента 
пополнения  промыслового запаса ведем по 
достижении наибольшего  значения опорных 
точек – 11 лет (10+), – используя показатели 
смертности: К е. см., К пр. см. и К общ. см. 
Общая смертность (К общ. см.) – это сумма 
промысловой и скорректированной естествен-
ной смертности. 

Расчет проведен при выпуске 10 тыс. эк-
земпляров, что удобно для определения коэф-
фициента пополнения промыслового запаса. 
Расчет показывает, что при выпуске молоди сома 
навеской 2 г до промыслового размера доживет 
0,6% рыб, а до модального возраста (размера) 
в уловах – 0,4% от объема выпуска (табл. 2), что 
составит объем возможного промыслового изъ-
ятия от выпуска, или коэффициент пополнения 
промыслового запаса. 

Следует отметить, что модальный возраст 
(размер) сома в уловах колеблется в зависи-
мости от размера водоема. В малых водоемах 
(водохранилищах менее 10 тыс. га) сом имеет 
меньшие возрастной и размерный ряды, и со-
ответственно, модальный возраст и размер его 
в улове меньше. Так, в Пронском водохрани-
лище (Рязанская область, Волжский бассейн) 
водной площадью 1,5 тыс. га модальный размер 
сома в улове практически равен его промысло-
вому размеру (90 см).

Исходя из сказанного коэффициент попол-
нения промыслового запаса сома для оценки 
вреда и объема компенсационных мероприятий 

при выпуске его молоди навеской 2 г в водоемы 
менее 10 тыс. га можем принять равным 0,6%, 
для водоемов более 10 тыс. га – равным 0,4%.
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The Coefficient of Replenishment 

for the Commercial Stock of Catfish from the Release 

of Its Juvenile by Weighing Batch of 2 Grams 

in the Reservoirs of the Volga-Caspian Fishery Basin
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The practical value of the coefficient of commercial replenishment of 
fish stocks, due to the variety of its use in different areas of fisheries 
research, design work, restoration activities, and management decisions 
was highlighted. For many species of fish there is no information on the 
indicator under consideration. Catfish, one of the valuable commercial 
species, is included in this category. At the same time, in connection with 
the implementation of large volumes of various kinds of work on water 
bodies, and, accordingly, the restoration activities, where the object of 
compensation for damage is recommended to use catfish, information 
is needed on the coefficient of replenishment of its commercial stock. 
This paper presents the first attempt of determination the coefficient for 
commercial replenishment of catfish from the release of its juvenile by 
weighing batch of 2 grams in the waters of the Volga- Caspian fisheries 

basin. The calculation is based on long-term observations (1953- 2017) 
of the age and size of the population, the average size and age in the 
catches, using the coefficients of natural, commercial and total mortal-
ity. It is shown that the coefficient of commercial replenishment of fish 
stocks depends on the size of the reservoir. For catfish in water bodies 
with an area of less than 10 thousand ha it can be accepted as equal 
to 0.6%, and for larger reservoirs – 0.4%.
Keywords: catfish, coefficient of commercial replenishment, Volga 
basin, Volgograd reservoir.
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На современном этапе исследований по типам очагов можно 
распределить лишь иксодовых клещей – основных кровососущих 
переносчиков возбудителя туляремии. Остальные кровососущие 
членистоногие в связи с обилием их видов, широким распро-
странением и определенной эвритопностью могут быть перенос-
чиками туляремии в нескольких или даже во всех типах очагов. 
К таким переносчикам относятся прежде всего гамазовые и ар-
гасовые клещи, а также кровососущие насекомые. Приводятся 
сведения и о других животных, объектах внешней среды, которые 
в природных и антропоургических очагах могут быть резервуа-
рами этой инфекции или индикаторами наличия туляремийного 
микроба (антигена) на энзоотичной территории. В 30–50-е гг. 
прошлого столетия были проведены первые исследования эко-
логии туляремийного микроба в водных экосистемах. Эти иссле-
дования интенсифицировались в последующие годы. Показано, 
что туляремийный микроб циркулирует в водных биоценозах с 
непосредственным участием разных видов гидробионтов. 
Ключевые слова: носители, переносчики инфекции, зараже-
ние водной среды возбудителем туляремии. 
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Количество видов – переносчиков туляремии 
очень велико, поэтому мы приводим лишь систе-
матические группы реальных и потенциальных 
переносчиков этой инфекции, у представителей 
которых в разных очагах лабораторно подтверж-
ден контакт с возбудителем. Огромное количество 
видов кровососущих членистоногих в очагах всех 
типов до сих пор не исследовано на туляремию.

Из переносчиков, собранных различными 
методами [1–4] на современном этапе исследова-
ний, по типам очагов можно распределить лишь 
иксодовых клещей – основных кровососущих 
переносчиков возбудителя туляремии [2–15]. Так, 
в очагах туляремии луго-полевого типа видовой 
состав иксодовых клещей (Ixodidae) представлен 
16 видами: Нyalomma marginatum, Н. anatolicum, 
Dermacentor marginatus, D. niveus, D. reticulatus, 
D. silvarum, D. nuttalli, Нaemaphysalis otophila, 
Н. concinna, Boophilus annulatus, Rhipicephalus 
rossicus, R. sanguineus, R. turanicus, R. schulzei, 
R. pumilio, R. вursa.

В очагах степного типа видовой состав 
иксодовых клещей представлен 21 видом: 
Н. marginatum, Н. plumbeum, H. detritum, H. scu-
pense, Н. anatolicum, D. marginatus, D. niveus, 
D. silvarum, Н. otophila, Н. punctata, H. caucasica, 
H. sulcata, Boophilus annulatus, Ixodes laguri, 
I. crenulatus, R. rossicus, R. sanguineus, R. turanicus, 
R. schulzei, R. pumilio, R. вursa.

В очагах пойменно-болотного типа видо-
вой состав иксодид представлен семью видами: 
Н. anatolicum, H. concinna, I. ricinus, I. рersulcatus, 
I. apronophorus, I. laguri, I. сrenulatus.

В очагах предгорно(горно)-ручьевого типа 
видовой состав иксодовых клещей представлен 
преимущественно тремя видами – H. concinna, 
Н. plumbeum, D. marginatus.

В очагах лесного типа иксодиды представ-
лены девятью видами: Н. plumbeum, D. mar-
ginatus, D. reticulatus, D. silvarum, D. nuttalli, 
I. ricinus, I. persulcatus, I. laguri, I. trianguliceps.

В очагах тундрового типа иксодовые кле-
щи представлены тремя видами: I. ricinus, 
I. persulcatus, I. apronophorus.
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В синантропных (урбанических, антропоур-
гических) очагах, в зависимости от прилегающих 
к ним природных биотопов (очагов туляремии 
других типов), переносчиками туляремии могут 
быть практически все виды вышеперечисленных 
иксодид, что является характерной особенностью 
очагов этого типа.

Остальные кровососущие членистоногие 
в связи с обилием видов, их широким распро-
странением и определенной эвритопностью мо-
гут быть переносчиками туляремии в нескольких 
или даже во всех типах очагов. К таким перенос-
чикам относятся прежде всего гамазовые и арга-
совые клещи, а также кровососущие насекомые.

Из гамазовых клещей [16, 17] переносчи-
ками туляремии во всех типах очагов являются: 
Androlaelaps casalis, А. glasgovi, Laelaps multispi-
nosus, L. muris, L. аgilis, L. аlgericus, L. hilaris, 
L. clethrionomydis, Eulaelaps stabularis, Hyperla-
elaps amphibious, H. аrvalis, Myonyssus rossicus, 
Hirstionyssus isabellinus, H. musculi, H. myospa-
lacis, H. isabellinus, H. ellobii, H. criceti, Ornitho-
nyssus bacoti, Ophionyssus sp., Liponyssoides san-
guineus, Dermanyssus hirundinis, Haemogamasus 
nidi, Hg. dauricus, Hg. serdjukovae, Hg. ambulans, 
Hypoaspis muris, Macrocheles decoloratus.

Указанный кадастр видов гамазид – пере-
носчиков туляремии далеко не исчерпывающий 
и при последующем изучении будет пополняться.

Из аргасовых клещей основными переносчи-
ками туляремии являются Ornithodorus papillipes, 
Argas persicus, Alveonasus lahorensis.

Кровососущие насекомые – эффектив-
ные переносчики туляремии в очагах разного 
типа. Лабораторно подтвержден контакт с воз-
будителем представителей четырех отрядов: 
блохи (Siphonaptera) – Amalareus penicilliger, 
Ctenophthalmus acuminatus, Ct. pollex, Ct. wag-
neri, Ct. agirtes, Ct. assimilis, Ct. orientalis, 
Ct. secundus, Ct. congeneroides truncus, Ct. arva-
lis, Сitellophilus tesquorum, Amphipsylla rossica, 
Leptopsylla segnis, Neopsyllа setosa, Nosopsyllus 
consimilis, N. fasciatus, N. mokrzeckyi, Xenopsylla 
cheopis, Pulex irritans, Megabothris walker; пу-
хоедовые (Phthiraptera) из трех родов – Hoplo-
pleura sp., Linognathoides sp., Pediculus sp.; полу-
жесткокрылые (Hemiptera) – постельный клоп 
(Cimex lectularius); двукрылые (Dipterа): комары 
(Culicidae) – Aedes vexans, Ae. cinereus, Ochlero-
tatus excrucians, Oc. communis, Oc. punctor, Oc. 
fl avescens, Oc. caspius, Culex modestus, Cx. pipi-
ens, Coquillettidia richiardii, Anopheles hyrcanus, 
An. maculipennis; слепни (Tabanidae) – Chrysops 
relictus, Chrysops italicus, Tabanus bovinus, T. au-
tumnalis, T. bromis, Atylotus fl avoguttatus, Haema-

topota pluvialis; мошки (Simuliidae) – Eusimulium 
pygmaeum, E. Titanopteryx maculate; мокрецы 
(Ceratopogonidae) – Culicoides pulicaris.

Многие зараженные возбудителем туляре-
мии эктопаразиты могут заражать носителя и 
алиментарным путем в процессе их поедания 
при попытках избавиться от кровососущих 
членистоногих (при комфортных формах по-
ведения) [9].

С 1950-х гг. на антиген туляремии иссле-
довались различные объекты внешней среды – 
погадки хищных птиц, экскременты хищных 
млекопитающих, солома из скирд, заселенных 
грызунами и землеройками, подстилка гнезд 
грызунов [2, 11, 14, 15, 18, 19].

В 30–50-е гг. прошлого столетия были про-
ведены первые исследования экологии туля-
ремийного микроба в водных экосистемах [11, 
20–26]. Эти исследования интенсифицировались 
в последующие годы [11, 27–29]. К животным, 
которые достаточно регулярно включаются в 
цепь циркуляции туляремийного микроба в 
водоемах и способны сохранять его продолжи-
тельное время, относятся: озерная лягушка (Rana 
ridibundus), зеленая жаба (Bufo viridis), прудовик 
малый (Lymnaea truncatula), прудовик овальный 
(L. ovata), прудовик угнетенный (L. lagotis), 
катушка окаймленная (Planorbis contortus), 
горошинка болотная (Pisidium casertanum), во-
домерка прудовая (Gerris lacustris), ракообраз-
ные (Gammarus balcanicus, G. pele), циклопы 
(Eucyclops serrulatus), ручейники (Limnophilus 
stigma, L. Rhobicus, Anabolia sororcula), копеподы 
(Eucyclops serrulatus), водяной скорпион (Nepa 
cinerea), рачки хидорусы (Chydorus sphaericus), 
озерные бокоплавы (Gammaridea lacustris), 
малощетинковые черви олигохеты – трубочник 
обыкновенный (Tubifex tubifex), личинки комара 
тендипедиды (Tendipes plumosus), а также пери-
фитон (обрастание), являющийся поселением 
водных организмов растительного и животного 
происхождения.

Большой вклад в изучение резервуаров 
возбудителя туляремии в водных экосистемах 
внесли сотрудники Иркутского научно-исследо-
вательского противочумного института Сибири 
и Дальнего Востока [30–35]. Ими проведены 
бактериологические, серологические, молеку-
лярно-генетические исследования различных 
структурных компонентов искусственных вод-
ных экосистем (аквариумов) – гидробионтов, 
ила, фитопланктона. Получены результаты 
натурных исследований в природных очагах 
туляремии Республики Алтай и Хабаровского 
края.
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В качестве основных объектов исследова-
ния на туляремию были выбраны бентосные 
виды гидробионтов, обитающие или питающие-
ся в поверхностных слоях иловых отложений. 
К ним относятся брюхоногие моллюски и не-
которые виды ракообразных (гаммарусы, копе-
поды, хидорусы). Эти животные способны чаще 
других обитателей водоемов вступать в контакт 
с находящимся в этой среде туляремийным 
микробом. Это подтверждают данные и других 
исследователей [11, 21, 23–26]. В организме 
этих беспозвоночных происходит накопление 
вирулентной формы возбудителя, что позволяет 
его выявлять биологическим методом до одного 
месяца [9]. На определенную роль этих гидро-
бионтов в сохранении патогена в окружающей 
среде указывают и результаты обследования 
естественных водоемов, расположенных на 
территориях природных очагов. Выявление 
вирулентной формы микроба в гаммарусах 
(Алтайский край) на фоне отрицательных ана-
лизов воды из этих водоисточников и высокий 
процент положительных результатов в РНАт и 
ПЦР от моллюсков являются подтверждением 
циркуляции туляремийного микроба в водных 
биоценозах с непосредственным участием этих 
видов гидробионтов.

Показано также, что туляремийный микроб 
в ассоциациях с цианобактериями в первые сутки 
теряет вирулентность и переходит в некультиви-
руемое состояние. Наличие вирулентной формы 
туляремийного микроба в гидробионтах, иле во-
доема служит индикатором эпизоотологического 
неблагополучия на обследуемой территории, 
поэтому исследование этих компонентов водных 
биоценозов становится важной составной частью 
эпизоотологического и эпидемиологического 
надзора за туляремией. Установлено также, что 
некультивируемая форма туляремийного микро-
ба является одной из основных форм существо-
вания патогена в окружающей среде. Механизмы 
реверсии в высоковирулентные формы требуют 
дальнейшего изучения [9].

Ил водных экосистем является средой наи-
более благоприятной для персистенции возбуди-
теля туляремии. На сегодня нельзя точно сказать, 
какой элемент иловых отложений этому способ-
ствует. В исследованиях иркутских специалистов 
[9, 31–35] в иле аквариумов с населяющими 
его организмами вирулентность возбудителя 
практически не изменялась на протяжении двух 
месяцев. Небольшое ее снижение, как и в случае 
с некоторыми видами гидробионтов, наблюда-
ется после месяца с момента инфицирования 
экосистемы. Вирулентность восстанавливается 

при проведении одного дополнительного пасса-
жа на биопробных животных. В иле дольше, чем 
в других объектах, обнаруживали антиген и ДНК 
туляремийного микроба и регистрировали по-
ложительную реакцию иммунофлюоресценции.

Существенная роль ила естественных вод-
ных экосистем в процессе циркуляции и сохра-
нения возбудителя туляремии в водоемах находит 
подтверждение в результатах обследовательских 
работ, проведенных на очаговой по туляремии 
территории. При исследовании ила естествен-
ных водоисточников в Алтайском крае в разные 
годы выявлено от 2,4 до 10,3% положительных 
проб в РНАт, причем прослеживалось сезонное 
(летнее) увеличение количества позитивных 
проб в 10 раз.

В период увеличения интенсивности эпи-
зоотического процесса (2003 г.) в Хабаровском 
крае выделена 1,7% культур возбудителя из ила 
водоисточника, а 9,2 и 12,5% проб были по-
ложительными в РНАт и ПЦР соответственно. 
Даже в период незначительной активности очага 
(2004 г.) пробы ила, положительные в ПЦР, со-
ставляли 10,4%. Обнаружение F. tularensis в иле 
водных экосистем можно объяснить как про-
цессами, связанными с питанием гидробионтов 
и способствующими переносу возбудителя из 
верхних слоев воды в придонную область, так 
и наличием оптимальных условий в этой среде 
для сохранения и даже размножения патогена. 
Исходя из данных исследований [9, 31–35] ил 
водных экосистем и некоторые гидробионты 
(брюхоногие моллюски, гаммарусы, копеподы) 
могут служить индикаторами инфицированности 
водоисточников вирулентной формой возбудите-
ля туляремии, поскольку именно в них патоген 
может сохраняться наиболее продолжительный 
период. Результаты исследования материала 
позволяют оценить эпидемиологическую значи-
мость природных водоемов на обследуемой тер-
ритории, прогнозировать эпизоотологическую и 
эпидемиологическую ситуацию.

Нам представляется, что при заражении 
воды в непроточных водоемах массивной дозой 
возбудителя туляремии (например, при попада-
нии в воду сравнительно небольших водоемов 
трупов павших от туляремии грызунов 1-й и 2-й 
групп по восприимчивости и чувствительности, 
экскрементов больных грызунов, а также зара-
женного субстрата) большинство видов-гидро-
бионтов заражается туляремийным микробом. 
В настоящее время, особенно при интенсивных 
эпизоотиях туляремии в популяциях мелких 
млекопитающих, исследование воды и фоновых 
видов гидробионтов становится неотъемлемой 
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частью эпизоотологического обследования эн-
зоотичных по туляремии территорий, особенно 
при неблагоприятной эпизоотологической и 
эпидемиологической обстановке. Чем больше 
видов животных в паразитарной системе очага 
туляремии, тем он устойчивее, предпосылок его 
активизации при определенных факторах среды 
больше и эпидемиологическое значение (риски 
заражения людей) выше. 

Необходимость изучения экологических 
особенностей туляремийного микроба [11, 27] 
обусловливается потребностью в совершен-
ствовании профилактики заболеваний этой ин-
фекцией, что весьма актуально для Российской 
Федерации, где расположены обширные природ-
ные очаги, зачастую граничащие с территорией 
крупных городов или их рекреационных зон. 
В таких условиях возникает необходимость со-
вершенствования профилактических мероприя-
тий неспецифического характера [11].

Очень важен мониторинг не только наиболее 
предпочитаемых носителями и переносчиками 
биотопов в очагах туляремии, но и прилега ющих 
к ним увлажненных, околоводных и водных 
экосистем, что позволит делать более надеж-
ные прогнозы активности очагов и проводить 
своевременное планирование соответствующих 
мер специфической и неспецифической про-
филактики.
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At the present stage of the studies only Ixodidae ticks can be classed by 
the types of foci, being the main blood-sucking vectors of the tularemia 
agent. Other blood-sucking arthropods, considering the species abun-
dance and wide-spread occurrence and certain habitat versatility, can 
be tularemia vectors in several or even in all types of foci. These are 
the following: primarily, gamaside and argasid ticks, as well as blood-
sucking insects. The paper also provides the data on other animals 
and environmental objects, which can be reservoirs of the infection 
or indicators of tularemia microbe presence (antigen) in enzootic ter-
ritory in natural or anthropourgic foci. During the 1930s and 50s, first 
investigations on the ecology of the tularemia microbe were carried 
out in aquatic ecosystems. They were intensified in the ensuing years. 
It was demonstrated that the tularemia microbe circulates in aquatic 
biocenoses with direct involvement of various species of hydrobionts.
Keywords: carriers, vectors of infection, infection (contamination) of 
aquatic environment with tularemia agent.
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Представлены результаты изучения онтогенетической структу-
ры семи ценопопуляций реликтового вида Hedysarum gmelinii 
Ledeb. на территории Республики Башкортостан. Исследованные 
ценопопуляции произрастают на склонах разной экспозиции, 
с уклоном до 35°, основным типом растительности является 
пустынноовсецово-коржинскоковыльная петрофитная степь, 
антропогенная нагрузка средняя или слабая. Общая плотность 
в популяциях H.gmelinii варьирует от 1,7 до 12,2 экз./м2, эффек-
тивная плотность – 1,5–4,6 экз./м2. Большинство изученных це-
нопопуляций относятся к нормальным неполночленным, пик при-
ходится на среднегенеративные особи (46,1%). Онтогенетическая 
структура отдельных природных ЦП имеет два основных типа 
спектра – левосторонний и центрированный. По классификации 
«дельта – омега» четыре ценопопуляции относятся к молодым, 
три являются зрелыми. Cостояние ценопопуляций реликтового 
вида Hedysarum gmelinii в Республике Башкортостан стабильное, 
дополнительных мер по охране в регионе не требуется, поэтому 
исключение его из числа «краснокнижных» видов правомочно. 
С учетом того что вид находится в изолированном фрагменте 
в стороне от основного ареала, занимающем всего несколько 
административных районов центральной части Предуралья, не-
обходим дальнейший мониторинг состояния его ценопопуляций. 
Ключевые слова: Hedysarum gmelinii Ledeb., Республика Баш-
кортостан, реликтовый вид, ценопопуляция, онтогенетическая 
структура.
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Введение

Возрастная структура представляет собой 
один из важнейших признаков ценопопуляции, 
который обеспечивает способность популяцион-
ной системы к самоподдержанию и определяет ее 
устойчивость [1]. Мы проводим изучение струк-

туры и мониторинг ценопопуляций редких видов 
Южного Урала, среди которых представлены 
эндемичные и реликтовые виды [2–6]. Настоящая 
работа посвящена реликтовому виду Hedysarum 
gmelinii Ledeb. из семейства Fabaceae.

Hedysarum gmelinii – плейстоценовый реликт 
южно-сибирского происхождения, основной аре-
ал которого простирается от гор Средней Азии до 
Якутии и Монголии [7]. На Южном Урале распо-
ложен изолированный дизъюнктивный фрагмент 
ареала. Вид охраняется в Республике Татарстан 
и Ульяновской области [8], в Республике Баш-
кортостан ранее входил в объекты охраны [9], 
но в настоящее время исключен из последнего 
издания Красной книги [10] как устойчивый вид, 
не требующий специальных мер по сохранению. 
Входит в список объектов растительного мира, 
нуждающихся в особом внимании и контроле 
в природной среде и мониторинге [10]. Поэтому 
исследование структуры ценопопуляций вида 
в оторванном от основного ареала дизъюнктив-
ном фрагменте актуально, как и оценка состоя-
ния его ценопопуляций, ставших целью наших 
исследований.

Материалы и методы

Исследования проводились в 2016–2017 гг. 
в лесостепной зоне Башкирского Предуралья на 
горах-останцах эрозионного происхождения – 
Башкирских шиханах. Цепочка этих невысоких 
(до 400 м) одиночных куполообразных гор про-
тянулась через Южную лесостепь Предуралья 
от широты г. Уфы до г. Мелеуза. На них нередко 
можно встретить виды рода Hedysarum, в том 
числе и исследуемый нами вид – копеечник 
Гмелина. 

Для оценки онтогенетической структуры 
в популяциях Hedysarum gmelinii на трансекте за-
кладывалось по 30 учетных площадей в 1 м2. По-
рядок заложения (линейный или шахматный) и 
шаг трансекты (5 или 10 м) зависели от площади, 
занимаемой конкретной ценопопуляцией. Опре-
делялись ведущие популяционные характеристи-
ки, такие как общая и эффективная плотность 
особей (произведение индекса эффективности 
на общую плотность), онтогенетический состав. 
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Онтогенез H. gmelinii ранее описан В. Н. Ильи-
ной [11]. При определении возрастной структуры 
ценопопуляций (ЦП), согласно стандартным 
критериям [12–14], учитывались следующие воз-
растные состояния: ювенильные (j), имматурные 
(im), виргинильные (v), молодые генеративные 
(g1), средние генеративные (g2), старые генера-
тивные (g3), субсенильные (ss). На основании 
полученных данных построены онтогенетиче-
ские (возрастные) спектры ЦП. 

Для характеристики онтогенетической 
структуры ЦП применяли следующие демогра-
фические показатели: индекс восстановления 
(отношение плотности прегенеративных расте-
ний к плотности генеративных растений) [15] и 
индекс старения (отношение плотности постге-
неративных растений к плотности всех растений, 
кроме проростков) [16]. Для оценки состояния 
ЦП был применен критерий «дельта – омега» 
Л. А. Животовского [17], основанный на совмест-
ном использовании индексов возрастности (∆) 
[13] и эффективности (ω) [17], с помощью 
которых определялась принадлежность их к 
следующим типам: молодые, зреющие, зрелые, 
переходные, стареющие, старые. 

Статический анализ провели в MS Excel 2010 
c использованием стандартных показателей [18].

Результаты и их обсуждение

Ниже приведена краткая характеристика 
мес тообитаний ЦП H. gmelinii (названия дава-
лись по ближайшему географическому объекту):

ЦП 1 – гора Ярыштау. Средняя часть склона 
северо-западной экспозиции с уклоном 35%. 
Почвообразующие породы – песчаники. Пус-
тынноовсецово-коржинскоковыльная петро-
фитная степь. Антропогенная нагрузка слабая 
(рекреация).

ЦП 2 – д. Бурангулово. Нижняя часть склона 
западной экспозиции с уклоном 20%. Почвообра-
зующие породы – песчаники. Тырсово-степно-
мятликовая петрофитная степь. Антропогенная 
нагрузка слабая (рекреация).

ЦП 3 – гора Таштубэ. Нижняя часть склона 
северо-западной экспозиции с уклоном 20%. 
Почвообразующие породы – песчаники. Пустын-
ноовсецово-коржинскоковыльная петрофитная 
степь. Антропогенная нагрузка слабая (выпас).

ЦП 4 – д. Алышево. Склон западной экспо-
зиции с уклоном 5–10%. Почвообразующие по-
роды – песчаники. Пустынноовсецово-коржин-
скоковыльная петрофитная степь. Антропоген-
ная нагрузка средняя (выпас).

ЦП 5 – гора Пикарская. Верхняя часть 
склона западной экспозиции с уклоном 5–10%. 

Почвообразующие породы – песчаники. Пус-
тынноовсецово-тырсовая петрофитная степь. 
Антропогенная нагрузка средняя (выпас).

ЦП 6 – гора Сатыртау. Нижняя часть склона 
восточной экспозиции с уклоном 20–25%. Поч-
вообразующие породы – песчаники. Пустын-
ноовсецово-коржинскоковыльная петрофитная 
степь. Антропогенная нагрузка средняя (выпас).

ЦП 7 – д. Чятай-Бурзян. Вершина склона 
юго-восточной экспозиции с уклоном 10–15%. 
Пустынноовсецово-тырсовая петрофитная степь. 
Антропогенная нагрузка средняя (выпас).

Можно видеть, что ценопопуляции вида 
расположены на склонах разной экспозиции 
с уклоном от 5 до 35º, большинство местооби-
таний вида нарушено рекреацией или выпасом 
скота в слабой и средней степени. Основной тип 
растительности – пустынноовсецово-коржинско-
ковыльная петрофитная степь и ее производный 
на сбитых пастбищах тырсово-степномятлико-
вый вариант. В основном сообщества с копе-
ечником Гмелина располагаются в средней или 
нижней части склонов, реже на вершинах холмов, 
на задернованных почвах с плотным травостоем.

Растения разных онтогенетических со-
стояний потребляют ресурсы среды разными 
темпами. Нагрузка ценопопуляций на энергети-
ческие ресурсы среды зависит не только от ее 
плотности, но и от соотношения растений разных 
возрастных состояний в данной ценопопуляции. 
Поэтому вклад растений разных возрастных со-
стояний в популяционную плотность взвешен со-
ответственно их энергетической эффективности 
[17]. Общая эффективная плотность и возрастной 
состав представлены в табл. 1.

Общая плотность в ЦП H. gmelinii варьирует 
от 1,7 до 12,2 экз./м2, эффективная плотность – 
1,5–4,6 экз./м2. В большинстве ценопопуляций пре-
обладает генеративная фракция. Максимальные 
значения показателей плотности имеют ЦП 2 и 
6 (12,2 экз./м2), где преобладает доля прегене-
ративных особей (69,7 и 65,2% соответственно). 
Значительно больше генеративная фракция в ЦП 1, 
3, 4 (73,9, 97,6 и 81,8% соответственно), где 
значения общей и эффективной плотности наи-
более близки (2,1, 2,8; 1,6, 1,7 и 1,5, 1,8 экз./м2). 
Прегенеративная фракция максимальна в ЦП 2, 
6 и 7, где различия по показателям плотности 
наиболее выражены – это самые плотные цено-
популяции. Постгенеративных особей больше 
всего в ЦП 3 (2,4%), где полностью отсутствует 
прегенеративная фракция. 

Распределение особей по онтогенетическим 
группам и демографические показатели в цено-
популяциях H. gmelinii представлены в табл. 2.
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Таблица 2 / Table 2
Распределение особей по онтогенетическим состояниям и демографические показатели 

состояния ЦП H. gmelinii
Distribution of individuals on ontogenetic states and demographic indicators 

of coenopopulations H. gmelinii

№ 
ЦП / СP

Онтогенетическое состояние, % /
Ontogenetic state, % Демографические показатели / Demographic indicators

p + j + im + v g1 + g2 + g3 ss ∆ ω Тип ЦП / Population  type IВ  /  IRec IСТ / IAg

2 69,7 28,9 1,3 0,18 0,37 Молодая / Young 1,91 0,02
6 65,2 34,8 0,0 0,18 0,37 Молодая / Young 0,47 0
7 66,7 33,3 0,0 0,19 0,42 Молодая / Young 1,65 0
5 57,5 41,2 1,3 0,25 0,45 Молодая / Young 0,67 0,02
1 26,1 73,9 0,0 0,39 0,76 Зрелая / Mature 0,35 0
4 18,2 81,8 0,0 0,39 0,85 Зрелая / Mature 0,22 0
3 0,0 97,6 2,4 0,52 0,97 Зрелая / Mature 0 0,02

Таблица 1 / Table 1
Показатели плотности и онтогенетический состав ценопопуляци й H. gmelinii

Indicators of density and ontogenetic structure of сoenopopulations H. gmelinii

№ 
ЦП / CP

Эффективная плотность, экз./м2  / 
Effective density, ind./m2

Плотность, экз./м2 / 
Dencity, ind./m2 p j im v g1 g2 g3 ss

1 2,1 2,8 0,0 14,5 5,8 5,8 4,3 60,9 8,7 0,0
2 4,6 12,2 14,5 30,6 13,2 11,5 4,3 20,4 4,3 1,3
3 1,6 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0 2,4 88,1 7,1 2,4
4 1,5 1,8 0,0 4,5 0,0 13,6 13,6 68,2 0,0 0,0
5 2,8 6,1 30,1 13,7 9,2 4,6 1,3 32,0 7,8 1,3
6 4,5 12,2 48,9 6,2 4,6 5,6 7,2 23,3 4,3 0,0
7 4,2 10,0 11,6 27,3 20,1 7,6 2,8 29,7 0,8 0,0

По классификации А. А. Уранова и О. В. Смир-
новой [19] изученные ЦП H. gmelinii относятся 
к нормальным, большинство из них – неполноч-
ленные. Отсутствие в спектрах большинства ЦП 
субсенильных и сенильных особей связано с со-
кращением онтогенеза за счет быстрого отмира-
ния растений в старом генеративном состоянии: 
особи проходят полный онтогенез только при 
хороших условиях произрастания, достаточно 
высокой влажности почвы и при отсутствии или 
слабых антропогенных нарушениях.

Усредненный онтогенетический спектр изу-
ченных ценопопуляций H. gmelinii можно видеть 
на рисунке. Он центрированный с абсолютным 
максимумом на средневозрастных генеративных 
особях (46,1%). Растения данного вида про-
израстают в благоприятных по соотношению 
влаги и температуры условиях, но в основном 
в средних и нижних частях склонов с плотным 
травостоем, и по нашим наблюдениям, для них 
именно задернение повышает элиминацию про-
ростков и молодых особей в сухих склоновых 
местообитаниях. Каждая конкретная ЦП имеет 
свой онтогенетический спектр. Это зависит от 

условий местообитания, плотности травостоя, 
степени антропогенной нагрузки и колебаний 
погодных условий, которые влияют на особен-
ности прорастания семян и темпы развития 
особей в том или ином онтогенетическом со-
стоянии. 

Онтогенетическая структура отдельных 
при родных ЦП H. gmelinii имеет два основных 
типа спектра – левосторонний и центриро-
ванный.

Полный перечень онтогенетических состоя-
ний ЦП представлен в ЦП 2 и 5. В остальных 
случаях наблюдаются различные отклонения от 
полночленного онтогенетического спектра. Лево-
сторонний одновершинный спектр формируется 
в ЦП 6, максимум приходится на проростки 
(48,8%). Левосторонний двухвершинный спектр 
выявлен в ЦП 2, один пик приходится на ювениль-
ные особи (30,6%), второй – на средневозрастные 
генеративные особи (20,4%). Эти популяции на-
ходятся в умеренно нарушенных выпасом местах 
возле населенного пункта, где разреженность 
травостоя способствует прорастанию семян и 
развитию молодых особей. 
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В остальных ценопопуляциях формирует-
ся центрированный онтогенетический спектр 
с максимумом на средневозрастных генеративных 
особях (29,7–88,1%). В ЦП 5 и 7 центрирован-
ный онтогенетический спектр имеет два пика. 
Первый пик для ЦП 5 приходится на пророст-
ки (30,1%) и для ЦП 7 – на ювенильные особи 
(27,3%), второй пик – на среднегенеративные 
особи (32,0 и 29,7% соответственно). Данные 
ценопопуляции мало нарушены выпасом скота, 
располагаются в верхней части склона горы с не-
высоким процентом проективного покрытия, что 
способствует быстрому переходу молодых особей 
в генеративное состояние. ЦП 3 характеризуется 
полным отсутствием прегенеративной фракции. 
Возможно, это связано с тем, что при отсутствии 
постоянных нарушений в степных сообществах 
наблюдается старение популяций вследствие 
слабого возобновления из-за задернения почвы.

Оценка исследованных ценопопуляций 
Hedysarum gmelinii по классификации «дельта –
омега» показала, что четыре ЦП (2, 5–7) отно-
сятся к молодым (∆ = 0,18–0,25, ω = 0,37–0,45), 
где больше всего представлены прегенеративные 
особи. Три ЦП (1, 3, 4) – зрелые (∆ = 0,39–0,52, 
ω = 0,76–0,97), в их составе доля средневоз-
растных генеративных особей велика, а доля 
прегенеративных мала. Индекс восстановления 
в двух ЦП (2 и 7) выше единицы (1,91 и 1,65 со-
ответственно), в остальных ниже (0,22–0,67), в 
ЦП 3 этот индекс равен нулю, что говорит 
о полном отсутствии прегенеративной фракции. 

Индекс старения очень низкий (0,0–0,02), что 
говорит как о плохом пополнении молодыми осо-
бями, так и об интенсивном отмирании особей в 
старом генеративном состоянии. 

На основании полученных данных можно 
предположить, что оптимальными условиями 
обитания H. gmelinii являются те, в которых он-
тогенетические спектры ЦП близки к базовому 
спектру. В данном случае это ЦП 1 и 5, располо-
женные на средней или в верхней частях склонов 
с небольшой антропогенной нагрузкой.

Заключение

Таким образом, по результатам проведенных 
исследований определены возрастные спект-
ры ценопопуляций плейстоценового реликта 
Hedysarum gmelinii в Башкирском Предуралье. 
Общая плотность в ценопопуляциях H.gmelinii 
варьирует от 1,7 до 12,2 экз./м2, эффективная 
плотность – 1,5–4,6 экз./м2. Онтогенетический 
спектр в большинстве ЦП неполночленный, что 
связано с быстрым отмиранием растений после 
завершения генеративного состояния, а также 
с тем, что H. gmelinii произрастает в сообществах 
с довольно плотным травостоем, препятствую-
щим прорастанию семян и развитию молодых 
растений. По классификации «дельта – омега» 
ЦП H. gmelinii представлены преимущественно 
молодыми, реже зрелыми ЦП. Индекс восста-
новления и старения в большинстве ценопопу-
ляций ниже единицы или равен нулю, что сви-
детельствует о низком уровне прегенеративной 

Усредненный онтогенетический спектр ЦП H. gmelinii. По оси х: – онтогенетическое со-
стояние: p – проростки, j – ювенильное, im – имматурное, v – виргинильное, g1 – молодое 
генеративное, g2 – средневозрастное генеративное, g3 – старое генеративное, ss – субсе-

нильное; по оси у – доля особей данного онтогенетического состояния, %
Average оntogenetic spectrum of coenopopulations of H. gmelinii. On abscissa axis: х – 
Ontogenetic state: p – germ, j – juvenile, im – immature, v – virgin, g1 – young-generative, 
g2 – middle-generative, g3 – old-generative, ss – subsenile; on ordinate у – part of individuals 

of this ontogenetic state, %
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фракции. H. gmelinii как вид, представленный 
достаточно хорошо сохранившимися и многочис-
ленными ценопопуляциями, не требует дополни-
тельных мер по охране, поэтому исключение его 
из числа «краснокнижных» видов правомочно. 
Тем не менее, принимая во внимание то, что чис-
ло ценопопуляций вида в Башкортостане неве-
лико и он находится в изолированном фрагменте 
в стороне от основного ареала, занимающем 
всего несколько административных районов 
центральной части Предуралья, необходим даль-
нейший мониторинг состояния его популяций. 
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The results of studying the ontogenetic structure of coenopo-
pulations of the relict species Hedysarum gmelinii Ledeb. in 
the Bashkortostan of Republic are presented. The investigated 
cenopopulations growing on slopes of different exposure, with a 
slope of 35°, is the main type of vegetation – Helictotrichon de-
sertorum–Stipa korshinskyi petrophyte steppe, anthropogenic load 
is low or medium. The overall density of the coenopopulations of 
H. gmelinii varies from 1,7 to 12,2 ind./m2, an effective density from 
1,5 to 4,6 ind./m2. The majority of the studied coenopopulations 
belong to the normal incomplete, peaking at middle-generation 
individuals (46,1%). The ontogenetic structure of individual natural 
coenopopulations has two main types of spectrum: left-sided 
and centered. According to the classification of “delta–omega” 
four coenopopulations are young, three are mature. The status of 
coenopopulations of the relict species Hedysarum gmelinii in the 
Bashkortostan of Republic is stable, additional protection measures 
are not required in the region, so its exclusion from the number of 
“Red Book” species is competent. Given that the species is located 
in an isolated fragment away from the main area, which occupies 
only a few administrative areas of the Central part of the Urals, it 
is necessary to further monitor the status of its coenopopulations.
Keywords: Hedysarum gmelinii Ledeb., Republic of Bashkor-
tostan, relict species, coenopopulation, ontogenetic structure.
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С помощью генетических межмикросателлитных маркеров (ISSR) 
изучен полиморфизм в популяциях Hieracium × robustum (Astera-
ceae) – растения-хозяина галлообразователя Aulacidea hieracii 
(Hymenoptera, Cynipidae). В каждой популяции анализировали 
растения H. × robustum со стеблевыми галлами орехотворки 
и без них. Установлено, что у отдельно взятых особей без гал-
лов ISSR-фрагментов было в два раза меньше по сравнению 
с растениями, поврежденными орехотворкой. Все они имели 
четкий паттерн в агарозном геле, в то время как паттерны осо-
бей с галлами были хаотичны. Анализ молекулярной дисперсии 
(AMOVA) также показал, что значительная доля дисперсии обус-
ловлена вариабельностью фрагментов, полученных от особей 
с галлами. Кластерный анализ (UPGMA) достоверно разделил 
всю исследуе мую выборку на два кластера. Первый кластер 
объединил особи H. × robustum с галлами, второй – особи 
без галлов. При отдельном анализе только особей без гал-
лов выборка разбивается на кластеры в полном соответствии 
с географическим происхождением образцов. Включение же 
в матрицу фрагментов, полученных от растений с галлами оре-
хотворки, привело к значительному искажению и бессистемно-
сти результатов.
Ключевые слова: ISSR, стеблевые галлы, орехотворка, конта-
минация ДНК. 
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Растения и насекомые сосуществуют на 
Земле более 350 млн лет. В ходе коэволюции и те 
и другие стараются избежать защитных систем 
друг друга. Эта эволюционная «гонка воору-

жений» привела к развитию у растений тонко 
организованной защитной системы, способной 
распознавать чужеродные молекулы и специ-
фические сигналы от клеток, поврежденных 
насекомыми [1, 2]. 

Повреждение фитофагами вызывает в рас-
тении незамедлительную экспрессию генов, 
отвечающих за фотосинтез, электронный транс-
порт, цитоскелет, метаболизм углерода и азота, 
сигнальную систему, а также группы генов, 
реагирующих на стресс, ранение или вторжение 
патогенов, и как следствие, полную функцио-
нальную реорганизацию транскрипции [3]. 
Чтобы противостоять атаке фитофагов, растения 
образуют специализированные морфологические 
структуры или вторичные метаболиты и белки, 
вызывающие отталкивающие и токсические 
эффекты [4]. Насекомые, в свою очередь, вынуж-
дены изменять свой метаболизм, чтобы обойти 
защитную систему растений. Одним из путей 
преодоления иммунитета растений является 
синтез симбиотической микрофлорой насекомого 
полезных для растения веществ [5], таких как 
гормоноподобные регуляторы роста.

На примере популяций ястребинки могу-
чей (Hieracium × robustum Fr.) из Саратовской 
области было показано, что растения со сте-
блевыми галлами, образованными в результате 
жизнедеятельности фитофага-галлообразователя 
Aulacidea hieracii из отряда перепончатокрылых 
(Hymenoptera, Cynipidae), отличались увеличени-
ем массы вегетативных органов и бόльшим ко-
личеством соцветий по сравнению с растениями, 
не имеющими галлов [6]. Однако присутствие 
во всех изученных популяциях H. × robustum 
определенной доли растений, не поврежденных 
орехотворкой, позволяет предполагать наличие 
качественных различий между растениями в по-
пуляции и возможной микроэволюции таксона.

В данной работе мы попытались оценить 
внутри- и межпопуляционные различия между 
растениями H. × robustum со стеблевыми галлами 
орехотворки и без них с помощью генетических 
межмикросателлитных маркеров (ISSR), хорошо 
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зарекомендовавших себя в большом количестве 
популяционных исследований представителей 
трибы Cichorieae семейства Asteraceae. 

Сбор материала проводили в трех естествен-
ных популяциях H. × robustum: в окрестностях 
пос. Юбилейный в Волжском районе г. Саратова 
(6 образцов: 3 – с галлами, 3 – без галлов), ле-
сопарка «Кумысная поляна» в Заводском районе 
г. Саратова (2 образца: 1 – с галлами, 1 – без гал-
лов) и с. Ягодная Поляна Татищевского района 
Саратовской области (2 образца: 1 – с галлами, 
1 – без галлов). Особи H. × robustum со стебле-
выми галлами орехотворки и без галлов герба-
ризировали и хранили до начала исследования 
отдельно друг от друга. 

ДНК выделяли из язычковых цветков соцве-
тия без признаков механического повреждения 
с помощью коммерческих наборов DiaGene (Bio 
Silica, Новосибирск) на колонках согласно про-
токолу производителя. Полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР) проводили в амплификаторе 
Mastercycler gradient (Eppendorf, Germany) 
с 12 ISSR-праймерами (табл. 1), синтезирован-
ными НПК «Синтол» (Москва). Выбор прай-
меров производили с учетом уже имеющихся 
литературных данных по другим родам трибы 
Cichorieae семейства Asteraceae [7, 8]. Для при-
готовления реакционной смеси были использо-
ваны реактивы Ready-To-Load Master-mix 5X 
MasDDTaqMIX-2025 (Диалат Лтд., Москва). 

Таблица 1 / Table 2 
ISSR праймеры, амплифицирующие информативные фрагменты ДНК H. × robustum 

ISSR primers producing informative DNA fragments of H. × robustum

Название праймера /
Primer code

Последовательность 5ʹ–3ʹ/
Sequence 5ʹ–3ʹ

Количество полиморфных фрагментов /
Number of polymorphic loci

Все образцы / All specimen Образцы без галлов / Specimen without galls
ISSR 3 (AG)9C 17 8
ISSR 4 (AC)9G 20 7
ISSR 5 (AC)8CG 37 16
ISSR 18 (ACTG)5 21 11
“Aster” (TG)8RC 14 6

UBC 810 (GA)8T 26 14
UBC 811 (GA)8C 25 12
UBC 813 (CT)8T 16 6
UBC 834 (AG)8YT 29 14
UBC 835 (AG)8YC 11 5
UBC 841 (GA)8YC 15 8
UBC 843 (CT)8RA 19 3

Всего: 250 110

Примечание. R = A, G; Y = C, T.
Note. R = A, G; Y = C, T.

Разделение продуктов амплификации про-
водили электрофоретически в 1.5%-ном ага-
розном геле. Фрагменты ДНК визуализировали 
с помощью трансиллюминатора (Vilber Lourmat, 
Франция) и фотографировали с помощью гель-
документирующей системы (Doc-print VX2, 
Германия). Типирование ISSR фрагментов было 
представлено в виде матрицы наличия или от-
сутствия фрагментов, закодированных как «1» 
или «0» соответственно.

Итоговая матрица включала 250 ISSR фраг-
ментов, амплифицированных из 10 образцов из 
трех популяций. Анализ полученной матрицы 
проводили в программе PAST ver. 3.0. [9] клас-
теризацией методом невзвешенного попарно-

группового среднего (UPGMA) с использованием 
коэффициента Жаккара. Оценку генетической 
дифференциации исследованных выборок прово-
дили в программе Arlequin ver. 3.5 [10] с помощью 
анализа молекулярной дисперсии (AMOVA).

Всего в результате ПЦР с 12 ISSR праймера-
ми получено 250 полиморфных фрагментов, их 
длина варьировала в пределах от 200 до 3000 пн.
Согласно результатам AMOVA, при разбиении 
всей выборки на три группы в соответствии 
с их географическим происхождением около 90% 
дисперсии приходится на внутрипопуляционные 
различия, а именно различия между особями с 
галлами и без галлов. Межпопуляционная дис-
персия в данном случае недостоверна (табл. 2).



Биология 359

Таблица 2 / Table 2 
Результаты анализа молекулярной дисперсии (AMOVA) популяций H. × robustum 

AMOVA results for populations H. × robustum

Изменчивость / Variability d. f. Сумма квадратов / Sum of squares Доля дисперсии, % / % of variation
Три группы согласно географическому положению / 

Grouping of the populations according to their geographical position
Между группами / Between the groups 2 111.07 10.86ns

Внутри групп / Between the populations
within the group 7 289.83 89.14

Две группы: с галлами орехотворки и без галлов / Two groups: with galls and without galls
Между группами / Between the groups 1 119.30 32.33***

Внутри групп / Between the populations
within the group 8 281.60 67.67

Примечание. Уровни достоверности определены на основании 1000 пермутаций матрицы; *** p (наблюдаемая 
величина ≥ случайная величина) ≤ 0.0001; ns – не достоверно.

Note. The statistical signifi cance levels were determined on the basis of 1000 permutations of the matrix; *** p (observed 
value ≥ random value) ≤ 0.0001; ns – not signifi cant.

Рис. 1. Результат электрофореза фрагментов ДНК, полученных при использовании прай-
меров ISSR5 и ISSR18 для популяции H. × robustum в окр. пос. Юбилейный Саратовской 
области: М – маркер молекулярного веса; К – отрицательный контроль; 1−3 – особи без 

галлов; 4−6 – особи с галлами
Fig. 1. The result of electrophoresis of DNA fragments obtained using the primers ISSR5 and 
ISSR18 for the population of H. × robustum in the vicinity of the village of Yubileiny Saratov 
region: M − molecular weight marker; K − negative control; 1−3 − individuals without galls; 

4−6 − individuals with galls

У отдельно взятых особей без галлов мар-
керов было в 2 раза меньше (см. табл. 1). При 
разбиении всей выборки на две группы, первая из 
которых представлена только особями без галлов, 
а вторая только особями с галлами, независимо 
от географического происхождения результа-
ты AMOVA оказались высоко достоверными 
(p < 0.0001). При этом преобладающая доля 
дисперсии осталась на уровне внутригрупповой 

изменчивости (см. табл. 2). Из рис. 1 видно, что 
особи популяции из пос. Юбилейный без галлов 
имеют четкий паттерн в агарозном геле и полно-
стью идентичны друг другу, в то время как пат-
терны особей с галлами орехотворки хаотичны. 
Очевидно, что значительная доля внутригруп-
повой дисперсии обусловлена главным образом 
вариабельностью фрагментов, полученных от 
особей с галлами. 
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Кластерный анализ (UPGMA) достоверно 
разделил исследуемую выборку на два кластера 
(рис. 2, а). Первый кластер объединил особи 
H. × robustum с галлами, второй – особи без гал-
лов. Внутри первого кластера высокую бутстреп 
поддержку (100%) получили два кластера тре-

тьего порядка, в один из которых вошли образцы 
популяций с Кумысной поляны и из Ягодной 
Поляны, в другой – образцы из пос. Юбилейный. 
Внутри второго кластера обособленным является 
лишь образец из Ягодной Поляны, в то время как 
остальные узлы поддержки не имеют.

Рис. 2. UPGMA-дендрограмма, построенная на основе ISSR данных для H. × robustum с исполь-
зованием коэффициента Жаккара: а – результат кластеризации всех образцов, включенных в срав-
нительный анализ; б – результат кластеризации только образцов растений без галлов. Бутстреп = 
100 реплик. 1−6 – особи популяции в окрестностях пос. Юбилейный г. Саратова (1−3 – без галлов, 
4−6 – с галлами); 7−8 − особи популяции лесопарка «Кумысная поляна» г. Саратова (7 – без галлов, 
8 – с галлами); 9−10 − особи популяции с. Ягодная Поляна Саратовской области (9 – без галлов, 

10 – с галлами)
Fig. 2. UPGMA-dendrogram built on the basis of ISSR data for H. × robustum, using the Jaccard coeffi cient: 
a − the result of clustering all samples included in the comparative analysis; b − the result of clustering 
only samples of plants without galls. Bootstrap = 100 replicas. 1–6 − individuals of the population in the 
vicinity of the Yubileiny village of Saratov (1–3 without galls, 4–6 with galls); 7–8 − individuals of the 
“Kumysnaya Polyana” forest park of the city of Saratov (7 without galls, 8 with galls); 9−10 − individuals 
of the population of the village Yagodnaya Polyana, Saratov region (9 − without galls, 10 − with galls)

а/а

б/b
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При отдельном анализе только особей без 
галлов выборка также разбивается на два клас-
тера, первый из которых представлен образцом 
из Ягодной Поляны, второй – объединенными 
образцами из популяций пос. Юбилейный и Ку-
мысной поляны (рис. 2, б). То есть полученная 
дендрограмма топологически идентична второ-
му кластеру общей дендрограммы на рис. 2, а. 
В отличие от общей, эта дендрограмма позволяет 
визуализировать вполне прогнозируемый и легко 
интерпретируемый результат.

Популяции пос. Юбилейный и Кумысной 
поляны разделяет расстояние всего около 10 км, 
и препятствия для потока генов между ними от-
сутствуют. Генетическая идентичность особей 
популяции в пос. Юбилейный может быть объ-
яснима формированием популяции в результате 
единичного заноса семян на эту территорию 
с последующим клоновым характером воспроиз-
водства. Обособленность популяции из Ягодной 
Поляны обусловлена, по-видимому, ее относи-
тельной географической удаленностью, более 
чем на 50 км, как от популяции пос. Юбилейный, 
так и от популяции Кумысной поляны. 

Включение же в матрицу паттернов, полу-
ченных от растений с галлами орехотворки, 
привело к значительному искажению и бессис-
темности результатов. Можно выдвинуть все 
альтернативные гипотезы, объясняющие при-
чины этого искажения. 

Гипотеза 1. Несмотря на то что для прове-
дения ПЦР отбирались неповрежденные части 
растения, в анализе участвовала чужеродная 
ДНК. Учитывая то, что ISSR маркеры успешно 
используются для популяционно-генетических 
исследований различных групп насекомых 
[11–13], есть все основания предположить, что 
чужеродная ДНК принадлежит орехотворке и, 
очевидно, циркулирует по проводящей системе 
растения. В этом случае полученные нами ре-
зультаты подтверждают общеизвестные рекомен-
дации, согласно которым недопустимо отбирать 
растения со следами повреждения животными 
для популяционно-генетических исследований 
[14]. Так как сама орехотворка является средой 
обитания различных симбиотических микроор-
ганизмов, которые попадают в организм растения 
с ее выделениями и продуктами жизнедеятель-
ности, а механические повреждения тканей 
растения, вызванные ею, являются воротами для 
различных вирусов и бактерий, ДНК растения со 
стеблевыми галлами следует рассматривать как 
метагеном и применять соответствующие методы 
для его изучения.

Гипотеза 2. Своеобразие ISSR паттернов 
растений с галлами может быть связано с измене-
нием сайтов узнавания праймера в результате мо-
дификации ДНК. В этом случае сама орехотворка 
или ее симбиотическая микрофлора является 
источником транспозонов, способных внедряться 
в геном растения и служить источником новых 
факторов транскрипции [15], обусловливающих 
увеличение количества и массы всех органов, ко-
торое наблюдалось у пораженных орехотворкой 
растений H. × robustum [6]. 

Таким образом, насекомое-галлообразова-
тель A. hieracii значительно искажает результаты 
исследования генома растения-хозяина H. × ro-
bustum. Причины этого искажения спорны. Тем 
не менее выбранные объекты представляют 
собой удобную модель для дальнейших иссле-
дований, способных пролить свет на понимание 
молекулярных механизмов взаимодействия фи-
тофага-галлообразователя и растения-хозяина, а 
также на роль галлообразователей в адаптивной 
эволюции покрытосеменных растений. 
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Based on Inter Simple Sequence Repeats (ISSR), we examined poly-
morphism in populations of Hieracium × robustum (Asteraceae) – the 
host of gall-making Aulacidea hieracii (Hymenoptera, Cynipidae). In 
each population, we studied H. × robustum specimens with and without 
stem galls induced by gall wasps. It was revealed that individual gall-
free plants have half as much ISSR fragments as plants contaminated 
by galls. In agarose gel, ISSR fragments of the former have clear-cut 
patterns while patterns of gall-contaminated plants are shapeless. 
Also, molecular dispersion analysis (AMOVA) shows that a significant 
proportion of dispersion is due to the variability of fragments obtained 
from gall-contaminated specimens. Cluster analysis (UPGMA) sub-
divides the sample into two clusters. The first was constituted by 

H. × robustum specimens with galls; the second comprised gall-free 
specimens. When cluster analysis was carried out exclusively on gall-
free specimens, the obtained clusters were in complete correspond-
ence with the geographic origins of the specimens. However, when 
fragments of gall-contaminated plants were added to the matrix, it 
distorted the analysis and gave inconsistent results.
Key words: ISSR, stem galls, gall wasp, DNA contamination.
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Изменение пищевого спектра  муравьев 
рода Formica s. str. (Hymenoptera, 
Formicidae) на территориях Саратовской 
области с антропогенной нагрузкой
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Мулдагалиева Надежда Сергеевна, аспирант кафедры морфологии и экологии живот-
ных, Саратовский национальный исследовательский государственный университет имени 
Н. Г. Чернышевского, Nadya1818@yandex.ru

Муравьи участвуют в почвообразовании, регуляции численности насекомых и распро-
странении растений и в связи с этим являются неотемлемым компонентом экосистем. 
В лесах средней полосы России наиболее заметны виды рода Formica. На территориях, 
подверженных антропогенной нагрузке, изменяется характер питания муравьев в сторо-
ну уменьшения его разнообразия и количества. Исследование проводили на территории 
природного парка «Кумысная поляна» в г. Саратове. Лесопарк испытывает на себе ан-
тропогенную нагрузку в связи с тем, что находится в пешей доступности для горожан 
и на территории крупного промышленного центра – г. Саратова. Для изучения особен-
ностей питания у муравьев изымали добычу, приносимую в муравейник. Для сравнения 
использовали муравьев, населяющих особо охраняему природную территорию – нацио-
нальный парк «Хвалынский». За время наблюдений в числе добычи были зарегистриро-
ваны беспозвоночные из 12 таксономических групп. Большая часть пищевого спектра 
представлена насекомыми из двух отрядов – перепончатокрылые (21,6%) и жесткокры-
лые (21,6%). Значительных различий в питании муравьев в разные годы не обнаружено. 
Установлено уменьшение количества добычи, приносимой в гнездо муравьями рода For-
mica, по сравнению с семьями, обитающими на охраняемых природных территориях. 
Данный факт может свидетельствовать об уменьшении численности и деградации мура-
вьиных семей на территории с высокой антропогенной нагрузкой.
Ключевые слова: муравьи, пищевой спектр, Formica, г. Саратов, антропогенная на-
грузка.
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Муравьи – неотъемлемая группа природных сообществ, участву-
ющая в почвообразовании, являющаяся опылителями, хищниками, 
потребителями семян и пади и источником пищи для других живот-
ных, играет важную роль в экосистемах [1]. Велика роль муравьев 
в образовании черноземных пятен среди солонцов в лесостепных 
районах [2]. Их эффективность связана с социальной организацией, 
способностью изменять место обитания и потреблять разнообразные 
пищевые ресурсы. Представители рода Formica являются обычными 
элементами фауны насекомых лесных биотопов [3]. Муравьи рода 
Formica – облигатные доминанты муравьиных сообществ, в связи 
с чем в средней полосе России они играют значительную роль в лес-
ных экосистемах [4], а также из-за относительно крупных размеров 
и многочисленности семей.

Широта экологических характеристик делает муравьев удоб-
ным модельным объектом для изучения закономерностей антро-
погенного изменения биогеоценозов [5]. В рамках данной работы 
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была поставлена цель изучить, как под влиянием 
антропогенной нагрузки изменяется состав до-
бычи муравьев.

В добыче муравьев как хищников-полифагов 
встречается свыше 130 видов беспозвоночных. 
Вместе с тем отмечают сильное изменение со-
става добычи муравьев в сторону обеднения 
ее разнообразия и уменьшения количества на 
территориях, подвергающихся антропогенной 
нагрузке [6, 7].

Материалы и методы 

На протяжении летне-осеннего периода 
2016–2018 гг. были проведены наблюдения на 
двух муравейниках, расположенных в дубраве 
на территории природного парка «Кумысная по-
ляна». Гнезда, служившие объектом наблюдения 
в 2016 г., на следующий год из-за их разорения 
обнаружены не были, поэтому для исследования 
в 2017 г. были выбраны два других муравейни-
ка, наблюдения за которыми были продолжены 
в 2018 г. Для сравнения использовали рыжих лес-
ных муравьев, обитающих в национальном парке 
«Хвалынский». Наблюдения за ними проводили 
весной и летом в 2013, 2014 и 2016 гг. Сбор ма-
териала для исследования происходил в дневные 
часы. Для изучения кормовых объектов в течение 
часа утром и вечером отбирали у муравьев их 
«ношу». За время наблюдений в природном парке 
«Кумысная поляна» было изъято 218 кормовых 
объектов (134 в 2016 г., 35 в 2017 г., 49 в 2018 г.). 
Также во время наблюдений измеряли температу-
ру приземного слоя воздуха. 

Результаты и их обсуждение

Природный парк «Кумысная поляна» рас-
положен на Лысогорском плато с запада от 
г. Саратова. Абсолютная высота плато составляет 
282 м. Выделяются плоские водораздельные по-
верхности и расчлененные склоны плато, изрезан-
ные ущельями и оврагами. На данной территории 
преобладают широколиственные леса. Основные 
породы – дуб, клен, липа, береза и осина. При-
родный парк «Кумысная поляна» подвержен 
антропогенной нагрузке ввиду того, что является 
излюбленным местом отдыха горожан, располо-
жен в пешей доступности в черте крупного про-
мышленного города. Территория испытывает на 
себе следующее антропогенное влияние:

– пожары из-за неконтролируемого разведе-
ния костров;

– незаконная вырубка лесов и застройка;
– въезд автотранспорта на территорию при-

родного парка;
– замусоренность территории.

ФГБУ «Национальный парк “Хвалынский”» 
имеет статус особо охраняемой природной терри-
тории. Он расположен в Хвалынском районе в се-
веро-восточной части Саратовского Правобережья.

Как показали результаты наблюдений, основ-
ной добычей изученных муравьев были мелкие 
(не более 25 мм) беспозвоночные из 12 таксоно-
мических групп. В основном это представители 
следующих отрядов насекомых и их личинок: 
Hymenoptera, Coleoptera, Diptera, Orthoptera, 
Lepidoptera, Hemiptera, Neuroptera и Dermaptera. 
Из других классов – мокрицы (класс Malacostraca, 
отряд Isopoda), пауки (класс Arachnida, отряд 
Aranei), многоножки (класс Chilopoda, отряд 
Lithobiomorpha), из класса малощетинковых червей 
(Oligohaeta) – дождевые черви (отряд Haplotaxida, 
сем. Lumbricidae). Немногим меньше половины 
добычи составляют насекомые из двух отрядов – 
перепончатокрылые (23,7%) и жуки (21,3%). Мень-
ше приходится на двукрылых (13%), прямокрылых 
(9,5%) и чешуекрылых (7,1%). Оставшиеся семь 
групп составляют менее 15% добычи муравьев.

Соотношение разных групп в добыче му-
равьев по годам представлено на рисунке.

В 2016 г. около 75% добычи состояло из насе-
комых из следующих пяти отрядов: Hymenoptera 
(23,9%), Coleoptera (22,4%), Diptera (13,4%), 
Orthoptera (9%) и Lepidoptera (8,2%).

В 2017 г. также около 75 % добычи составляли 
насекомые из пяти отрядов: Hymenoptera (22,9%), 
Coleoptera (17,1%), Diptera (11,4%), Orthoptera 
(11,4%) и Hemiptera (11,4%). 

В 2018 г. около 80% спектра занимают пред-
ставители семи групп: Coleoptera (22,4%), Hy-
menoptera (14,3%), Lepidoptera (12,2%), Diptera 
(10,2%), Aranei (8,2%), Orthoptera (6,1%) и He-
miptera (6,1%). Таким образом, в основе рациона 
муравьев в разные года мы наблюдаем несуще-
ственную разницу.

Важно отметить малочисленность приноси-
мой добычи. В 2016 г. за час наблюдений было 
изъято в среднем 5,4 объекта, в 2017 г. – 4,4 и 
в 2018 г. – 4,1. Белковая пища, а у муравьев это 
в основном различные беспозвоночные, составляет 
основу питания личинок [8]. И такое небольшое 
количество белковой добычи может говорить о де-
градации и малочисленности муравьиных семей на 
территории с высокой антропогенной нагрузкой.

В национальном парке «Хвалынский» до-
быча представлена насекомыми из 11 отрядов, а 
также пауками, мокрицами и дождевыми червями. 
Почти 75% добычи представлены насекомыми из 
четырех отрядов: двукрылые (30,6%), чешуекры-
лые (15,8%), перепончатокрылые (15,7%) и жест-
кокрылые (12,2%). В среднем за час наблюдений 
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в гнездо было принесено более 30 особей беспоз-
воночных. А за сутки при активной фуражировке 
на протяжении 15–16 ч по семи дорогам – это 
более 3000 экземпляров [9–12].

В лесах на территории Кузнецко-Салаирской 
горной местности у разных видов рода Formica 
в питании зафиксировано преобладание предста-
вителей отрядов двукрылые, полужесткокрылые 
и личинок насекомых [13].

В добыче фуражиров на территории нагорных 
дубрав Воронежской области отмечено доминиро-
вание насекомых (97,9%) среди более 90 семейств 
беспозвоночных. Личинки чешуекрылых состав-
ляли большую часть – 50,9% [14]. 

В Челябинской области добыча муравьев 
весьма разнообразна и состоит из представителей 
пяти классов беспозвоночных. Наиболее разно-
образны насекомые – представители 12 отрядов. 
Среди них преобладают представители отрядов 
перепончатокрылых, чешуекрылых, двукрылых, 
равнокрылых, полужесткокрылых и жесткокры-
лых насекомых. Из других классов представлены 
пауки, малощетинковые кольчатые черви и брю-
хоногие моллюски. Интересно, что в разные года 

среди жертв доминируют представители разных 
групп [15, 16]. 

Есть мнение, что интенсивность охотничьей 
деятельности определяется в большей мере по-
требностью семьи и количеством потенциальных 
жертв, чем степенью рекреационной нагрузки, 
которая, в свою очередь, приводит к угнетению 
муравьиных семей, что выражается в уменьшении 
размеров особей, количества гнезд в поселениях и 
площадей кормовых территорий [17]. Существуют 
исследования, подтверждающие низкую фуражи-
ровочную активность и, следовательно, незначи-
тельную роль муравьев в защите леса от вредителей 
в условиях рекреационной нагрузки [18].

Таким образом, заметного уменьшения раз-
нообразия добычи муравьев, обитающих в лесных 
массивах, подверженных интенсивным антропо-
генным нагрузкам, не обнаружено. Но в городской 
черте среди добычи муравьев отсутствуют стре-
козы, ручейники и верблюдки, а в национальном 
парке – сетчатокрылые и многоножки. Установле-
но уменьшение более чем в шесть раз количества 
приносимой добычи по сравнению с семьями 
муравьев, населяющими охраняемые природные 

Соотношение разных групп в добыче Formica s. str. в разные года
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территории. Малочисленность добычи говорит 
о низкой продуктивности семей, что может сви-
детельствовать о деградации муравейников на 
территориях с высокой антропогенной нагрузкой.
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Ants are essential component of ecosystems. They participate 
in soil formation, regulate the number of insects and spread the 
seeds of plants. The species of the genus Formica are most notice-
able in the forests of the middle zone of Russia. The number and 
diversity of the prey of ants decreases in the areas experiencing 
a recreational load. The study was conducted on the territory of 
the natural park “Kumysnaya Polyana” (Saratov). The forest park is 
experiencing an anthropogenic load because it is located on the ter-
ritory of a large industrial center – the city of Saratov. To study the 
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feeding characteristics of ants food objects brought in the anthill 
were seized. Ants inhabiting a specially protected natural area - the 
national park “Khvalynsky” were used for comparison. Invertebrates 
from 12 taxonomic groups were recorded in the prey. Most of the 
food spectrum consists of insects of two orders: Hymenoptera 
(21,6%) and Coleoptera (21,6%). There were no significant differ-
ences in the feeding of ants in different years. The decrease in the 
number of prey has been established in comparison with families 
living in protected natural areas. This fact may indicate a decrease 
in the number and degradation of ant families in the areas with a 
high anthropogenic load.
Keywords: ants, food spectrum, Formica, Saratov, anthropogenic 
load.
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