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Представлены структура и описан механизм биологического действия токсинов группы окадаевой кислоты 
(диарейных токсинов моллюсков - ДТМ); дана краткая характеристика методов их идентификации и количествен-
ного анализа. Приведены сведения об организмах-продуцентах ДТМ. Рассмотрена проблема диарейного отравления 
моллюсками, обитающими в морях России. Обсуждаются правовые аспекты регулирования и мониторинга токсинов 
группы окадаевой кислоты в продуктах питания в разных странах. 

Ключевые слова: диарейные токсины моллюсков, окадаевая кислота, Dinophysis, Prorocentrum, иммунофер-
ментный анализ, высокоэффективная жидкостная хроматография. 

Okadaic acid group toxins in hydrobionts of Russian Seas: producers, distribution, safety regulation. 
P. A. Kameneva1, 2, T. Yu. Orlova1 (1A.V. Zhirmunsky Institute of Marine Biology, National Scientific Center of Marine Biology, 
Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok 690041; 2Far Eastern Federal University, Vladivostok 690091)

The structure and mechanism of biological activity of diarrhetic shellfish toxins (DSTs) is presented; the short 
description of identification and quantitative analysis is given. Information of DSTs producing organism is shown. The 
problem of diarrhetic poisoning by shellfish, inhabiting the Russian Seas is considered. The legal aspects of safety regulation 
and monitoring of okadaic acid group toxins in food products in different countries are discussed. (Biologiya Morya, 2017, 
vol. 43, no. 5, pp. 299–309).

Keywords: diarrhetic shellfish toxins, okadaic acid, Dinophysis, Prorocentrum, enzyme-linked immunosorbent assay, 
high-performance liquid chromatography. 

Краткая характеристика и разнообразие токсинов 
группы окадаевой кислоты

Окадаевая кислота (ОК) и её производные (анало-
ги ОК) – это низкомолекулярные вторичные метаболиты 
морских динофитовых микроводорослей родов Dinophysis 
(Reguera et al., 2014) и Prorocentrum (Hoppenrath et al., 
2013) поликетидной природы, обладающие липофильны-
ми свойствами (Yasumoto et al., 1978) (рис. 1). Микро-
водоросли, являющиеся начальным звеном морских 
пищевых цепей, способны передавать данные вещества 
консументам. В периоды массового развития микроводо-
рослей высокие концентрации токсинов могут быть выяв-
лены в тканях моллюсков-фильтраторов: мидий (Mourati-
dou et al., 2006; Prassopoulou et al., 2009; Li et al., 2012), 
устриц (Deeds et al., 2010) и гребешков (Suzuki et al., 2005), 
а также в тканях таких консументов, как крабы (Torgersen 
et al., 2008) и морские млекопитающие (Wang et al., 2015).

С биохимической точки зрения аналоги ОК являют-
ся специфическими ингибиторами серин/треониновых 

*Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ № 14-04-00860 (мониторинг микроводорослей), 15-04-05331 и 16-34-00413 (изучение 
Prorocentrum foraminosum из залива Петра Великого Японского моря) и РНФ № 14-50-00034 (анализ ДТМ в тканях гидробионтов).

фосфатаз (Dawson, Holmes, 1999) – ферментов, выполняю-
щих дефосфорилирование белков в клетках млекопитаю-
щих (Dounay, Forsyth, 2002). Разнообразие биологических 
эффектов, вызываемых аналогами ОК, достаточно велико. 
Из них наиболее распространенным является диарейный 
синдром, вызываемый попаданием аналогов ОК в орга-
низм человека. В связи с этим данная группа веществ наи-
более известна как диарейные токсины моллюсков (ДТМ). 
Среди менее распространенных эффектов – нарушение 
структуры нуклеиновых кислот, воздействие на клеточ-
ные процессы (рост, деление, поддержание функции кле-
точного скелета), нейро-, иммуно- и эмбриотоксические 
эффекты, а также канцерогенная активность (Valdiglesias 
et al., 2013). В последнее время появляются данные о том, 
что не все эффекты, вызываемые ОК, могут быть объяс-
нены её воздействием на серин/треониновые фосфатазы 
(Munday, 2013). Высказано предположение, что токсиче-
ский механизм аналогов ОК может быть связан также с их 
нейрональной активностью (Louzao et al., 2015).
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Известно несколько типов производных ОК, основ-
ными являются динофизистоксин-1 (ДФТ-1, метил ока-
даевая кислота) и динофизистоксин-2 (ДФТ-2, изомерная 
форма окадаевой кислоты), которые иногда называют ро-
дительскими токсинами, поскольку от них могут быть 
образованы конъюгированные формы токсинов (McNabb, 
2008). К конъюгированным формам токсинов относят-
ся сложные эфиры родительских токсинов с жирными 
кислотами, составляющие группу динофизистоксин-3 
(рис. 1). Данные токсины образуются в тканях моллю-

сков (Suzuki et al., 1999). К конъюгированным формам 
относятся также диольные спирты и их сульфатирован-
ные производные (динофизистоксины-4-6), которые были 
обнаружены в клетках микроводорослей (Hu et al., 1995; 
Suárez-Gómez et al., 2001). Образование конъюгирован-
ных форм токсинов, по-видимому, является механизмом 
защиты организмов-продуцентов и моллюсков-филь-
траторов от их токсического действия (Cembella, 2003). 
В молекуле ОК имеются две важные для связывания 
с ферментами функциональные группы – терминальная 

Рис. 1. Структура окадаевой кислоты и ее производных. Окадаевая кислота: R1 = CH3, R2 = H, R3 = H; динофизистоксин-1: R1 = CH3,  
R2 = CH3, R3 = H; динофизистоксин-1: R1 = Н, R2 = H, R3 = CH3, динофизистоксин-3: R4 = жирной кислоты (McNaab, 2008; Hu et al., 2017). 



301

БИОЛОГИЯ  МОРЯ   том  43   №  5   2017

ТОКСИНЫ

карбоксильная группа и гидроксильная группа у седьмого 
атома углерода (McNabb, 2008). При исследовании кри-
сталлической структуры ОК с ферментом было показа-
но, что ОК образует вторичную циклическую структуру, 
в которой функциональные группы связаны посредст-
вом водородных связей (Tachibana et al., 1981). При мо-
дификации данных групп, по-видимому, нарушается их 
взаимодействие, вследствие этого снижается сродство 
молекул токсинов с серин/треониновыми фосфатазами. 
Например, показано, что динофизистоксин-3 в 3000 раз 
менее эффективно связывается с ферментом РР2А, чем 
его свободные аналоги (McNabb, 2008). Следовательно, 
по функциональным свойствам аналоги ОК можно разде-
лить на две группы: активные формы токсинов, которые 
имеют высокое сродство к серин/треониновым фосфата-
зам и оказывают ингибирующее действие в малых кон-
центрациях, и неактивные формы токсинов, не обладаю-
щие подобными свойствами (McNabb, 2008).

Характеристика основных продуцентов токсинов 
группы ОК и их распространение в морях России

Диарейные токсины моллюсков были обна-
ружены в клетках динофлагеллят родов Dinophysis 
и Prorocentrum, которые широко распространены в боре-
альных, тропических и субтропических районах Миро-
вого океана (Hoppenrath et al., 2013; Reguera et al., 2014). 
Род Dinophysis насчитывает около 150 видов, обитающих 
в прибрежных водах Мирового океана (Reguera et al., 
2014). До того, как было доказано, что D. fortii являет-
ся потенциальным возбудителем диарейного отравле-
ния, виды рода Dinophysis не принимались во внимание 
при поиске организмов, вызывающих данный синдром 
( Yasumoto et al., 1985). Это связано с тем, что предста-
вители рода Dinophysis редко достигают высокой чи-
сленности и не могут быть причиной так называемого 
вредоносного цветения, сопро вождающегося изменени-
ем цвета воды. Однако даже при концентрации 100–500 
кл/л, что составляет 1–5% от всего сообщества микро-
водорослей, в тканях моллюсков-фильтраторов могут 
накапливаться значительные концентрации токсинов 
(Reguera, Pizarro, 2008). В периоды массового развития 
клетки Dinophysis образуют скопления у поверхности 
воды с численностью до нескольких сотен тысяч кле-
ток в одном литре (Farrell et al., 2012). Установлено, что 
некоторые виды рода Dinophysis продуцируют два типа 
липофильных токсинов: ОК и её производные, а также 
пектенотоксины, которые ранее относили к группе ДТМ, 
но в настоящее время выделяют в отдельную группу ток-
синов (McNabb, 2008). Способность продуцировать ДТМ 
подтверждена для 11 видов рода Dinophysis: D. acuminata, 
D. acuta, D. caudata, D. fortii, D. infundibulum, D. miles, 
D. norvegica, D. sacculus, D. ovum, D. tripos и D. rotundata 
(= Phalacroma rotundatum) (см.: Reguera et al., 2012). 
Сведения о способности данных видов продуцировать 
токсины были получены при исследовании преимуще-
ственно природного материала (Reguera et al., 2012), 

 поскольку введение этих видов в культуру было затруд-
нено до 2006 г. (Park et al., 2006).

Род Prorocentrum насчитывает около 60 видов, оби-
тающих в океанических и прибрежных водах Мирового 
океана, из которых 29 видов являются эпифитными или 
бентосными, остальные виды представлены планктон-
ными формами (Hoppenrath et al., 2013). У 10 видов это-
го рода выявлена способность синтезировать различные 
токсины; для шести из них отмечены случаи продуциро-
вания ОК и ДФТ, это P. lima, P. belizeanum, P. hoffmannia-
num, P. concavum, P. rhathymum и P. foraminosum (см.: Hop-
penrath et al., 2013; Kameneva et al., 2015a). Одним из наи-
более распространённых в мире видов рода Prorocentrum, 
ассоциированных с ДТМ, является вид P. lima, который 
обитает как в тропических, так и в умеренных широтах.

Из всех известных продуцентов ДТМ в морях Рос-
сии встречаются 12 видов: 10 видов рода Dinophysis и два 
вида рода Prorocentrum (P. lima, P. foraminosum) (рис. 2, 
табл. 1). D. acuminata – наиболее часто встречающийся 
вид, который не был обнаружен только в море Лаптевых 
и для которого зарегистрирована рекордная численность 
среди всех продуцентов ДТМ в России (Konovalova, 1993). 
Это типичный представитель фитопланктона прибрежной 
зоны дальневосточных морей России. Широко распро-
страненными видами являются D. acuta и D. norvegica, 
обнаруженные в большинстве морей России, однако их 
численность по сравнению с таковой D. acuminata на 
несколько порядков ниже. Вид D. norvegica может быть 
доминирующим по численности среди других видов рода 
Dinophysis на акватории Баренцева и Белого морей; в по-
следнем случае накопление ДТМ связывают с присут-
ствием этого вида (Вершинин, Орлова, 2008). D. fortii 
относится к видам, обитающим в умеренном климате, 
поэтому не отмечен в морях Северного Ледовитого 
океана. В дальневосточных морях России численность 
D. fortii в августе может достигать высоких значений 
(Orlova, 2013). Тропический вид D. caudata встречается 
в Японском море в зоне действия Цусимского течения 
(Коновалова, 1998) и в Чёрном море, где является обыч-
ным представителем фитопланктона (Morton et al., 2009). 
Наряду с D. аcuminatа и D. fortii этот вид способен пере-
давать токсины двустворчатым моллюскам; при массовом 
развитии D. caudata отмечены случаи отравления море-
продуктами (Вершинин, Орлова, 2008).

Распространение представителей рода Prorocen-
trum, известных как продуценты ДТМ, ограничено аква-
ториями Чёрного, Баренцева, Белого, Карского и Япон-
ского морей. Известны также находки P. lima (как Exuvi-
aella marina var. lima) в Каспийском и Аральском морях 
(Киселев, 1950). Массовое развитие P. lima в Чёрном море 
связывают с накоплением ДТМ моллюсками (Morton et 
al., 2009). Присутствие P. foraminosum было подтвержде-
но на молекулярно-генетическом уровне только для ак-
ватории Японского моря. Для этого вида впервые была 
показана способность продуцировать ДФТ-1 в условиях 
лабораторного культивирования (Kameneva et al., 2016).
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Динамика численности наиболее часто встреча-
ющихся видов родов Dinophysis и Prorocentrum харак-
теризуется ярко выраженной сезонной и многолетней 
изменчивостью. На акваториях российского прибрежья 
Японского моря в теплое время года по численности пре-
обладают D. acuminata и D. fortii. Анализ многолетней 
сезонной динамики фитопланктона в зал. Петра Велико-
го Японского моря показал, что по биомассе виды рода 
Dinophysis доминировали среди остальных планктонных 
микроводорослей в мае и июне (Алексанин и др., 2012). 
Средняя суммарная численность микроводорослей рода 
Dinophysis в летнее время варьировала в пределах 150–
3000 кл/л, а в зимнее время – 10–200 кл/л. На акватории 
Чёрного моря D. acuminata встречался в течение всего 
года со средней численностью 150–300 кл/л; предполага-
ется, что в период с апреля по сентябрь его численность 

увеличивается (Morton et al., 2009). Клетки P. lima могут 
быть найдены в образцах фитопланктона, отобранных 
после сильных штормов. На акватории Чёрного моря мак-
симальная численность этого вида в планктоне достигала 
350 кл/л (Morton et al., 2009).

Для более подробного изучения численности эпи-
фитных видов необходимо оценивать плотность их посе-
ления на макрофитах, выражаемую в количестве клеток 
на 1 г сухой массы макрофита. Такая работа была про-
ведена для акватории Японского моря, где вид P. lima 
характеризуется как малочисленный. Данный вид редко 
достигает плотности более 100 кл/г сухой массы макро-
фита, однако в июне 2013 и 2014 гг. отмечено повышение 
плотности этого вида до 1000 кл/г сухой массы макрофи-
та (Селина, 2017). Интересно, что в желудках мидии были 
обнаружены клетки P. lima в период их отсутствия в план-

Рис. 2. Представители родов Dinophysis и Prorocentrum из морей России, известные как продуценты ДТМ. 1 – Dinophysis acuminata, 
2 – D. fortii, 3 – D. acuta, 4 – D. norvegica, 5 – D. ovum, 6 – D. sacculus, 7 – D. tripos, 8 – D. caudata, 9 – D. infundibulum, 10 – D. rotundata, 
11 – Prorocentrum lima, 12 – P. foraminosum. Масштаб – 5 мкм.
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ктоне. Авторы исследования объясняют данный факт тем, 
что P. lima ассоциирован с макрофитами-обрастателями 
раковин моллюсков (Morton et al., 2009).

Содержание ДТМ в природных популяциях микро-
водорослей было подтверждено только для D. acuminata 
из Японского моря (Orlova et al., 2015). Для исследова-
ния использовали фильтры с образцами фитопланктона, 
в которых при помощи световой микроскопии были вы-
явлены клетки D. acuminata. В этих образцах методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-
спектрометрическим детектором (ВЭЖХ–МС) были об-
наружены ОК и пектенотоксин-2, концентрация которых 
в среднем составляла 3.9 и 30.8 пг/кл соответственно 
( Orlova et al., 2015). Для всех других видов микроводо-
рослей продукция токсинов установлена опосредован-
но по их обнаружению в моллюсках в период массового 
развития этих микроводорослей или в культурах клеток 
(Vershinin et al., 2006; Morton et al., 2009). Наиболее из-
ученными в отношении продуцентов ДТМ районами 
в России являются дальневосточные моря и Чёрное море. 
Для иных акваторий собрано недостаточно данных о се-
зонных и многолетних изменениях состава фитопланкто-
на, чтобы уверенно исключить возможность присутствия 
других продуцентов.

Накопление токсинов в тканях двустворчатых 
моллюсков и сезонность этого процесса

Диарейные токсины моллюсков обладают свойст-
вом биоаккумуляции и передаются по пищевым цепям. 
Среди гидробионтов, в мягких тканях которых наибо-
лее часто присутствуют ДТМ, двустворчатые моллюски 
и рыбы, питающиеся фитопланктоном (Valdiglesias et 

al., 2013). В последнее время появились сообщения об 
обнаружении токсинов в мягких тканях ракообразных 
(Torgersen et al., 2008) и морских млекопитающих (Wang 
et al., 2015). Для оценки рисков отравления людей в Рос-
сии было проведено несколько исследований накопления 
ДТМ в промысловых видах моллюсков и в видах, являю-
щихся объектами любительского лова (табл. 2). Несмотря 
на то, что исследования были проведены с применением 
разных аналитических методов, во всех случаях выявле-
ны концентрации ДТМ, приближающиеся или в несколь-
ко раз превышающие ПДК (160 мкг/кг). Наибольшая 
концентрация токсинов выявлена в пищеварительной 
железе мидии Crenomytilus grayanus из зал. Петра Вели-
кого Японского моря – суммарно около 1400 мкг/кг, что 
в 8.75 раза превышает ПДК (Каменева и др., 2016). В тка-
нях мидии Mytilus edulis из Кандалакшского залива Бело-
го моря концентрация токсинов составляла 127.8 мкг/кг 
(Vershinin et al., 2006). Отметим, что качественный со-
став токсинов в этих случаях различался. Так, у M. edu-
lis и C. grayanus содержание ОК составляло 15 и 33%, 
а ДФТ-1 и ДФТ-2 – 85 и 67% соответственно (табл. 2). 
Вероятно, качественный состав токсинов может зависеть 
от профиля токсинов у продуцентов, который в этих двух 
случаях различался.

При сравнении содержания токсинов в тканях раз-
ных видов морских двустворчатых моллюсков (мидия 
M. edulis, гребешки Mizuhopecten yessoensis и Chlamys 
nipponensis, устрицы Crassostrea gigas и Ostrea edulis) 
были выявлены межвидовые особенности в накоплении 
токсинов (Yasumoto et al., 1978). Самой высокой концен-
трация токсинов была в тканях мидий и ниже – в тканях 
устриц и гребешков. Анализ распределения токсинов 

ТОКСИНЫ

Таблица 1. Встречаемость и максимальная плотность клеток продуцентов (тыс. кл/л) ДТМ в морях России
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Dinophysis acuminata (3) (3) 200(1) (2) (2) (2) - (2) (2) - 4(10) 200(9) 500(4)
D. fortii - (3) (3) - - - - - (2) - 0.2(10) 10(12) -
D. acuta - (3) - (2) (2) (2) (2) - (2) (14, 16) 3(10) 1(12) 3.8(11)
D. norvegica - 1.6(6) - (2) (2) (2) (2) (2) (2) (14) (13) 5(4) 7.4(8)
D. ovum (3) (3) (3) (2) (2) - - - - (16) - 0.1(4) -
D. sacculus - (3) (3) - - - - - - - - 1(12) -
D. tripos - (3) - - - - - - - - - (4) -
D. caudata - 3(5) (3) - - - - - - - - 0.1(4) -
D. infundibulum - - - - - - - - - - (13) 0.1(4) -
D. rotundata - 3(5) - (2) (2) (2) - - (2) (14, 16) 1(10) 0.1(12) (8)
Prorocentrum lima - 3.2(5) - (2) (2) - - - - - - 1(15) -
P. foraminosum* - - - - - - - - - - - 1.5(7) -

*Эпифитный вид.
П р и м е ч а н и е. Цифра перед скобками – максимальная плотность клеток, в скобках – источник данных (максимальная плотность неизвестна); 
"-" – вид не обнаружен. Источник данных: 1 – Вершинин, Орлова, 2008; 2 – Okolodkov, 2005; 3 – Рябушко, 2003; 4 – Orlova, 2013; 5 – Morton et al., 
2009; 6 – Vershinin et al., 2006; 7 – Селина, 2017; 8 – Коновалова, 1998; 9 – Kameneva, Orlova, 2015; 10 – Орлова и др., 2007; 11 – Konovalova, 1993; 
12 – Орлова и др., 2009; 13 – Орлова и др., 2004; 14 – Кузьмина, 1962; 15 – Selina, Levchenko, 2011; 16 – Семина, 1959.
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в органах гидробионтов показал, что у мидий содержание 
аналогов ОК было наибольшим в пищеварительной же-
лезе, следующим органом по содержанию токсинов были 
жабры. У гребешков и устриц значительная концентрация 
токсинов была обнаружена только в пищеварительной 
железе (Yasumoto et al., 1978). Известно, что в пищевари-
тельной железе Mytilus galloprovincialis аккумулируется 
до 100% ДТМ, а M. edulus – до 50%. У многих моллюсков 
рода Pecten значительное количество токсинов накапли-
вается вне пищеварительной железы. В эксперименте при 
удалении пищеварительной железы из анализируемых 
тканей гребешка Pecten fumatus общее содержание ток-
синов снизилось лишь на 22%. У гребешка Argopecten 
irradians до 23% липофильных токсинов накапливалось 
вне пищеварительной железы (Bauder et al., 2001).

Содержание токсинов в тканях моллюсков, очевид-
но, зависит от их рациона и биотопа. Так, в питании M. 
galloprovincialis бóльшую часть составляют динофлагел-
ляты, тогда как количество диатомовых водорослей не-
значительно. Вероятно, более высокое содержание ДТМ 
в тканях M. galloprovincialis, чем в тканях других мидий, 
обитающих в этой же акватории, связано с пищевой из-
бирательностью данного вида (Reizopoulou et al., 2008). 
Моллюски, обитающие на песчаных грунтах, могут на-
капливать ДТМ посредством фильтрации как живых, так 
и погибших, но неразрушенных клеток микроводорослей. 
Например, особи Modiolus barbatus, обитавшие в мягком 
грунте, содержали более высокие концентрации ДТМ, 
чем особи M. galloprovincialis, прикрепившиеся к камням 
(Reizopoulou et al., 2008).

У разных видов моллюсков содержание свободной 
ОК и её производных в тканях существенно различает-
ся. Показано, что в пищеварительной железе C. grayanus 
концентрация аналогов ОК была значительно выше, чем 
в окружающих тканях, а доля конъюгированных форм 
токсинов среди аналогов ОК не превышала 40%. Вклад 
ДФТ-3 из пищеварительной железы в общее количест-
во ДФТ-3 составлял менее 3% (при учёте соотношения 
массы пищеварительной железы и массы всех тканей). 

В съедобных тканях мидий суммарная концентрация ана-
логов ОК была ниже, чем в пищеварительной железе, 
но более 82% токсинов находилось в форме неактивного 
ДТФ-3 (Kameneva et al., 2015b). В мидиях с тихоокеанско-
го побережья США конъюгированные формы токсинов 
не обнаружены (Trainer et al., 2013). Однако такие мол-
люски, как устрицы и гребешки, содержали до 90% ДТМ 
в форме неактивных производных ОК (McNabb, Holland, 
2002). У M. galloprovincialis из прибрежных вод Испании 
и у M. edulis из прибрежных вод Франции ОК и её анало-
ги, включая ДФТ-3, содержались преимущественно в пи-
щеварительной железе, а в окружающих мягких тканях 
обнаружено не более 6.2% всех токсинов (Blanco et al., 
2007; Marcaillou et al., 2010). В то же время в тканях гре-
бешка A. irradians, собранного у побережья Канады, 76% 
аналогов ОК содержалось в пищеварительной железе, 
12% – в гонадах и около 12% – в жабрах, мантии и муску-
ле-замыкателе (Bauder et al., 2001). В съедобных тканях 
австралийского двустворчатого моллюска P. fumatus со-
держалось только 34% аналогов ОК (Madigan et al., 2006). 
У Cerastoderma edule из прибрежных вод Португалии 
больше 95% аналогов ОК в съедобной части (без пище-
варительной железы) содержалось в форме сложных эфи-
ров (Vale et al., 1999).

Существует мнение, что качественный и количест-
венный состав токсинов в разных органах двустворчатых 
моллюсков изменяется в процессе накопления, трансфор-
мации и элиминации токсинов. Высокий уровень анало-
гов ОК в пищеварительной железе животных поддержи-
вается за счёт высокого уровня токсинов в микроводо-
рослях, непрерывно поступающих с пищей. Активные 
формы токсинов могут превращаться в неактивную ли-
пофильную форму непосредственно в пищеварительной 
железе (Suzuki et al., 1999; Vale, Sampayo, 2002). После 
ацилирования возможны либо расщепление ДФТ-3 в пи-
щеварительной железе с помощью собственных пище-
варительных ферментов (MacKenzie et al., 2012), либо 
перенос ДФТ-3 в окружающие ткани (Blanco et al., 1999). 
В обоих случаях, вероятно, происходят процессы деток-
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Таблица 2. Случаи обнаружения ДТМ в двустворчатых моллюсках, обитающих в морях России

Вид Концентрация 
ДТМ, мкг/кг Метод Возможный  

источник ДТМ Район Источник данных

Mytilus galloprovincialis Присутствие PP2A Dinophysis caudata Чёрное море Вершинин, Орлова, 
2008

M. galloprovincialis 254 (общая) PP2A Prorocentrum lima Чёрное море 
(б. Утриш)

Вершинин, Орлова, 
2008

M. edulis 20 (ОК),
110 (ДФТ-1)

ВЭЖХ-МС Dinophysis 
acuminata
D. norvegica

Белое море 
(Кандалакшский 
залив)

Vershinin et al., 2006

Patinopecten yessoensis >160 (общая) ИФА D. rotundata Охотское море 
(зал. Анива)

Могильникова и др., 
2007

Crenomytilus grayanus 472 (ОК),
919 (ДФТ-2)

ВЭЖХ-ФД D. acuminata
D. acuta
D. fortii

Японское море 
(зал. Петра Великого)

Каменева и др., 
2016

Mytilus trossulus 238 (общая) ИФА D. acuminata Японское море 
(зал. Восток)

Orlova et al., 2015
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сикации и элиминации данных веществ из тела моллюска 
при питании микроводорослями, не продуцирующими 
токсины (Svensson, 2003; Marcaillou et al., 2010). Тем 
не менее, при высокой скорости поступления токсинов 
в организм мидии процессы детоксикации, по-видимому, 
достигают предела, что приводит к смещению равнове-
сия в пользу временного накопления токсинов в форме 
ДФТ-3 вне пищеварительной железы. Результатом такого 
накопления может быть биоаккумуляция токсинов. При 
сезонном уменьшении количества токсических микрово-
дорослей в фитопланктоне процесс образования ДФТ-3 
останавливается. Эта форма токсина, по-видимому, уда-
ляется из организма моллюска. Данное предположение 
подтверждают результаты эксперимента: при кормлении 
моллюсков, содержавших высокие концентрации ДТМ, 
набором микроводорослей, неспособных продуцировать 
ДТМ, концентрация токсинов в моллюсках быстро сни-
жалась (Svensson, 2003; Marcaillou et al., 2010).

В сезонном аспекте у моллюсков отмечены 
периоды повышенного и пониженного содержания 
токсинов в тканях. Так, у обитателей зал. Петра Великого 
Японского моря концентрация токсинов повышалась 
с марта по октябрь, её максимум отмечен в мае 
(Каменева и др., 2016). В Чёрном море концентрация 
ДТМ в пищеварительной железе мидий повышалась 
на один порядок в июле-августе, что соответствовало 
максимальной численности потенциальных продуцентов 
(Morton et al., 2009). Сезонные изменения в профиле 
токсинов в тканях гидробионтов связаны с динамикой 
состава фитопланктона. В зимние месяцы в зал. Петра 
Великого отмечено значительное снижение численно-
сти основных продуцентов ДТМ (Орлова и др., 2009). 
В это время концентрация токсинов в пищеварительной 
железе мидии C. grayanus была самой низкой. Наиболее 
разнообразным состав потенциальных продуцентов 
был в летние месяцы, когда наблюдалось и наибольшее 
разнообразие качественного состава токсинов.

В организм человека токсины попадают при употре-
блении в пищу морепродуктов, содержащих эти токсины. 
В двустворчатых моллюсках токсины могут присутство-
вать в двух основных формах: как свободные активные 
токсины и как ДФТ-3. В тканях моллюсков ДТМ в основ-
ном находятся в форме ДФТ-3, поэтому в организм че-
ловека токсин попадает в этой форме. Под действием 
пищеварительных ферментов происходит расщепление 
ДФТ-3 на остаток жирной кислоты и свободный роди-
тельский токсин. Возможно, поэтому первые симптомы 
отравления наблюдаются через 30–240 мин после приёма 
пищи (McNabb, 2008).

Особенности анализа токсинов группы  
окадаевой кислоты

При исследовании качественного и количественно-
го состава токсинов группы ОК в разных биологических 
объектах используют две группы методов: методы био-
логического тестирования (непрямые методы анализа) 

и аналитические инструментальные методы (прямые 
методы анализа). Биотесты позволяют определить об-
щее содержание токсинов в пробе. Они включают ме-
тоды с использованием живых организмов, например 
мышей, а также in vitro методы на основе взаимодейст-
вий рецептор-лиганд и иммунологических тестов. К ана-
литическим методам относят ВЭЖХ с использованием 
различных детекторов (Anderson, 2001). Тестирование 
с использованием живых организмов долгое время счи-
талось основным способом выявления опасных веществ 
в продуктах питания. Однако от данных методов было 
решено отказаться в пользу аналитических методов из-
за этических вопросов, сложностей с гармонизацией 
и из-за большого влияния неспецифических реакций. 
Отметим, что в некоторых странах к рекомендованным 
методам продолжают относить биотестирование на мы-
шах, поскольку данный метод гарантирует выявление не-
известных ранее токсичных веществ (Rodríguez- Velasco, 
2008).

Опосредованные методы анализа. В основе метода 
конкурентного иммуноферментного анализа (ИФА) ток-
синов лежит принцип взаимодействия между антителами 
(АТ) и антигенами, где в качестве антигена выступает ОК. 
Для анализа также необходим раствор, содержащий конъ-
югат ОК c ферментом пероксидазой. При взаимодействии 
антител с ОК из исследуемого экстракта и конъюгатом 
ОК c ферментом пероксидазой происходит конкурентное 
связывание свободных молекул ОК и конъюгированных 
с ферментом  молекул ОК c АТ. Концентрацию аналогов 
ОК определяют, измеряя концентрацию окрашенных про-
дуктов реакции пероксидазы. При высокой концентрации 
ОК в пробе концентрация конъюгированного фермента 
низкая, что снижает интенсивность окраски. Несмотря на 
высокую чувствительность данного метода, он обладает 
рядом недостатков. Во-первых, имеет перекрестную чув-
ствительность к ДФТ-1 и ДФТ-2 на уровне 50%, поэтому 
считается полуколичественным, поскольку не позволяет 
определить точное соотношение между содержанием ОК 
и её производных. Во-вторых, данный метод не позволяет 
выявлять ДФТ-3 без проведения дополнительного этапа 
щелочного гидролиза. В то же время этот метод позволя-
ет определять суммарное содержание токсинов в пробах 
с бóльшей точностью, чем биологическое тестирование 
на мышах.

Поскольку ДТМ являются специфическими инги-
биторами серин/треониновых фосфатаз, данное свойство 
можно использовать для чувствительного определения 
и идентификации токсинов. В целом методика похожа 
на конкурентный иммуноферментный анализ и обладает 
схожей специфичностью. Этот метод также не позволяет 
дифференцировать разные свободные токсины и не вы-
являет ДФТ-3.

Прямые методы анализа. С развитием таких мето-
дов анализа, как ВЭЖХ, применение ИФА стало нера-
циональным из-за высокой стоимости и высоких рисков 
получения недостоверных результатов. Приемлемый ре-
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зультат разделения токсинов, выделенных из биологиче-
ских проб, был описан при использовании колонок для 
обращенно-фазовой хроматографии, в которых в качестве 
неподвижной фазы используется силикагель с пришиты-
ми С18 группами, а в качестве элюента – смесь ацетони-
трила с водой в разных соотношениях, иногда с добав-
лением трифторуксусной или уксусной кислот (Suzuki, 
Quilliam, 2011).

Для выявления ДТМ чаще всего применяют один 
из двух типов детекторов: флуоресцентный (ФД) или 
масс-спектрометрический (МС) (Suzuki, Quilliam, 
2011). При использовании хроматографов с флуорес-
центным детектором необходимо проводить модифика-
цию ДТМ флуоресцентными метками, поскольку сами 
ДТМ не обладают флуоресценцией. В качестве флуо-
ресцентных меток используются 9-антрилдиазометан 
(АДМ) (Louppis et al., 2010), 1-бромацетилпурен (БАП) 
(Prassopoulou et al., 2009), различные производные ку-
марина (Marr et al., 1994) и некоторые другие вещества 
(James et al., 2000). Для полной дериватизации ДТМ 
в их флуоресцентные аналоги в реакцию добавляют 
избыток соответствующей флуоресцентной метки и при 
необходимости катализатор реакции. Поскольку дан-
ные компоненты могут препятствовать эффективному 
анализу ВЭЖХ-ФД, обязательным этапом подготовки 
проб после реакции является очистка продуктов с помо-
щью твердофазной экстракции (ТФЭ). ТФЭ проводится 
на картриджах с немодифицированным силикагелем 
(James et al., 2000). При проведении дериватизации 
и очистки продуктов реакции для количественного ана-
лиза необходимо учитывать потери, которые могут про-
исходить на каждом из этих этапов. Одним из наиболее 
надежных способов учёта неконтролируемых потерь во 
время подготовки проб к анализу является метод вну-
треннего стандарта, в качестве которого при анализе 
ДТМ можно использовать дезоксихолиевую кислоту 
(ДХК) (Stabell et al., 1991). Несмотря на значительные 
отличия в структуре вещества, ДХК и основные токси-
ны группы ДТМ обладают схожими хроматографиче-
скими свойствами.

Таким образом, ВЭЖХ-ФД является точным ме-
тодом, позволяющим определять индивидуальные ток-
сины группы ОК в виде их флуоресцентных аналогов. 
Недостатки этого метода – необходимость приобретения 
реагентов для дериватизации и внутреннего стандарта, 
а также существенные трудо- и времязатраты при прове-
дении дериватизации и очищении полученных продуктов 
для анализа. ВЭЖХ–МС является высокоточным мето-
дом, позволяющим идентифицировать и количественно 
анализировать производные ОК. Данный метод приме-
няют при поиске новых аналогов ОК (в этом случае чаще 
всего используют времяпролетные масс-спектрометры) 
и при количественном определении (принято исполь-
зовать масс-спектрометры с трёхквадрупольным масс-
анализатором) (Suzuki, Quilliam, 2011). Преимущество 
ВЭЖХ-МС – возможность обнаружить все аналоги ОК 

без предварительной модификации, при этом значитель-
но сокращается время анализа и увеличивается спектр 
контролируемых веществ.

При сравнении методов непрямого и прямого ана-
лиза на образцах, содержащих в основном ОК, наблю-
дают хорошее совпадение результатов (Prassopoulou et 
al., 2009). Однако, если в исследуемых пробах преобла-
дают ДФТ-1 и/или ДФТ-2, то непрямые методы анали-
за могут приводить к получению ложных результатов. 
При сравнении данных о содержании ДТМ в образцах 
пищеварительной железы моллюсков из зал. Петра Ве-
ликого, полученных с помощью ИФА, ингибирования 
протеинфосфатазы 2 (PP2A) и ВЭЖХ-МС, было уста-
новлено, что ИФА и ингибирование PP2A дают соответ-
ственно 42 и 30% ложных результатов. Доминирующим 
токсином был ДФТ-1 (Orlova et al., 2015). Причем среди 
ложных результатов были как ложноположительные, так 
и ложноотрицательные. Получение ложноотрицательных 
результатов можно объяснить различным сродством ос-
новных аналогов ОК к антителам (АТ) и PP2A. Сложнее 
объяснить присутствие ложноположительных результа-
тов, которые, скорее всего, вызваны матричным эффектом 
и неспецифическим связыванием компонентов экстрак-
тов с АТ и PP2A (Orlova et al., 2015). Подобные резуль-
таты получены при анализе мидий, собранных в штате 
Вашингтон, США (Eberhart et al., 2013).

Правовые аспекты регулирования мониторинга 
токсинов группы ОК в продуктах питания

Отравление человека ДТМ происходит в основном 
после употребления в пищу морепродуктов. Поскольку 
моллюски, содержащие ДТМ, могут нанести вред здоро-
вью человека, хозяйства марикультуры вынуждены вести 
непрерывный мониторинг содержания опасных веществ 
в их продукции. Наименьший наблюдаемый уровень не-
благоприятного воздействия (ННУНВ) ДТМ на организм 
человека – 50 мкг (Anonymos, 2008). Интоксикация орга-
низма обычно проявляется через несколько часов после 
употребления морепродуктов, содержащих ДТМ. Госпи-
тализации, как правило, не требуется, и острые симптомы 
отравления проходят через три дня. Возможное лечение 
сводится к заместительной терапии для восстановления 
недостатка воды и электролитов в организме. К настоя-
щему времени ни одного специального противоядия не 
найдено. Летальные случаи при отравлении ДТМ не за-
регистрированы (Tubaro et al., 2008). Предполагают, что 
длительное употребление в пищу продуктов, содержащих 
ДТМ, может повышать риск возникновения онкологи-
ческих патологий органов желудочно-кишечного тракта 
(Trainer et al., 2013).

Первый случай отравления людей после употре-
бления в пищу морепродуктов, содержащих ДТМ, был 
отмечен в Нидерландах в 1960 г. (Tubaro et al., 2008; 
Valdiglesias et al., 2013). Впоследствии отравление людей 
ОК произошло в 1976 и 1977 гг. в Японии (Yasumoto et 
al., 1978). С 1976 по 1982 г. около 1300 случаев диарейно-
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го отравления моллюсками зарегистрировано в Японии, 
более 5000 случаев – в Испании и более 3300 случаев – 
во Франции. В 1984 г. широкое распространение ДТМ 
в Швеции привело к закрытию хозяйств марикультуры, 
специализировавшихся на выращивании мидий (Trainer 
et al., 2013). В последующие 30 лет наличие ОК в тка-
нях моллюсков регистрировали во многих странах мира, 
включая страны Европы, Северной и Южной Америки, 
Австралии и Океании (Dominguez et al., 2010). Эти слу-
чаи связывают с массовым развитием микроводорослей 
Dinophysis и Prorocentrum.

Отравление ДТМ является сложно диагностируе-
мым ввиду того, что причиной отравлений часто бывают 
скоропортящиеся морепродукты. Для подтверждения 
отравления ДТМ необходимо располагать образцами 
морепродуктов, вызвавшими отравление, для анализа на 
присутствие токсинов. Методики, позволяющие опреде-
лить отравление ДТМ по анализу выделений человека, 
не разработаны. Однако в США и Канаде в последние 
пять лет были зарегистрированы подтвержденные случаи 
отравлений ДТМ. Высокая озабоченность попаданием 
токсичных веществ в морепродукты, производимые для 
широкого потребления, вызвала необходимость разра-
ботки норм регулирования и мониторинга ДТМ в тканях 
гидробионтов, используемых для питания человека. По 
результатам работы Европейского Парламента и Совета 
от 29 апреля 2004 г. были установлены особые гигие-
нические правила для пищевой продукции животного 
происхождения, включая продукты морского промысла. 
В частности, "…моллюски … не должны содержать ДТМ 
в совокупной концентрации, превышающей 160 мкг 
в эквиваленте ОК на 1 кг продукта" (Anonymos, 2004). 
В качестве методов контроля предлагается использовать 
биотестирование на мышах в комбинации с ВЭЖХ-МС 
(Anonymos, 2011). Подобные требования утверждены для 
США, Чили и Новой Зеландии. В Канаде и Австралии 
ПДК суммарной концентрации ОК и её аналогов состав-
ляет 200 мкг/кг при использовании этих же методов (Ro-
dríguez-Velasco, 2008).

Допустимая концентрация токсинов в России при 
импорте моллюсков не должна превышать 160 мкг/кг мяг-
ких тканей. В продуктах, используемых для питания детей, 
а также в полуфабрикатах из рыбы и нерыбных продуктов 
наличие ДТМ не допускается; безопасность кулинарных 
изделий из этих продуктов должна обеспечиваться контр-
олем сырья (Главный государственный санитарный врач 
РФ, 2008). Методом, применяемым в России для контроля 
ДТМ, является ИФА (Роспротребнадзор, 2007). Таким 
образом, в настоящее время в странах, население кото-
рых активно использует в пищу морепродукты, введены 
нормативы содержания ДТМ в продукции и внедрены 
методы анализа и мониторинга ДТМ. В России введены 
меры контроля за содержанием ДТМ в продуктах пи-
тания (Главный государственный санитарный врач РФ, 
2008). Величина ПДК согласуется с таковой в странах ЕС 
и США (Anonymos, 2011).
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Исследована динамика выживаемости и численности самок северного морского котика Callorhinus ursinus 
на о-ве Тюлений. Для оценки параметров модели использованы данные о возрастном составе и физиологическом 
состоянии самок по наблюдениям 1958–1988 гг. Сведения о количестве новорожденных щенков на лежбище в 
1958–2013 гг. использованы для оценки адекватности модельных расчётов численности самок. Показано, что с 1958 
по 1988 г. в поселении снижалась выживаемость особей младших возрастных групп, уменьшалась доля самок, а также 
происходило старение популяции. С помощью методов численного моделирования установлено, что после 1988 г. 
среди особей в возрасте до трёх лет выживаемость самок значительно увеличилась, демонстрируя положительные 
тенденции динамики их численности.

Ключевые слова: Callorhinus ursinus, динамика численности самок, оценка выживаемости, математическое 
моделирование.

Mathematical modeling of variation in survival of female northern fur seals, Callorhinus ursinus (Linnaeus, 
1758), on Tyuleniy Island. O. L. Zhdanova1, 3, A. E. Kuzin2, E. Ya. Frisman3 (1Institute of Automation and Control Processes, 
Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok 690041; 2Pacific Research Fisheries Center (TINRO Center), 
Vladivostok 690091; 3Institute for Complex Analysis of Regional Problems, Far Eastern Branch, Russian Academy of 
Sciences, Birobidzhan 679016)

The dynamics of survival and number of female northern fur seals, Callorhinus ursinus, on Tyuleniy Island have been 
studied. The data on the age structure and physiological condition of females (obtained during observations in 1958–1988) 
were used to estimate the model parameters. The adequacy of the model estimates of female number was evaluated using 
the data of the number of newborn pups on the rookery in 1958–2013. It has been found that a reduction in survival of 
individuals of younger age groups, a decrease in the proportion of females, as well as aging of the population occurred in 
1958–1988. The use of the numerical simulation methods has shown that the rate of survival of females among individuals 
under three years of age increased substantially after 1988, indicating a positive trend in the dynamics of their number. 
(Biologiya Morya, 2017, vol. 43, no. 5, pp. 310–320).

Keywords: Callorhinus ursinus, dynamics of female number, survival rate assessment, mathematical modeling.

УДК 591.526:51 ПОПУЛЯЦИОННАЯ ЭКОЛОГИЯ

В середине прошлого века северный морской котик 
Callorhinus ursinus (Linnaeus, 1758) оказался уникальным 
объектом популяционных исследований. В 1957 г. в рам-
ках международной Конвенции по сохранению котиков 
северной части Тихого океана Канадой, Японией, СССР 
и США были организованы масштабные исследования 
биологии этого вида, включавшие ежегодную оценку 
численности животных разного пола и возраста на ка-
ждом из крупных лежбищ (Interim Convention …, 1957). 
Полученные сведения использовались при определении 
условий и размера допустимой добычи котиков. Почти 
за 30-летний период существования Конвенции были 
накоплены данные по структуре их популяций, которые 
послужили основой для построения математических 

*Работа выполнена при частичной поддержке РФФИ, проект № 15-29-02658.

моделей динамики численности животных этого вида 
(Ichihara, 1972; Lander, 1979; Chapman, 1981; Eberhardt, 
1981; Smith, Polacheck, 1984; York, 1987; Wickens, York, 
1997; Lee et al., 2014, и др.). В частности, в 1982 г. была 
предложена наиболее подробная модель динамики чи-
сленности и обоснованы методики вычисления её пара-
метров (Frisman et al., 1982). В этой модели на основе 
более чем 20-летних наблюдений были рассчитаны все 
модельные параметры, с её помощью получены удовлет-
ворительные результаты прогнозирования численности 
и решены задачи оптимизации промысла.

Значительный объём биологической информации 
позволил продолжить моделирование динамики чис-
ленности половых и возрастных групп стада северного 
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морского котика о-ва Тюлений и оценить внутрипопуля-
ционные параметры, что необходимо для выработки оп-
тимальной стратегии его промышленной эксплуатации. 
В данной работе изучена динамика выживаемости и чи-
сленности самок. Использованы сведения о количестве 
новорожденных щенков на лежбище в 1958–2013 гг., 
а также о возрастном составе и физиологическом со-
стоянии самок, добытых в море с научно-исследователь-
ской целью в 1958–1988 гг. (далее – морские пробы). 
Материал собран сотрудниками Тихоокеанского на-
учно-исследовательского рыбохозяйственного центра 
в разные годы (Кузин, 2003, 2010, 2014, 2015; Кузин, 
Засыпкин, 2010).

Характеристика данных наблюдений состояния 
популяции северного морского котика

Получить надежные результаты при визуальном 
подсчёте численности всех половозрастных групп ко-
тиков на лежбище практически невозможно. Плотность 
залегания животных слишком высока, они находятся 
в постоянном движении, их стада многочисленны и за-
нимают большую и частично труднодоступную для учёта 
территорию (см.: Ащепков, Кузин, 1986, 1987). Тем не 
менее непосредственный визуальный подсчёт возможен 
для двух половозрастных групп популяции – секачей 
и щенков (табл. 1). Возможность подсчёта щенков об-
условлена тем, что до определенного возраста они всё 
время проводят на лежбище, не спускаясь в море. Сека-
чи же, являясь наиболее крупными животными, в гарем-
ный период практически не перемещаются по лежбищу 
и легко идентифицируются в гаремах; к тому же число 
секачей сравнительно невелико. Имеются практически 
точные данные о численности и возрастном составе жи-
вотных, добытых в ходе берегового промысла, который 
по коммерческим требованиям ограничивается добычей 
2–5-летних самцов. Возрастной состав особей, добытых 

в коммерческих целях, не позволяет судить о возрастном 
составе самцов в популяции, однако совокупность име-
ющихся данных довольно успешно используется для по-
строения оценок выживаемости этой группы животных 
на разных стадиях жизненного цикла (Chapman, 1964; 
Lander, 1975; Trites, 1989; Corey et al., 2003; Battaile, Trites, 
2013; Zeppelin et al., 2015, и др.) и для моделирования 
динамики их численности.

К сожалению, данные о величине и структуре бере-
гового промысла не содержат информации о состоянии 
и численности самок в популяции. О количестве гарем-
ных самок, очевидно, можно судить по их численности 
на лежбище (табл. 2). Однако необходимо учитывать, что 
это значительно заниженная оценка численности поло-
возрелых самок, поскольку некоторые трехлетние особи 
вообще не выходят на берег, а другие подолгу кормят-
ся в море. Нижнюю оценку числа половозрелых самок 
можно получить, зная количество новорожденных дете-
нышей, но для обоснованных суждений о числе и воз-
растном составе самок необходимо исследовать их физи-
ологическое состояние и возрастной состав в достаточно 
многочисленных репрезентативных выборках. Для этого 
с 1958 по 1988 г. самок котиков добывали в море с на-
учно-исследовательскими целями; их репродуктивные 
органы подвергали полному биологическому анализу. 
Благодаря проведенной работе имеются значительные 
выборки самок котиков, для которых известны индиви-
дуальный возраст и физиологическое состояние, в част-
ности, наличие беременности (табл. 3, 4).

Математическая модель динамики численности 
локальной популяции

Взяв за основу модель динамики численности ло-
кальной популяции, предложенную Фрисманом с со-
авторами (Frisman et al., 1982), в настоящей работе мы 
ограничимся анализом динамики самок. Обозначим F0 

Таблица 1. Численность щенков северного морского котика (особи) на о-ве Тюлений

Год Численность Год Численность Год Численность Год Численность

1958 32200 1972 44050 1986 18000 2000 23630
1959 35000 1973 35300 1987 16000 2001 24000
1960 38000 1974 33170 1988 18800 2002 26400
1961 41200 1975 27000 1989 18500 2003 27000
1962 44700 1976 30828 1990 18200 2004 32400
1963 49000 1977 28580 1991 18000 2005 33500
1964 51400 1978 29900 1992 15000 2006 33500
1965 48400 1979 24185 1993 17000 2007 36000
1966 44900 1980 22000 1994 18700 2008 38000
1967 56500 1981 21000 1995 17600 2009 41400
1968 45800 1982 22300 1996 16500 2010 39300
1969 43500 1983 24000 1997 18500 2011 35500
1970 31500 1984 23200 1998 19200 2012 35100
1971 41100 1985 20000 1999 20650 2013 34700
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Таблица 2. Численность самок северного морского котика (особи) на лежбище о-ва Тюлений

Год Численность Год Численность Год Численность Год Численность

1980 21142 1989 12490 1998 17616 2007 26007

1981 17976 1990 16545 1999 15586 2008 27633
1982 14719 1991 14565 2000 16056 2009 32119
1983 19500 1992 13841 2001 15278 2010 31047
1984 18547 1993 14500 2002 18820 2011 30230
1985 - 1994 13100 2003 19139 2012 -

1986 10100 1995 - 2004 20361 2013 30260
1987 15000 1996 14620 2005 25174 - -

1988 13687 1997 13042 2006 30809 - -

Таблица 3. Численность самок северного морского котика разного возраста, добытых в море

Год Возраст, лет Всего
3 4 5 6 7 8 9 10 10+

1958 591 319 238 125 63 36 33 19 106 1530
1959 492 438 268 189 113 74 45 20 171 1810
1960 216 216 207 145 102 62 32 11 107 1098
1961 224 212 164 172 98 60 37 33 201 1201
1962 202 172 103 91 78 59 51 22 193 971
1963 219 201 190 116 77 101 57 25 160 1146
1964 181 154 156 123 74 84 74 42 239 1127
1965 115 129 96 83 103 55 51 42 219 893
1966 90 90 91 55 46 40 25 15 91 543
1967 88 77 104 75 79 78 54 42 183 780
1968 7 15 31 26 39 55 35 21 123 352
1969 27 14 25 20 30 31 18 18 70 253
1970 26 30 22 48 50 47 58 43 244 568
1971 88 89 79 41 34 36 30 29 107 533
1972 63 95 110 90 47 81 68 49 291 894
1973 58 51 33 45 32 17 30 34 217 517
1974 34 37 29 39 60 35 23 45 490 792
1975 59 73 103 95 84 81 68 51 612 1226
1976 42 43 56 68 60 55 45 50 362 781
1977 23 18 31 23 18 24 17 26 121 301
1978 6 15 40 31 32 40 36 22 273 495
1979 8 20 13 12 12 12 11 11 39 138
1980 31 52 69 75 75 64 102 69 481 1018
1981 4 11 9 22 16 14 17 11 140 244
1982 54 67 118 86 100 72 70 63 372 1002
1983 33 60 52 46 40 34 44 46 146 501
1984 17 31 41 55 44 38 44 45 184 499
1985 18 12 20 12 17 16 9 19 74 197
1986 9 9 22 16 17 16 24 24 66 203
1987 0 38 30 41 38 32 33 44 179 435
1988 7 13 14 12 17 12 11 14 89 189

и M0 – численность новорожденных самок и самцов соот-
ветственно (принято считать, что F0 = M0 = P/2, где P – об-
щее число новорожденных щенков); Fi – численность 
самок в возрасте i лет (i = 3,10) и F11 – в возрасте 11 лет 

и старше;  – общая численность половозрелых 

самок. Данные численности изменяются год от года, т.е. 

играют роль переменных модели. За временной шаг мо-
делирования принимаем один год, так как за это время 
численности особей успевают измениться вследствие 
появления нового поколения щенков, перехода особей из 
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младших возрастов в старшие (выживания и естествен-
ной смертности особей). Промысловое изъятие в этой мо-
дели не рассматривается, поскольку не затрагивает самок 
морского котика. Численности возрастных групп самок 
в конкретный год n можно записать в виде:

(1)

(2)

(3)

(4)

где n – номер года; λ – коэффициент рождаемости (доля 
рожавших в данном году самок среди всех самок от трёх 
лет и старше); vi, j – коэффициенты выживаемости самок 
от i до j лет; v – выживаемость самок от 11 лет и стар-
ше;  – средняя выживаемость половозрелых самок.

Степень детализации представленной модели об-
условлена имеющимися в наличии фактическими данны-
ми. В частности, почти все сведения о самках приведены 

отдельно только для первых 10 возрастных групп, а для 
самок от 11 лет и старше указаны суммарные показатели. 
К тому же самки младших возрастных групп почти не по-
падают в пробы и информация о численности годовалых 
и 2-летних самок отсутствует. Это объясняет необходи-
мость моделирования агрегированных возрастных групп, 
включающих всех самок старше 10 лет, и отсутствие воз-
можности рассматривать в явном виде численности годо-
валых и 2-летних самок. Правомерность предположения 
о равенстве численности полов при рождении подтвер-
ждена многочисленными исследованиями физиологии 
морского котика. Так, соотношение полов эмбрионов со-
ставляет практически 1: 1 (York, 1987), хотя к моменту 
рождения встречаются незначительные отклонения от 
данного соотношения для разных популяций как в одну, 
так и в другую сторону (Antonelis et al., 1994; Фаулер, 
1998; Болтнев, 2011, и др.).

Модель (1–4) не учитывает миграции котиков из 
одной популяции в другую. Для стада о-ва Тюлений это 
вполне правомерно, так как ранее было показано (Фрис-

Таблица 4. Численность беременных самок северного морского котика разного возраста, добытых в море

Год Возраст, лет Всего
3 4 5 6 7 8 9 10 10+

1958 8 150 201 102 57 32 30 17 82 679
1959 9 252 219 168 95 62 39 19 125 988
1960 1 102 165 126 94 59 29 11 86 673
1961 3 106 138 130 84 53 35 31 156 736
1962 2 92 84 80 70 52 45 21 153 599
1963 0 75 138 92 69 88 50 21 124 657
1964 1 82 130 106 68 77 66 40 181 751
1965 0 50 62 67 88 41 43 41 156 548
1966 0 29 73 42 37 33 24 15 65 318
1967 4 31 85 68 65 70 48 40 147 558
1968 0 2 20 23 37 50 30 20 100 282
1969 0 1 19 16 29 29 17 18 56 185
1970 0 5 10 36 35 39 52 37 209 423
1971 0 18 53 26 24 28 24 24 83 280
1972 0 21 62 58 36 58 53 38 204 530
1973 0 7 20 26 19 10 25 22 136 265
1974 1 4 16 20 44 29 17 41 375 547
1975 3 23 66 62 69 65 56 44 466 854
1976 2 15 45 57 47 46 41 45 261 559
1977 0 9 22 15 13 23 15 23 101 221
1978 0 7 33 22 32 32 25 22 193 366
1979 0 15 11 10 9 11 11 9 28 104
1980 0 29 58 66 65 56 90 60 363 787
1981 0 8 7 17 14 10 15 10 116 197
1982 1 44 98 76 91 69 61 52 304 796
1983 4 34 36 43 36 31 37 40 123 384
1984 0 24 35 47 38 35 39 43 157 418
1985 0 10 16 12 15 13 8 18 60 152
1986 0 7 20 13 15 14 19 23 57 168
1987 0 22 23 37 32 30 28 42 148 362
1988 0 4 7 10 10 9 6 14 43 103
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ман и др., 1985), что степень изоляции стада о-ва Тюле-
ний от других репродуктивных группировок северных 
котиков очень высока. Это стадо почти не пополняется за 
счёт командорских и прибыловских животных, а местные 
котики, в свою очередь, крайне редко мигрируют на дру-
гие острова. Такая изоляция дает основание считать стадо 
котиков о-ва Тюлений самостоятельной популяцией, что 
подтверждает вывод Владимирова (1978).

Рассмотрим методики определения коэффициентов 
модели (1–4), используя сведения о численности при-
плода, возрастном составе и физиологическом состоянии 
самок, добытых в море.

Оценка выживаемости разных возрастных групп 
самок и динамики возрастного состава по имеющимся 

данным
По данным о физиологическом состоянии самок 

(табл. 2) можно рассчитать долю беременных особей для 
каждого года:

 λ(n) = f *(n)/f(n), (5)

где f(n) – количество самок в пробе n-го года, f *(n) – коли-
чество беременных самок в этой пробе (рис. 1).

Количество беременных самок среди особей в ка-
ждой отдельной пробе (за некоторый конкретный год) 
имеет биномиальное распределение. Для построения 
доверительного интервала использовали асимптотику. 
Так как во всех имеющихся выборках более 100 особей, 
а минимальная частота (или доля беременных самок) 
больше 0.4, частоты (l) можно считать приблизительно 
нормально-распределенными и доверительный интервал 
найти по формуле:

,

где  – стандартная ошибка, а  – значе-
ние обратной функции нормального распределения при 
заданном уровне значимости b и количестве наблюде-
ний N.

В соответствии с методикой Фрисмана с соавторами 
(1985), по данным о численности приплода P(n) и о долях 
беременных особей в морских пробах получим оценку 
численности самок (рис. 2):

 . (6)

Зная общую численность самок и их возрастной 
состав в морских пробах, можно оценить численность 
самок разных возрастных групп:

 , (7)

где fi(n) – количество самок i-го возраста в выборке n-го 
года (рис. 3А). Необходимо отметить, что на фоне сниже-
ния общей численности самок (рис. 2) происходит "старе-
ние" популяции: увеличивается доля старших возрастов 
и уменьшается доля младших (рис. 3Б). Выживаемость 
самок до трёх лет определим по формуле:

 . (8)

Результаты вычислений свидетельствуют о сниже-
нии выживаемости этой возрастной группы на протяже-
нии всего периода наблюдений (рис. 3В).

В качестве оценок средней выживаемости самок 
между i-м и (i+1)-м годами примем величину отношения 
суммарных численностей самок возраста (i+1) к i:

 . (9)

Рис. 1. Доля беременных самок северного морского котика в морских пробах (l) по годам. Вертикальные линии – 95% доверительный 
интервал.
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Рис. 2. Численность самок северного морского котика в разные годы.

Рис. 3. Оценка состояния самок северного морского котика по морским пробам. А – количество самок в возрасте от трёх лет и старше;  
Б – возрастной состав самок, % от общей численности; В – динамика выживаемости самок до трёх лет; Г – динамика средней выживаемости 
самок по возрастам. Cтолбец численности (А и Б) формируется снизу вверх от меньших возрастов к большим (3-летки, 4-летки и т.д.).
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Аналогично рассчитаем среднюю выживаемость 
самок от рождения до трёх лет:

 . (10)

Получены следующие значения: v03 = 0.29, v34 = 0.88, 
v45 = 0.90, v56 = 0.78, v67 = 0.86, v78 = 0.92, v89 = 0.82, v910 = 
0.84; выживаемость самок старше 10 лет примем равной 
v1011 = v910 = 0.84 (рис. 3Г).

Расчёт модельной динамики численности самок 
с фиксированными коэффициентами, определёнными 

по данным из морских проб
Для расчёта динамики численности половозрелых 

самок подставим в модель (2–4) полученные оценки 
их средних выживаемостей vi, j. Уравнение (1) возьмем 
в виде: F0(n) = P(n)/2. Таким образом, используя в ка-
честве исходных данных наблюдаемые численности 
щенков P(n), получим модельную оценку количества 
половозрелых самок через несколько лет. При этом 
модельную численность можно рассчитать на период 
1961–2013 гг. Сначала она будет недооценена из-за от-
сутствия информации о старших возрастах: в 1961 г. 
3-летками стали самки 1958 г. рождения и отсутство-
вала информация о численности самок старше трёх 

лет; к 1969 г. это поколение достигло возраста 11 лет, 
и только к данному году возрастной состав модельной 
численности самок стал почти полным (не считая от-
сутствующих сведений о самках старше 11 лет). Чтобы 
скорректировать этот недостаток, в качестве "начальной 
численности" для 1958 г. были добавлены расчётные 
численности F4–F10+ и F3 для 1958–1960 гг., оцененные 
по данным морских проб.

Поскольку информация о реальной численности по-
ловозрелых самок отсутствует, определим адекватность 
полученных модельных оценок, связывая численность 
половозрелых самок с численностью щенков, рожденных 
в рассматриваемом году. Для этого рассчитаем пример-
ные переделы допустимой численности половозрелых 
самок: Fmax(n) = P(n)/λmin и Fmin(n) = P(n)/λmax, определив 
максимальную и минимальную долю беременных самок 
(λmin и λmax) по данным из морских проб за 1958–1988 гг., 
равными соответственно 0.44 и 0.84. Если модельная чи-
сленность половозрелых самок окажется внутри области, 
ограниченной значениями Fmin(n) и Fmax(n), то и модель-
ная численность произведенных ими щенков [при выбо-
ре соответствующего значения λ внутри наблюдаемого 
диапазона min(λ), max(λ)] будет совпадать с реальной 
(учётной) численностью новорожденных, т.е. такое зна-

Рис. 4. Модельная динамика численности половозрелых (А) и беременных (Б) самок северного морского котика. Условные обозначения: 
1 – модельное значение; 2 – минимальное и максимальное значение параметра; 3 –численность самок, рассчитанная по переменной доле 
беременных особей в морских пробах (6); 4 и 5 – доли беременных самок в модели и по данным морских исследований соответственно.
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чение численности половозрелых самок можно считать 
адекватным.

Приведена модельная динамика численности по-
ловозрелых самок северного морского котика (рис. 4А, 
F_model) вместе с верхним Fmax(n) и нижним Fmin(n) 
пределами допустимой численности, а также добавлена 
оценка численности самок F(n), рассчитанная по пере-
менной доле беременных самок в морских пробах (6). 
Модельная динамика численности половозрелых самок 
(рис. 4А), рассчитанная по модели (1–4) с постоянными 
коэффициентами выживаемости самок разного возраста, 
определенными по выборке: v03 = 0.29, v34 = 0.88, v45 = 
0.90, v56 = 0.78, v67 = 0.86, v78 = 0.92, v89 = 0.82, v910 = v10+ 
= 0.84, дает значение численности, которое (исключая 
1958–1963 гг. – самые ранние годы рассматриваемого 
периода) тяготеет к нижней границе, а после 1997 г. ста-
бильно находится ниже неё. Это может быть следствием 
заниженных оценок коэффициентов выживаемости (vij) 
или того, что диапазон доли беременных самок в дейст-
вительности шире, чем определённый по выборке. Если 
предположить, что выживаемость самок (vij) определе-
на правильно и, следовательно, модельная численность 
корректна, то, разделив учётную численность щенков 
на модельную численность самок [λ_model(n) = P(n)/F_
model], можно увидеть, какой должна была быть дина-
мика среднего количества эмбрионов, приходящихся на 
одну самку, чтобы получилась наблюдаемая численность 
щенков (рис. 4Б).

Начиная с 1998 г., модельная численность самок не 
согласуется с наблюдаемым количеством щенков (все). 
Причем до середины 1990-х годов (исключая выброс 
1967 г., для которого) расчётные значения (vij) дают адек-
ватную долю беременных. Это позволяет предположить, 
что коэффициенты выживаемости самок, по-видимому, 
изменились в более позднем периоде; выживаемость са-
мок должна была существенно увеличиться, иначе они не 
смогли бы произвести наблюдаемое количество новоро-
жденных щенков. Попробуем оценить, как должны были 
измениться коэффициенты выживаемости самок, для 
того чтобы обеспечить такую численность половозрелых 
особей, которая могла бы дать наблюдаемое количество 
новорожденных щенков.

Подбор коэффициентов выживаемости, 
обеспечивающих динамику половозрелых самок, 

согласующуюся с наблюдаемым количеством щенков
Попытаемся подобрать коэффициенты выжива-

емости самок так, чтобы их модельная численность 
оставалась в разумных переделах и могла обеспечить 
наблюдаемое количество щенков при доле беременных  
0 < λ < 1. Был организован численный эксперимент с пе-
ребором значений параметров модели и оценкой расчёт-
ной динамики половозрелых самок для каждого набора 
параметров. При этом считали, что выживаемость поло-
возрелых самок в возрасте от трёх до 10 лет примерно 
постоянна (т.е. может быть описана одним параметром), 

а после 10 лет снижается из-за естественного старения; 
наименьшей выживаемостью характеризуется группа от 
0 до трёх лет:

.
Дополнительно при переборе значений параметров 

использовали следующие оптимизационные критерии: 
минимизация количества расчетных численностей самок 
вне "допустимого интервала" [Fmin(n), Fmax(n)] и миними-
зация маловероятных долей беременных особей. В по-
следнем случае находится минимум функции штрафов; 
значения l(F) вне 95% доверительного интервала полу-
чают штраф, обратно пропорциональный вероятности 
получить такое значение λ (при заданном математическом 
ожидании и стандартном отклонении); доверительные 
интервалы рассчитаны для минимального и максималь-
ного значения в выборке.

Первый оптимизационный критерий дает несколь-
ко вариантов параметров, обеспечивающих одинаково 
небольшое улучшение по количеству "выбивающихся 
за пределы" численностей (19 против 23 по исходным 
коэффициентам), но при этом доля беременных особей 
уже хорошо соответствует разумным пределам: 0 < λ < 1. 
Оба результата (рис. 5А, Б) очень похожи по значениям 
подобранных коэффициентов и по качеству наблюдае-
мой динамики. В частности, в раннем периоде (до 1990-х 
годов) новые коэффициенты дают завышенную числен-
ность самок и, как следствие, доля беременных особей 
опускается ниже расчётных пределов. В позднем периоде 
их численность опускается к нижней границе (по-види-
мому, она занижена), что подтверждает предположение 
об изменении выживаемости самок после 1988 г. Поэто-
му естественно было бы разбить весь период наблюдения 
на две части и подбирать коэффициенты для каждого вре-
менного промежутка отдельно.

Для 1958–1988 гг. были оставлены коэффициенты 
выживаемости, рассчитанные из данных; новые коэффи-
циенты для позднего периода 1989–2013 гг. подбирали 
с использованием описанных выше оптимизационных 
критериев. В первом случае получилось множество ре-
зультатов, когда модельная численность самок в позднем 
периоде вообще не выходит за пределы [Fmin(n), Fmax(n)], 
а во втором случае расчётные доли беременных самок 
не выходят за пределы 95% доверительного интервала 
(рис. 6). При этом множество удовлетворительных ре-
зультатов имеет минимальное значение v03 = 0.465 (что 
заметно выше определенного по выборке – 0.29), а мак-
симальное v03 = 0.67. Выживаемость животных старших 
возрастов как больше, так и меньше средних по выбор-
ке величин (за 1958–1988 гг.). Таким образом, уверенно 
можно констатировать только то, что должна была уве-
личиться выживаемость самок в возрасте от 0 до трёх 
лет (v03), чтобы обеспечить наблюдаемый после затяжной 
депрессии рост их численности и, как следствие, рост 
численности щенков.
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Дополнить проверку адекватности подобранных 
коэффициентов можно, сопоставив динамику наблюда-
емой численности самок (не принимая во внимание кон-
кретные цифры, так как они занижены из-за постоянного 
отсутствия части самок на суше) и модельной. Модель-
ная динамика с коэффициентами в позднем периоде из 

набора удовлетворительных результатов предыдущего 
исследования показывает (рис. 7), что модель улавливает 
тенденции изменения численности, в частности, депрес-
сию 1980-х годов, стабилизацию и медленный выход из 
неё до начала 2000-х годов, а затем существенный подъём 
численности.

Рис. 5. Модельная динамика численности половозрелых самок (1) и соответствующая ей доля беременных самок (3), необходимая для 
достижения наблюдаемой численности щенков. А, В – лучший результат минимизации количества расчетных численностей самок вне 
"допустимого интервала" [Fmin(n), Fmax(n)]; v03 = 0.6, v34 = v45 = …v910 –0.86, v10+ = 0.85. Б, Г – лучший результат минимизации маловероятных 
долей беременных; v03 = 0.59, v34 = v45 = …v910 »0.856, v10+ = 0.856; пунктирная линия (2) – минимальное и максимальное значение параметров.

Рис. 6. Примеры расчётных динамик (1 – численность половозрелых самок, 3 – соответсвующая доля беременных самок, 2 – минимальные 
и максимальные значения), не выходящих за пределы оптимизационных критериев в позднем периоде. В раннем периоде (1958–1988 гг.) 
оставлены коэффициенты выживаемости, определенные по выборке; в позднем (1989–2013 гг.): А, В – v03 = 0.6, v34 = v45 = …v910 ≈ 0.88,  
v10+ = 0.85; Б, Г – v03 = 0.465, v34 = v45 = …v910 ≈ 0.95, v10+ = 0.88.
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Обсуждение полученных результатов
В ходе проведенного исследовании были обрабо-

таны имеющиеся данные о возрастном составе и физио-
логическом состоянии самок северного морского котика, 
добытых в море с научно-исследовательским целями, за 
31-летний период с 1958 по 1988 г. Получены оценки их 
выживаемости до трёх лет отдельно по поколениям, вы-
числены среднегодовые показатели выживаемости для 
каждого возраста с трёх до девяти лет, представлена ди-
намика долей беременных самок для этого периода. По-
казано, что на фоне снижения общей численности самок 
происходило "старение" данной части популяции: уве-
личивалась доля старших возрастов и уменьшалась доля 
младших. Кроме того, весь период наблюдений харак-
теризуется резким снижением выживаемости младшей 
возрастной группы (от рождения до трёх лет).

Полученные коэффициенты выживаемости самок 
морского котика, а также наличие среди них определен-
ной доли беременных особей были использованы для мо-
делирования динамики численности половозрелых самок 
вплоть до настоящего времени. Адекватность модельных 
расчётов численности самок была оценена с учётом дан-
ных о численности новорожденных щенков на лежбище 
в 1958–2013 гг. Оказалось, что после 1997 г. модельная 
динамика не согласуется с данными учета щенков на леж-
бище, что позволяет предположить изменение коэффи-
циентов выживаемости самок в более позднем периоде 
в сторону их увеличения, иначе они не смогли бы произ-
вести наблюдаемое количество новорожденных особей. 
В ходе численных экспериментов были подобраны новые 
коэффициенты выживаемости самок, на основе которых 
получена достаточно адекватная динамика их численно-
сти, согласующаяся с наблюдаемой динамикой численно-
сти щенков. При этом лучшими оказались результаты, по-
лученные при разделении всего периода наблюдения на 
две части и, соответственно, при использовании разных 
коэффициентов выживаемости самок в раннем и позднем 
периодах. Это подтверждает предположение об увеличе-

нии выживаемости самок, особенно младшей возрастной 
группы, после 1988 г.
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Биомасса запаса приморского минтая Theragra chalcogramma за период наблюдений 1976-2016 гг. колебалась 
от 48 до 373 тыс. т, численность – от 99 до 1115 млн. экз. Выявлено четыре высокоурожайных поколения 1975, 
1981, 1997 и 2006 гг. рождения. Показано, что продолжительность периода половозрелости определяет близкую 
к девятилетней цикличность динамики урожайности поколений. Согласно результатам численного моделирования, 
рост запасов приморского минтая возможен с 2017 по 2020 г.

Ключевые слова: минтай Theragra chalcogramma, динамика численности, прогноз, Японское море.

Dynamics of abundance of the walleye pollock Theragra chalcogramma (Pallas, 1814) (Gadiformes: Gadidae) in 
waters of Primorsky Krai, Sea of Japan. A. N. Vdovin1, A. N. Chetyrbotsky2, V. V. Nuzhdin1 (1Pacific Research Fisheries 
Center (TINRO Center), Vladivostok 690091; 2Far East Geological Institute, Far Eastern Branch, Russian Academy of 
Sciences, Vladivostok 690022)

The biomass of the walleye pollock (Theragra chalcogramma) stock in waters of Primorsky Krai, Sea of Japan, during 
the observation period 1976–2015 ranged from 48 000 to 373 000 tons; the number, from 99 to 1115 million fish. There 
have been identified four very strong year-classes born in 1975, 1981, 1997, and 2006. It has been shown that the duration 
of the sexual maturity period is determined by a periodicity of dynamics of year-class strength close to the nine-year cycle. 
According to the results of numerical modeling, an increase in the Primorsky walleye pollock stock is expected from 2017 
to 2020. (Biologiya Morya, 2017, vol. 43, no. 5, pp. 321–328).

Keywords: walleye pollock Theragra chalcogramma, dynamics of abundance, forecast, Sea of Japan.

Приморский минтай Theragra chalcogramma (Pallas, 
1814) является основным промысловым видом в северо-
западной части Тихого океана (Булатов, 2014). Динамику 
его запасов на акватории Приморья анализировали многие 
исследователи (Гаврилов, Безлюдный, 1986; Шунтов и др., 
1993; Зверькова, 2003, и др.). В качестве единицы запаса 
принимали минтай зал. Петра Великого, который является 
только частью ареала приморской популяции (Нуждин, 
1998). Подробная информация о динамике численности 
минтая в зал. Петра Великого приведена в работе Гаври-
лова и Безлюдного (1986), в которой, однако, описываются 
лишь тенденции без конкретных количественных оценок. 
Аргументированного представления о популяционном 
статусе минтая в зал. Петра Великого до 1990-х годов не 
было. В частности, весьма популярным было представле-
ние Фадеева (1981) о наличии в зал. Петра Великого двух 
рас минтая (с осенним и весенним типами нереста).

Цель настоящей работы – изучение динамики чи-
сленности приморского минтая с весенним типом нере-
ста, популяция которого является основной промысловой 
единицей в российских водах Японского моря.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Использованы материалы научно-исследовательских 

рейсов (у материкового побережья российских вод Японского 

моря), выполненных в 1976–2016 гг. на акватории Приморского 
края: 41 траловой донной и 17 ихтиопланктонных учётных съё-
мок. Общее количество промеров – 42.1 тыс. экз. Для составле-
ния размерно-возрастного ключа была сформирована выборка 
из 9153 особей. Возраст рыб определяли по отолитам и чешуе 
(Нуждин, 2008). Съёмки проводили и рассчитывали оценки оби-
лия в соответствии с принятыми в ТИНРО-центре стандартны-
ми методами исследований морских рыб (Борец, 1985; Булатов, 
1987; Гаврилов и др., 1988; Фадеев, 1999). Коэффициент уло-
вистости (КУ) принимали равным 0.25, что позволило достичь 
хорошей сопоставимости результатов разных типов съёмок.

Индекс урожайности поколений принимали равным чи-
сленности полностью вступившей в промысел возрастной груп-
пы 4+. При анализе возрастного состава (см. рис. 1, табл. 1) 
рассматриваемой выборки минтая было замечено, что в отдель-
ных случаях оценки прямых учетов численности некоторых 
возрастных групп (начиная с полностью вступивших в промы-
сел четырехгодовиков) нарушают естественный характер их 
монотонного убывания. Погрешности прямых учётов обуслов-
лены в основном особенностями вертикального распределения 
минтая. Известно, что взрослые особи минтая тяготеют к при-
донным слоям воды, но некоторая часть рыб может встречать-
ся в любом другом горизонте, в том числе и на поверхности 
(Вдовин, Зуенко, 1997).

Процедура восстановления численности размерных (или 
возрастных) групп по данным о размерном (или возрастном) 
составе в смежные годы описана нами ранее (Вдовин, 2011; 
Вдовин и др., 2013). Интерполяция численности особей в воз-



322

БИОЛОГИЯ  МОРЯ   том  43   №  5   2017

ВДОВИН И ДР.

расте 4+–9+ выполнена на основании мальтузианской модели 
(Рикер, 1979):

Nt = N0exp(–Zt),
где N0 – численность в начальный момент времени (здесь воз-
раст 4+); Nt – численность через определенный промежуток 
времени t; Z – мгновенная общая смертность. Размерность: N0 
и Nt – млн. экз., Z – год-1.

Рыб в возрасте старше 9+ объединяли в одну возрастную 
группу, поскольку они встречались в уловах единично. Было 
проведено 28 коррекций.

Общую годовую смертность для поколений минтая, начи-
ная с возраста 4+, рассчитывали по методу Робсона–Чепмена. 
Для каждой возрастной группы её оценивали по совокупности 
двух смежных возрастных групп в поколении (искомой и после-
дующей) по методу Гейнке (Рикер, 1979). Годовую промысло-
вую смертность определяли как соотношение вылов/запас (от-
дельных возрастных групп или их совокупности), естественную 
смертность – как разность годовой и промысловой смертности 
(Рикер, 1979).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По данным учётных съёмок за 1976–2016 гг. био-
масса приморского минтая изменялась от 32 до 310 тыс. 
т и в среднем составляла 165 тыс.т. Численность этого 
вида составляла 66–1115 млн. экз., в среднем – 468 млн. 
экз. Максимальная оценка биомассы превышала мини-
мальную в 9.7 раза, а соответствующая кратность по чи-
сленности достигала 18.6. Коэффициенты вариации для 
оценок численности и биомассы составляли 60.3 и 56.1% 

соответственно. В среднем скорректированные оценки 
запаса минтая незначительно превышали исходные и ха-
рактеризовались меньшей изменчивостью. Биомасса 
колебалась в пределах 48–373 тыс. т, численность – 99–
1218 млн. экз. Средние оценки составляли соответствен-
но 185 тыс. т и 531 млн. экз. Кратность экстремальных 
оценок в весовом исчислении достигала 7.7, в числен-
ном – 11.2. Коэффициенты вариации этих показателей 
составляли 48.7 и 52.5% соответственно.

Наибольший и стабильный уровень запасов минтая, 
оцененный по скорректированным оценкам, был отмечен 
в 1978–1986 гг. (средняя биомасса 308 тыс. т) (рис. 2). 
В дальнейшем наблюдалось снижение его запасов; сред-
няя биомасса снизалась более чем в 2 раза (до 153 тыс. т). 
Кратковременное повышение запасов минтая, отмечен-
ное в 1998–2002 гг. и в 2007–2011 гг., было вызвано вы-
сокоурожайными поколениями 1997 и 2006 гг. рождения 
(рис. 3). Динамика запаса определяется динамикой уро-
жайности поколений, однако она была более сглажена. 
В динамике урожайности поколений выделяются два 
периода по величине и вариабельности их численности: 
1973–1989 гг. с невысокой вариабельностью урожайности 
(4 раза) и высоким средним уровнем индекса урожайно-
сти (344 млн. экз.), а также 1990–2013 гг. с резкими коле-
баниями индекса урожайности (в 37.9 раза) и со сниже-
нием его среднего значения в 2.3 раза (до 152 млн. экз.). 
По индексу урожайности поколений за период исследова-

Таблица 1. Возрастной состав (%) приморского минтая в 1976–2015 гг.

Возраст 1+ 2+ 3+ 4+ 5+ 6+ 7+ 8+ 9+ 10+ 11+ 12+

M 3.49 6.95 17.67 39.33 24.17 6.49 1.36 0.35 0.13 0.05 0.01 0.002

cv 301 148 79 41 60 111 112 137 127 160 174 334

П р и м е ч а н и е. M – среднемноголетние оценки; cv – коэффициент вариации.

Рис. 1. Распределение возрастных оценок численности приморского минтая Theragra chalcogramma среднеурожайного поколения 1990 г. 
рождения по данным траловых съёмок 1991–2012 гг.
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ний было выявлено четыре высокоурожайных поколения 
1975, 1981, 1997 и 2006 гг. рождения с численностью рыб 
494, 565, 554 и 491 млн. экз. соответственно. Только поко-
ление 2006 г. не вызвало значительного подъёма запасов, 
поскольку возникло на фоне низкоурожайных поколений, 
в то же время оно определило успех промысла с 2009 по 
2013 г.

Интенсивность промысла приморского минтая 
определялась уровнем запасов и экономической составля-
ющей. Максимальный вылов минтая пришелся на 1980 г. 
на период самого высокого уровня запасов (рис. 4). Но 
при этом же уровне запасов с 1981 г. уловы минтая ста-
ли резко снижаться, что было связано с переключением 
флота в летнее время на добычу дальневосточной сар-
дины Sardinops melanostictus (см.: Гаврилов, 1998). Доля 

изъятия минтая была наибольшей в 1980 и 1981 гг. (со-
ответственно 0.45 и 0.42). Однако этот вылов не оказал 
существенного влияния на состояние запасов (рис. 4). 
Промысловая смертность поколений 1973–1982 гг. ро-
ждения изменялась от 0.11 до 0.31. Может ли подобная 
промысловая нагрузка (0.42–0.45 изъятия) не быть чрез-
мерной в течение более длительного времени? По-види-
мому, она допустима только при высоком уровне запасов 
и стабильно высоком пополнении. Наибольшие коэффи-
циенты общей смертности (0.87 и 0.89) получены именно 
для 1980 и 1981 гг., что, несомненно, было обусловлено 
высокой интенсивностью промысла. Общая смертность 
поколений 1975 и 1976 гг., слагавших основу промы-
слового запаса 1980 и 1981 гг., оказалась заметно выше 
средней – 0.85 и 0.88. Но близкие по величине высокие 

Рис. 2. Динамика запаса приморского минтая Theragra chalcogramma в 1976–2016 гг. 1 – численность, млн. экз.; 2 – биомасса, тыс.т.; прямая 
линия – тренд биомассы.

Рис. 3. Динамика численности запаса (сплошная линия) и индекса урожайности поколений (гистограмма) приморского минтая Theragra 
chalcogramma в 1973–2015 гг.
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значения этого показателя были отмечены ещё 4 раза: 
при разной интенсивности промысла и разной величине 
запаса. Два значения приходятся на период низкой чи-
сленности, это поколения 2005 и 2010 гг. рождения, когда 
интенсивность промысла была невысокой (рис. 4).

Годовая смертность минтая (А) изменялась от 0.52 
до 0.89. При этом низкий коэффициент корреляции 0.26 
указывает на отсутствие её зависимости от урожайности 
поколений. Средние значения общей годовой смертно-
сти при более высокой урожайности лишь незначитель-
но превышают смертность менее урожайных поколений 
(табл. 2). Среди 12 сравниваемых пар чисел только у рыб 
в возрасте 5+ коэффициент A достоверно выше при бо-
лее высоком уровне численности: критерий Стьюдента 
t = 3.13, т.е. больше стандартного значения tst = 2 при 
p = 0.01.

Для многих видов животных, в том числе рыб, явля-
ется естественной связь между смертностью и их числен-
ностью (Вдовин, 1988; Вдовин, Антоненко, 2001; Шилов, 
2001; Панченко, Вдовин, 2005). Для приморского минтая 

такая связь не прослеживается, что, вероятно, обуслов-
лено его высокой численностью. Даже минимальные 
значения численности этого вида оцениваются в десят-
ки миллионов экземпляров. Фактор плотности вряд ли 
имеет существенное значение, поскольку популяции мин-
тая занимают обширные акватории и обитают в широком 
батиметрическом диапазоне (Шунтов и др., 1993). Мини-
мальная смертность минтая среди рассмотренных воз-
растных групп наблюдается у четырехгодовиков (табл. 2), 
т.е. в возрасте массового полового созревания, что ти-
пично для рыб (Кушинг, 1979). Достоверные возрастные 
отличия проявились только по показателю общей смерт-
ности. В возрасте 4+ она достоверно меньше, чем в более 
старших возрастных группах: t колеблется от 3.32 до 4.79, 
tst = 2 при p = 0.01. Остальные возрастные различия пока-
зателей смертности недостоверны. Начиная с возраста 5+ 
смертность минтая почти стабильна, но весьма высока, 
что проявляется в стремительной убыли численности рыб 
по мере старения (рис. 1). На естественную смертность 
(от общей годовой) в среднем приходится 80%. Таким 

Рис. 4. Динамика учтенной биомассы (W), годового вылова (Cw) и годовой промысловой смертности (φ) приморского минтая Theragra 
chalcogramma.

Таблица 2. Изменчивость общей годовой (A) и естественной годовой (M) смертности приморского минтая в зависимости от воз-
раста и величины индекса урожайности поколений (Ng)

Ng Показатель
Годовая смертность в возрасте

4+ 5+ 6+ 7+ 8+ 9+ 4+–12+
< 190 млн. экз. A 0.53 0.63 0.68 0.61 0.64 0.66 0.66

M 0.42 0.52 0.57 0.52 0.55 0.56 0.56
> 190 млн. экз. A 0.52 0.80 0.72 0.74 0.68 0.71 0.70

M 0.37 0.62 0.53 0.57 0.55 0.58 0.56
Все поколения A 0.52 0.72 0.70 0.68 0.66 0.69 0.69

M 0.39 0.57 0.55 0.55 0.55 0.57 0.56
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образом, можно с большой долей уверенности предпо-
ложить, что колебания численности приморского мин-
тая определяются естественными причинами. По дан-
ным Зверьковой (2003), естественная смертность минтая 
в северной части Японского моря составляет 0.29, это 
заметно меньше величин, полученных нами. Естествен-
ная смертность половозрелого восточноохотоморского 
минтая при отсутствии промысла составляет 0.52 (Качи-
на, Сергеева, 1984), что практически идентично нашим 
оценкам; для облавливаемых популяций она снижается 
до 0.32. Возможно, что при стабильно интенсивном про-
мысле для приморского минтая мы получили бы подоб-
ные оценки естественной смертности.

Связь родители–потомки у приморского минтая 
не прослеживается. Корреляционные связи между уро-
жайностью поколений и различными показателями ро-
дительского стада (численность производителей, поло-
возрелых самок и т.д.) отсутствует (Нуждин, 2016). На 
основе собственных расчётов и литературных данных 
Булатов (2014) пришёл к такому же выводу для минтая 
зал. Аляска, Берингова и Охотского морей, а также ти-
хоокеанских вод Японии. В его работе рассмотрен ряд 
примеров довольно тесных связей между температурой 
и урожайностью поколений минтая, хотя подобные связи 
были выявлены не для всех рассмотренных популяций. 
Достоверных связей динамики численности приморского 
минтая с солнечной активностью и климатическим тихо-
океанским индексом PDO выявить не удалось.

Для анализа причинно-следственных связей меж-
ду численностью приморской популяции минтая и тем-
пературой лабораторией океанологии ТИНРО-центра 
были любезно предоставлены данные по температуре 
на гидрологическом разрезе по 132° в.д. и на поверхно-
сти прибрежной акватории Приморского края между 42° 
и 45° с.ш. за февраль–апрель, когда происходит нерест 
минтая. Связь индекса урожайности поколений с тем-
пературой на гидрологическом разрезе до слоя скачка 
оказалась непоказательной: коэффициент корреляции r 
= 0.15. Тесных связей между индексом урожайности по-
колений и разными показателями температуры (как обо-
бщенным, так и разрозненным по времени и простран-
ству) не выявлено: коэффициент корреляции варьировал 
от 0.13 до 0.32. Однако при сопоставлении фрагментов 
наблюдаемого ряда была обнаружена тенденция, кото-
рая лучше всего проявилась при сравнении урожайности 
поколений с температурой в марте на самом юго-восточ-
ном квадрате (который географически можно отнести 
к восточной части зал. Петра Великого) (рис. 5). Весной 
здесь наблюдаются самые плотные скопления нересто-
вого минтая (Нуждин, 1998). Коэффициент корреляции 
между указанными показателями в 1974–1989 гг. соста-
вил 0.58, а в 1990–2013 г. не превышал -0.02. Обратим 
внимание на то, что с 1988–1990 гг. коррелятивные связи 
между урожайностью поколений и температурными по-
казателями всегда меняли знак. Коэффициенты корреля-
ции до 1987–1989 гг. колебались в пределах 0.50–0.58, 

Рис. 5. Динамика индекса урожайности поколений (Ng) приморского минтая Theragra chalcogramma и температуры поверхностного слоя 
воды (T) в восточной части зал. Петра Великого в марте. Прямая линия – тренд повышения температуры.
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а с 1988–1990 гг. варьировали от -0.02 до -0.29. Смена 
знака связи динамики численности с температурным фо-
ном хорошо интерпретируется климатическим сдвигом, 
который обозначился в конце 1980-х годов (Зуенко и др., 
2010).

При затруднении найти хорошо интерпретирован-
ную причинно-следственную связь между динамикой 
популяции и абиотическими факторами исследователи 
зачастую прибегают к помощи гипотезы "климатических 
циклов" численности (Шилов, 2001, и мн. др.). По мне-
нию Максимова (1989), природный цикл – это понятие 
не климатологическое, а экологическое, так как включает 
не только климатические факторы, но и его последствия, 
а также реакцию популяций на них. Реакция разных по-
колений на одни и те же факторы может существенно 
различаться, поскольку существует генетическая диффе-
ренциация поколений (Тимофеев-Ресовский и др., 1977; 
Яблоков, 1987). При выявлении схожей периодичности 
биотических и абиотических процессов в "природных 
циклах" между ними не обязательно должна проявляться 
четкая количественная связь. Более того, когда "попу-
ляционные волны" сопровождаются флуктуациями, они 
выводят (хотя бы и временно) ряд мутаций и генотипов 
в другую констелляцию абиотической и биотической 
среды. "Популяционные волны" являются одним из фак-
торов отбора, действие которого может быть различным 
для разных популяций одного и того же вида (Тимофеев-
Ресовский и др., 1977). По мнению Никольского (1974), 
изменение численности популяций во многом определя-
ется биотическими регуляторными механизмами.

Оценка латентных периодичностей урожайности 
поколений приморского минтая выполнена на основании 
представления выборочного распределения отрезком ряда 
Фурье. В вычислительных экспериментах полагали, что 

выборочное распределение формируют гармоники диапа-
зоном 5–14 лет. В среде MATLAB параметры разложения 
оценивались процедурой fft (Дьяконов, Круглов, 2002). 
Период основной несущей гармоники оказался равным 
девяти годам, что отражает биологическую особенность 
жизненного цикла минтая и хорошо интерпретируется. 
Эта гармоника использовалась для построения качест-
венной прогностической модели (рис. 6). Девятилетняя 
продолжительность популяционного цикла соответствует 
периоду половозрелости одного поколения. Приморский 
минтай доживает до 12 лет, а половое созревание у него 
начинается на третьем году жизни (Вдовин и др., 2015). 
Следовательно, поколения, различающиеся на девять лет 
по возрасту, репродуктивно изолированы и могут иметь 
разный генетический облик.

Модельные результаты указывают на урожайность 
поколений 2014–2016 гг. Возможно, что вместо трех 
урожайных поколений возникнет одно, а урожайность 
следующего поколения будет намного ниже, что харак-
терно для периода, начавшегося с 1990 г. Однако следует 
обратить внимание на то, что эмпирические пики уро-
жайности в 2 раза превышают модельные. Поколение 
2014 г. рождения, несомненно, проявит себя как высоко-
урожайное. В съёмке 2015 г. количество учтённых годо-
виков оказалось рекордным – 421 млн. экз. Предыдущая 
рекордная цифра (151 млн. экз. годовиков) была отме-
чена у высокоурожайного поколения 2006 г. рождения. 
В съёмке 2016 г. численность двухгодовиков составляла 
166 млн. экз., что сопоставимо только с количеством уч-
тенных двухгодовиков поколения 2006 г. – 171 млн. экз. 
Оценки численности годовиков и двухгодовиков поко-
ления 2014 г. рождения превышали средние оценки в 23 
и 4.8 раза соответственно. Оценить урожайность минтая 
поколения 2014 г. рождения пока невозможно. Логичнее 

Рис. 6. Динамика индекса урожайности поколений приморского минтая Theragra chalcogramma. Здесь и на рис. 7: выборочные данные – 
сплошная линия, модель – пунктир.
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спрогнозировать величину его запасов на 2016–2023 гг., 
исходя из эмпирических данных 2007–2015 гг., модель-
ных величин индекса урожайности поколений 2014–
2020 гг. и усредненных данных по возрастному составу 
и средней массе возрастных групп. Результаты расчётов 
показывают в целом не большой рост запасов, который 
всё же превышает самый низкий уровень биомассы, отме-
ченный в 2006–2013 гг. (рис. 7). Ранее предполагали, что 
рост запасов приморского минтая, исходя из тенденций 
его динамики, начнется в 2016 г. (Вдовин, Соломатов, 
2013). Максимальные величины биомассы ожидаются 
в 2019–2020 гг. Возможен и более благоприятный (для 
промысла) сценарий при отсутствии низкоурожайных по-
колений минтая в ближайшие годы. Однако имеющиеся 
данные пока не позволяют точно оценить состояние запа-
сов на 7–8-летнюю перспективу: продлится ли современ-
ный период с невысоким уровнем запасов и значительны-
ми колебаниями численности или повторится ситуация 
1978–1986 гг. с высоким и стабильным уровнем запасов. 
Прояснить данную ситуацию могут только последующие 
съёмки в течение двух–трёх лет.

Таким образом, биомасса приморского минтая 
в 1976–2015 гг. изменялась от 48 до 373 тыс. т, а числен-
ность – от 99 до 1115 млн. экз.; средние оценки составляли 
соответственно 185 тыс. т и 531 млн. экз. Самый высокий 
и стабильный уровень запасов отмечен в 1978–1986 гг. 
(средняя биомасса – 308 тыс. т). В динамике урожайно-
сти поколений чётко выделяется период 1973–1989 гг. 
с невысокой амплитудой колебаний урожайности (4 раза) 
и с высоким средним уровнем индекса урожайности 
(344 млн. экз.), а также период 1990–2013 гг., характери-
зующийся резкими колебаниями индекса урожайности 

Рис. 7. Динамика биомассы приморского минтая Theragra chalcogramma. Обозначения, как на рис. 6.

(в 37.9 раза) и снижением его среднего значения в 2.3 раза 
(152 млн. экз.). За время исследований выявлено четыре 
высокоурожайных поколения 1975, 1981, 1997 и 2006 гг. 
рождения с численностью рыб соответственно 494, 565, 
554 и 491 млн. экз. Поколение 2006 г. не обеспечило зна-
чительного подъёма запасов, так как возникло на фоне 
смежных низкоурожайных поколений. Значение общей 
смертности у рыб старше 3+ колебалось от 0.52 до 0.89. 
Доля естественной смертности (от общей годовой) со-
ставила около 80%. Можно предположить, что колебания 
численности приморского минтая определяются естест-
венными причинами. Связь родители–потомки у примор-
ского минтая не прослеживается, как и у многих других 
популяций минтая. Нет явной связи между величиной 
смертности и урожайностью поколений. Биотические ре-
гуляторные механизмы пока неясны. Четко проявляется 
только девятилетняя цикличность в динамике урожай-
ности поколений, соответствующая продолжительности 
периода половозрелости.
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Представлена хронология развития и детально описана морфология яиц, эмбрионов, предличинок и ранних 
личинок хохлатой камбалы Samaris cristatus, полученных из ихтиопланктонных сборов и инкубированных в ла-
бораторных условиях до стадии перехода на экзогенное питание при температуре около 24°C. Таксономическая 
идентификация проведена с помощью молекулярно-генетического метода ДНК-баркодинга на основании анализа 
нуклеотидной последовательности (сиквенса) первой субъединицы митохондриального гена цитохромоксидазы С 
(CO1).

Ключевые слова: Samaris cristatus, Samaridae, икра, ранние личинки, ДНК-баркодинг, таксономическая 
идентификация.

Early developmental stages of the cockatoo flounder Samaris cristatus Gray, 1831 (Pleuronectiformes: Samaridae) 
from the South China Sea, identified using DNA barcoding. A. M. Shadrin1, M. V. Kholodova2, A. V. Semenova1 
(1M.V. Lomonosov Moscow State University, Moscow 119992; 2A.N. Severtsov Institute of Ecology and Evolution, Russian 
Academy of Sciences, Moscow 117071)

Late embryonic and early larval development (until first feeding) of Samaris cristatus were studied. The chronology 
of development and a detailed morphological description of the eggs, embryos, prelarvae and early larvae are presented. 
The eggs of S. cristatus were obtained from ichthyoplankton catches, which were performed in the coastal waters of central 
Vietnam, and incubated under laboratory conditions at a temperature of about 24°C. The taxonomic identification was carried 
out by the method of DNA barcoding based on analysis of the nucleotide sequence of the mitochondrial cytochrome oxidase 
c subunit 1 (COI) gene. (Biologiya Morya, 2017, vol. 43, no. 5, pp. 329–334).

Keywords: Samaris cristatus, Samaridae, eggs, early larvae, DNA barcoding, taxonomic identification.

*Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ "Научные основы создания национального банка депозитария живых систем" № 14-
50-00029.

Таксономическая идентификация рыб на ранних 
стадиях развития является важнейшим компонентом 
большинства комплексных исследований морских эко-
систем. Она необходима при изучении жизненных циклов 
рыб, их миграций и зоогеографического распределения, 
при оценке состояния коралловых сообществ, эколо-
гическом мониторинге, прогнозировании численности 
хозяйственно-важных видов и т.д. Однако выполнение 
таких исследований сопряжено с большими сложностя-
ми, связанными, прежде всего, с недостатком данных по 
раннему онтогенезу рыб. К настоящему времени описано 
развитие лишь у небольшого числа видов рыб. Менее чем 
у 50% видов рыб, обитающих в Индо-Пацифике, описана, 
по крайней мере, одна личиночная стадия, и лишь для 
очень немногих видов рыб имеется более полное описа-
ние их развития. Гораздо заметнее недостаток информа-
ции о самых ранних личиночных стадиях. Определение 
видовой принадлежности икры и ранних личинок – ещё 
более сложная задача (Leis, 2015). Для большинства рыб 

неизвестно строение яиц, для многих видов отсутствуют 
сведения даже о типе нереста. Наиболее прямым и ин-
формативным путем пополнения базы данных для так-
сономической идентификации рыб на ранних стадиях 
онтогенеза являются исследование и описание развития 
оплодотворенной икры, полученной от производителей 
конкретных видов. В то же время в большинстве случа-
ев организовать и выполнить такие работы невозможно. 
Иногда более целесообразно получить эмбриологический 
материал из ихтиопланктонных сборов и инкубировать 
его в лабораторных условиях с последующим описанием 
фрагментов раннего онтогенеза у разных видов. Для так-
сономической идентификации изучаемых объектов наи-
более подходящим является молекулярно-генетический 
метод ДНК-баркодинга, успешно применяемый в послед-
нее время для решения подобных задач (Pegg et al., 2006; 
Richardson et al., 2007; Saitoh et al., 2009; Zemlak et al., 
2009; Matarese et al., 2011; Thirumaraiselvi et al., 2015). 
Одна из конечных целей таких исследований – создание 
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базы данных, пригодной для идентификации объектов 
ихтиофауны региона на ранних стадиях их развития.

Всё сказанное справедливо для Samaris cristatus – 
правосторонней хохлатой камбалы, или самариса хох-
латого, распространенного в Западной Индо-Пацифике, 
в Красном море, от Восточной Африки до Новой Кале-
донии и от Австралии до Японии (FishBase, 2016). Это 
единственный из пяти видов рода Samaris, встречающий-
ся в Южно-Китайском море (Alien et al., 2000). В связи 
с этим целью настоящей работы является описание ран-
него развития S. cristatus, идентифицированного с помо-
щью метода ДНК-баркодинга.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Работа с эмбриологическим материалом

Исследования проводили с 1993 по 2015 г. на базе При-
морского отделения Совместного российско-вьетнамского 
тропического научно-исследовательского и технологического 
центра (г. Нячанг, Вьетнам). Источником материала послужили 
ихтиопланктонные сборы, выполненные в центральной части 
проливов между островами Че и Мьеу, Че и Там, Че и Мот, 
а также между островами Мот и Мун в зал. Нячанг (Южно-
Китайское море). Ловы производили с 5 до 8 ч в слое воды от 
0 до 5 м над глубинами от 10 до 40 м, используя стандартную 
сеть Джеди с диаметром входного отверстия 36 см, посредством 
30-минутной циркуляции. При каждом выходе в море выполня-
ли три лова в разных точках залива. Продолжительность сезона 
работ составляла около 2 мес. В течение этого времени изуча-
ли материалы, собранные в результате 15–20 выходов в море. 
В указанные годы исследования проводили в основном в зимне-
весенний период (февраль–май), в 2004–2012 гг. – дополнитель-
но в сезон дождей (октябрь-декабрь). В 1993 г. пробы планкто-
на отбирали также в августе–октябре, а в 2004 г. – в июне–июле.

Пробы доставляли в лабораторию в термостатируемых 
ёмкостях, концентрировали и извлекали из них живую икру 
рыб для последующей инкубации в искусственных условиях 
при температуре около 24°С и солёности 32–34‰. За время на-
блюдений было поймано и проинкубировано до разных стадий 
предличиночного или начала личиночного состояния 23 морфо-
логически идентичных экземпляра. Бóльшая часть материала 
была собрана в 2004–2013 гг. (12 экз.) и в 2014–2015 гг. (7 экз.). 
Наиболее детально изучено развитие семи экземпляров, пой-
манных в 2014 и 2015 гг. Фотоиллюстрации и хронологические 
характеристики развития, приведенные в настоящей работе, 
получены в результате изучения этих особей, 4 из которых в ла-
бораторных условиях перешли в личиночное состояние. Одну 
из них использовали для молекулярно-генетического анализа. 
Измерения яиц, выполненные в разные сезоны в период сбора 
материала, представлены как выборочное среднее со стандарт-
ной ошибкой. В качестве размера предличинок и личинок ис-
пользована полная длина (TL), представленная в виде диапазо-
на, характерного для соответствующей стадии. Иллюстрации, 
измерения и морфологические описания стадий выполнены 
с использованием живого материала.

Молекулярно-генетическая идентификация  
образцов

Тотальную ДНК выделяли с помощью набора Diatom Prep 
100 (Изоген, Россия) по протоколу производителя. Для видовой 
характеристики исследованного образца были получены нукле-

отидные последовательности первой субъединицы митохонд-
риального гена цитохромоксидазы С (CO1), обычно использу-
емого в качестве основного признака позвоночных животных 
в программе "баркодинг жизни". Полимеразную цепную реак-
цию (ПЦР) проводили с праймерами, специально разработан-
ными для амплификации СО1 рыб: FishF1–5’ TCAACCAACCA-
CAAAGACATTGGCAC3’ (прямой) и FishR1–5’TAGACTTCT-
GGGTGGCCAAAGAATCA3’ (обратный) (Ward et al., 2005). 
Амплификацию проводили в 20 мкл с использованием 4 мкл 
набора для ПЦР 5x Master Mix (Диалат, Россия) с добавлением 
полимеразы Smart TAQ (Диалат, Россия) в следующем режиме: 
I – 2 мин при температуре 95°C; II – 30 с при 94°C, 30 с при 
54°C и 60 с при 72°C; III – 6 мин при температуре 72°C. Пер-
вичные последовательности нуклеотидов определяли методом 
автоматического секвенирования на генетическом анализаторе 
AB3130 (Applied Biosystems, США) с использованием набора 
Big Dye 3.1 (Applied Biosystems, США) с прямым и обратным 
праймерами. Правильность видовой идентификации оценивали 
путем сравнения полученной нуклеотидной последовательно-
сти с гомологичными сиквенсами из базы GenBank (алгоритм 
BLAST) (NCBI), а также из базы BOLD (The Barcode of Life Data 
System, www.barcodinglife.org).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Таксономическая идентификация объекта  

исследования
Для таксономической идентификации объекта 

исследования были получены нуклеотидные последо-
вательности длиной 651 п.н. первой субъединицы гена 
СО1 мтДНК, используемые в ДНК-баркодинге. Получен-
ный сиквенс депонирован в GenBank (№ KY405012). Их 
сравнение с гомологичными последовательностями из 
базы GenBank (NCBI) показало 98% сходство с характе-
ристиками, полученными для Samaris cristatus из Южно-
Китайского моря (№ KU945126, KU945125, KU945124) 
(Chang et al., 2016). Более информативным оказался сайт 
"баркодинг жизни" BOLD. Сравнительный анализ нук-
леотидной последовательности, полученной для иссле-
дованного нами вида рыб, с данными, приведенными на 
сайте www.barcodinglife.org, со 100% вероятностью под-
твердил принадлежность изучаемого вида к роду Samaris 
и с уровнем сходства > 99% определил его видовую при-
надлежность как S. cristatus.

Морфологическое описание фрагмента раннего 
развития S. cristatus

Количество икры рыб в планктонных пробах, со-
бранных в зал. Нячанг за период проведения работ, коле-
балось от 2 до более 4000 экз. на один лов. Икра S.  cristatus 
в небольшом количестве (не более двух икринок в пробе) 
встречалась только в зимне-весенние сезоны. В августе–
сентябре 1993 г. и в июне–июле 2004 г. икра этого вида 
в пробах отсутствовала. В некоторых пробах встречались 
немногочисленные яйца с морфологическими особенно-
стями, характерными для изучаемого вида, но с мертвы-
ми эмбрионами.

Икра S. cristatus, имеющая положительную плаву-
честь, при отсутствии турбулентного движения распо-
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лагалась непосредственно под поверхностью воды. Ди-
аметр икринки в среднем составлял 1.16 ± 0.01 мм (диа-
пазон – 1.12–1.20 мм; n = 16). Яйцевая оболочка тонкая, 
прозрачная, с гладкой неструктурированной и слабо опа-
лесцирующей внешней поверхностью, на которой име-
ется своеобразное массивное образование (рис. 1А–Г). 
В данном образовании просматривается определенная 
структурированность, включающая элемент, похожий 
на узкий канал, проходящий вдоль его центральной оси 
(рис. 1В). Желток гомогенный, несегментированный на 
гранулы, бесцветный, прозрачный, содержит одну по-
чти бесцветную (с едва заметным желтоватым оттенком) 
жировую каплю диаметром от 0.12 до 0.13 мм. Ткани за-
родышей всех отловленных экземпляров были бесцвет-
ными. Ко времени проведения работ в лаборатории все 
яйца S. cristatus содержали эмбрионы, находившиеся на 
сходной стадии развития; их морфология соответство-
вала возрасту выделения в осевой мезодерме 10–15 пар 
сомитов.

Возраст ~ 40 ч до вылупления (рис. 1А, Б). В боко-
вых закладках осевой мезодермы выделилось около 14 
пар сомитов. Купферов пузырёк крупный, сферический. 
Произошла закладка обонятельных плакод, в слуховых 
и глазных плакодах начали формироваться полости. Пиг-
ментация отсутствует.

Возраст ~ 33 ч до вылупления (рис. 1Г). В теле заро-
дыша выделилось около 23 пар сомитов, из них передние 
18 приобрели V-образную форму. В головном мозге диф-
ференцировались 4-й и 5-й мозговые пузыри; произошло 
подразделение заднего первичного отдела головного моз-
га на задний и продолговатый мозг. Задний мозг с хорошо 

выраженным изгибом, верхняя часть которого преобра-
зуется в мозжечок. Слуховые плакоды преобразовались 
в слуховые пузырьки. В глазных бокалах дифференци-
ровались круглые хрусталики. Зародыш пигментирован. 
Меланофоры, содержащие коричневый пигмент, распо-
ложены на верхней стороне тела от передней границы 
заднего мозга до 20-го сегмента тела и на нижней части 
тела с 7–8-го по 19–20-й сегменты.

Возраст ~ 2 ч 30 мин после вылупления (ПВ) 
(рис. 1Д). Плавучесть вылупившихся предличинок сла-
бо положительная, почти нейтральная. Предличинки 
малоподвижные и после редких бросков долго "парят" 
в толще воды. Их длина составляет 2.2–2.4 мм. В теле 
насчитывается 42–43 мускульных сегмента: 12–13 ту-
ловищных и 30–32 хвостовых. Жировая капля у разных 
особей шаровидная или слегка сдавленная в дорсовент-
ральном направлении. Большая часть поверхности тела 
покрыта крупными выпуклыми клетками покровного 
слоя, или перидермы. На вершинах гребней большей ча-
сти дорсальной и постанальной частей протоптеригия 
слой перидермы составлен из веретеновидно-игольча-
тых клеток, формирующих в этих областях своеобраз-
ный пилообразный профиль. На уровне 3–5-го сегментов 
тела дифференцировались зачатки свободных лопастей 
грудных плавников. На уровне 4–6-го сегментов начина-
ет формироваться изгиб кишечника. Пигментация пред-
ставлена только коричневыми меланофорами, которые 
почти равномерно распределены на вентролатеральной 
поверхности желточного мешка, в районе перикарди-
альной полости и на поверхности головного отдела. Не-
которое увеличение концентрации пигментных клеток 

Рис. 1. Раннее развитие Samaris cristatus. А – эмбрион внутри яйцевой оболочки, 40 ч до вылупления (фото); Б – то же, вид головного от-
дела сверху (фото); В – участок яйцевой оболочки в области микропиле (фото); Г – эмбрион внутри яйцевой оболочки, 33 ч до вылупления 
(рисунок); Д – предличинка, 2 ч 30 мин после вылупления, размер – 2.2–2.4 мм (фото).
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наблюдается на желточном мешке в области располо-
жения жировой капли. По 10–15 меланофоров окраши-
вают каждый из зачатков свободных лопастей грудных 
плавников, несколько меланофоров располагается около 
каудальной части кишечной трубки, а также входит в со-
став непарных спинного и подхвостового пигментных 
рядов. После хорошо выраженного пояскового скопления 
в хвостовом отделе, расположенного с 20-го по 27–28-й 
сегмент, оба пигментных ряда прерываются. Несколько 
пигментных клеток имеется у задней части каудального 
отдела. Вверху спинной части протоптеригия на уровне 
3–8-го, 14–18-го и 26–31-го сегментов тела сформиро-
вались пигментные скопления. Два скопления находят-
ся внизу постанальной части протоптеригия на уровне 
17–21-го и 27–35-го сегментов.

Возраст ~ 16 ч ПВ (рис. 2А). TL = 2.7–2.9 мм; в теле 
41–43 мускульных сегмента: 11–12 туловищных и 30–
31 хвостовой. Характеристики плавучести и поведение 
не изменились. Резорбировано 40–50% объёма желтка, 
имевшегося в момент вылупления. Отдельные мелано-
форы из непарного спинного ряда сгруппировались в три 
относительно крупных пятна. Большая часть пигментных 

клеток из непарного подхвостового ряда объединилась 
в одно пигментное пятно. В хвостовом отделе интен-
сивность пигментации в области пояскового скопления 
усилилась.

Возраст ~ 40 ч ПВ (рис. 2Б). Плавучесть предли-
чинок слабо отрицательная, почти нейтральная. Через 
каждые 10–20 с предличинки делают короткий бросок, 
после которого "парят" в толще воды, не совершая ак-
тивных движений и медленно опускаясь глубже. TL = 
3.4–3.6 мм; в теле 41–42 мускульных сегмента: 11–12 ту-
ловищных и 30–31 хвостовой. Резорбировано более 90% 
объёма желтка. Диаметр остатка жировой капли около 
0.03 мм. Изгиб кишечника заметно увеличился и прио-
брел трехмерную конфигурацию. Кишка на уровне 5-го 
сегмента тела изгибается вниз, на уровне 7-го сегмента 
достигает нижнего положения и направляется вправо, 
вверх и назад. После 8–9-го сегментов кишка располага-
ется горизонтально в верхней части полости тела и снова 
направляется вниз только в области её задней границы. 
Свободные лопасти зачатков грудных плавников распола-
гаются в районе 2–3-го сегментов и ориентированы пер-
пендикулярно латеральной поверхности тела; их основа-

Рис. 2. Раннее развитие Samaris cristatus. А – предличинка, ~16 ч после вылупления, размер – 2.2–2.4 мм (рисунок); Б – предличинка, 40 ч 
после вылупления, 2.7–2.9 мм (фото); В – предличинка, 63 ч после вылупления, 3.6–3.7 мм (фото).
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ния перешли в вертикальное положение. Передняя часть 
зачатка печени охватывает каудальную область остатка 
желтка, а задняя примыкает к кишечной трубке вблизи на-
чала её изгиба. Меланофоры, пигментировавшие зачатки 
грудных плавников, сконцентрированы в их основаниях. 
Глаза приобрели равномерную бледно-коричневую окра-
ску, на фоне которой видны отдельные разветвленные 
и более интенсивно окрашенные меланофоры. Одиноч-
ные пигментные клетки располагаются на вентральной 
стороне тела от рыла до петли кишечника (~ 7 сегмент). 
На передней стороне головы над средним мозгом име-
ется их более плотное скопление. Основу пигментации 
составляют меланофоры коричневого цвета, среди кото-
рых выделяются отдельные клетки, содержащие чёрный 
меланин.

Возраст ~ 63 ч ПВ (рис. 2В). Переход в личиночное 
состояние. Длина личинки 3.6–3.7 мм; в теле 41–42 му-
скульных сегмента: 11 туловищных и 30–31 хвостовой. 
Движение личинок заметно усложнилось. Челюстной 
аппарат и грудные плавники приобрели подвижность. 
Личинки начали охотиться, выполняя сложные изгибы те-
лом перед резкими бросками в сторону объекта питания. 
Желток полностью резорбирован. Основания свободных 
лопастей грудных плавников примкнули к сформиро-
вавшимся клейтрумам. Усложнилась дифференцировка 
пищеварительного тракта. Желудок обособился от пи-
щевода и кишечника отчетливыми сужениями в местах 
перехода. Изгиб кишечника преобразовался в хорошо вы-
раженную петлю. Его внутренняя поверхность приобрела 
характерную складчатую структуру. Меланиновая пиг-
ментация глаз в проходящем свете придает им абсолютно 
чёрную окраску, а гуаниновая пигментация проявляется 
металлическим блеском в отраженном свете.

ОБСУЖДЕНИЕ
Уровень идентичности полученных сиквенсов СО1 

с таковыми для Samaris cristatus, имеющимися в базе 
GenBank и BOLD (сходство более 98–99%), позволяет 
сделать вывод о том, что исследуемый образец представ-
ляет вид S. cristatus. Массивное образование, располо-
женное на поверхности яйцевой оболочки, встречается 
у рыб очень редко и является хорошим морфологическим 
признаком для идентификации яиц S. cristatus. Отмечен-
ный в структуре этого выроста элемент, похожий на ка-
нал, очевидно, утолщение яйцевой оболочки вокруг ми-
кропиле. Ранее был представлен онтогенетический ряд, 
состоящий из яйца с таким же выростом на поверхности 
яйцевой оболочки и предличинки сразу после вылупле-
ния (Mito, 1963; Ikeda, Mito, 1988). Этот фрагмент разви-
тия был идентифицирован как относящийся к развитию 
представителя семейства Bothidae (Pleuronectiformes). 
Описанная в данных работах форма по размерным харак-
теристикам яйца и предличинки, положению жировой ка-
пли и характеру пигментации эмбриона имела довольно 
высокое сходство с S. cristatus. Похожим было также рас-
пределение по телу предличинки отдельных пигментных 

клеток и их небольших групп, но отчетливые скопления 
или крупные пятна с характерным для исследованного 
нами S. cristatus расположением отсутствовали. Возмож-
но, что дифференцировка пигментации у предличинки 
ещё не завершилась, из-за более ранней стадии развития 
она имела немного меньший размер и больший объём 
желтка. Кроме этого выявлены некоторые отличия в сег-
ментации: при совпадении числа туловищных сегментов 
хвостовых сегментов было на 7–8 меньше.

В работе Шао с соавторами (Shao et al., 2001) изо-
бражены яйца с таким же выростом на поверхности обо-
лочки, как у S. cristatus, принадлежащие, вероятно, двум 
разным видам. Яйца несколько крупнее обнаруженных 
нами; в желтке первой формы жировые капли отсутст-
вуют, а в желтке второй формы их около 25. Для первой 
формы личиночные стадии не изображены; ранняя пред-
личинка второй формы имеет почти детальное сходст-
во с S. cristatus в распределении пигментных клеток, но 
цвет пигмента не коричневый, а ярко-желтый. В работе 
Коннелла (Connell, 2012) представлен довольно продол-
жительный онтогенетический ряд вида, также имеющего 
вырост на поверхности яйцевой оболочки. Основные ха-
рактеристики яйца и распределение пигмента на личин-
ках разного возраста практически полностью совпадают 
с описанием S. cristatus, но в отношении цвета основного 
пигмента, который автор называет белым, остается не-
которая неясность, возникающая, возможно, из-за фо-
тосъёмки объекта в отраженном свете. В работах Шао 
с соавторами (Shao et al., 2001) и Коннелла (Connell, 2012) 
не уделено достаточного внимания размерным и морфо-
логическим признакам стадий развития объектов с ха-
рактерным выростом на поверхности яйцевой оболочки. 
Однако имеющиеся сведения говорят как об очевидном 
значительном сходстве, так и о некоторых чертах разли-
чия между формами, представленными в данных работах, 
и описанным нами S. cristatus. Это позволяет предполо-
жить, что речь идет о двух–трех относительно близких по 
таксономическому положению видах. Шао с соавторами 
(Shao et al., 2001) и Коннелл (Connell, 2012), ориенти-
руясь на работу Мито (Mito, 1963), идентифицировали 
все формы с хорошо выраженным выростом на яйцевой 
оболочке как виды семейства Bothidae. При этом Коннелл 
(Connell, 2012) отнес изучаемый вид к данному семейству 
лишь условно, так как по результатам молекулярно-гене-
тического анализа он далек от всех известных представи-
телей Bothidae, обитающих в районе проведения работ. 
Только позже (Steinke et al., 2016) форма была определена 
как S. cristatus. В исследовании Коннелла (Connell, 2012) 
описаны яйца ещё четырёх представителей ботид, яйце-
вые оболочки которых гладкие, а эмбрионы и личинки 
по морфологии и пигментации заметно отличаются от 
таковых S. cristatus и других известных представителей 
ихтиофауны, яйца которых имеют характерный вырост 
на поверхности оболочки. Исходя из этого, можно пред-
положить, что определение Мито (Mito, 1963) было оши-
бочным. Морфологические характеристики ранних ста-
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дий Bothidae, идентифицированных Коннеллом (Connell, 
2012), позволяют заключить, что наличие отмеченной 
особенности строения оболочки не является их общим 
признаком. К тому же пока нет достоверной информации 
о наличии у каких-либо представителей этого семейства 
таких яйцевых оболочек. Обладая данными по строению 
яиц только одного представителя рода Samaris, невозмож-
но утверждать, что вырост на оболочке является особен-
ностью всех представителей рода и тем более семейства 
Samaridae.

Пойманные в процессе работ особи с характерным 
выростом вокруг микропиле на всех исследованных ста-
диях морфологически не различались, что, несмотря на 
неабсолютную уникальность признака, связанного с осо-
бенностями строения яйцевой оболочки S. cristatus, го-
ворит о том, что они являются представителями одного 
и того же вида. Их личинки сходны с более старшими 
личинками (размер 3.6 и 6.8 мм; фиксированный мате-
риал) представителей рода Samaris (Bray et al., 2000) как 
по сегментной формуле тела (35–42: 8–14 + 22–36), так 
и по наличию и расположению основных характерных 
пигментных скоплений.

Таким образом, детальное морфологическое опи-
сание позднего эмбрионального и раннего личиночного 
развития S. cristatus, таксономическая идентификация ко-
торого проведена с помощью молекулярно-генетическо-
го метода ДНК-баркодинга, согласуется с имеющимися 
в литературе морфологическими и зоогеографическими 
данными.

Авторы благодарны дирекции и сотрудникам При-
морского отделения Совместного российско-вьетнамско-
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В эксперименте in vivo исследовано влияние гипоксии на морфометрические характеристики циркулирующих 
эритроцитов скорпены Scorpaena porcus Linnaeus, 1758. При 4-часовой адаптации рыб к условиям ранжированной 
гипоксии у эритроцитов наблюдался ряд последовательных реакций. При концентрации кислорода 2.6 мг/л 
(30% насыщения) объём и площадь поверхности клеток уменьшались на 4-5% (p < 0.001), а при концентрации 1.3 
мг/л (15% насыщения) увеличивались на 4% (p < 0.001) по сравнению с контрольными значениями (нормоксия – 
7-8 мг/л). Данная реакция эритроцитов количественно и качественно (порядок событий) совпадала с результатами 
экспериментов, выполненных нами ранее в условиях in vitro. Сделан вывод, что организм толерантной к гипоксии 
скорпены в условиях дефицита кислорода допускает автономное функционирование эритроцитов.

Ключевые слова: эритроциты, морфометрия клеток, гипоксия, Scorpaena porcus.

Functional morphology of erythrocytes of the black scorpionfish Scorpaena porcus (Linnaeus, 1758) 
(Scorpaeniformis: Scorpaenidae) at hypoxia. A. A. Soldatov1, 2, T. A. Kukhareva1, A. Yu. Andreeva1, I. A. Parfenova2, 
V. N. Rychkova1, D. S. Zin’kova2 (1Kovalevsky Institute of Marine Biological Research, Russian Academy of Sciences, 
Sevastopol 299011; 2Sevastopol State University, Sevastopol 299053)

The influence of hypoxia on the morphological characteristics of circulating erythrocytes of the black scorpion fish 
Scorpaena porcus (Linnaeus, 1758) has been investigated in an experiment in vivo. At 4-hour adaptation of the fish to the 
conditions of ranked hypoxia, their erythrocytes demonstrated a number of consecutive reactions. The volume and the 
surface area of the red blood cells reduced by 4-5% (p < 0.001) at oxygen concentration of 2.6 mg/l (30% saturation of 
water with oxygen) and increased by 4% (p < 0.001) at a concentration of 1.3 mg/l (15% saturation), relative to the control 
values (normoxia – 7-8 mg/l). The observed reaction of erythrocytes coincided quantitatively and qualitatively (the order 
of events) with the results of the experiments performed by us previously in vitro. Our study has shown that the organism 
of the black scorpion fish is tolerant to hypoxia and allows autonomous functioning of red blood cells under conditions of 
oxygen deficit. (Biologiya Morya, 2017, vol. 43, no. 5, pp. 335–340).

Keywords: erythrocytes, morphometry of cells, hypoxia, Scorpaena porcus. 

Гипоксические зоны достаточно широко представ-
лены в водах Мирового океана (Levin, 2002; Middelburg, 
Levin, 2009; Gewin, 2010). Концентрация кислорода в этих 
зонах обычно не превышает 0.5 мг/л (6–7% насыщения) 
(Levin, 2002; Stoeck et al., 2003). Особый интерес пред-
ставляют организмы, образующие здесь относительно 
устойчивые скопления и реализующие в данных услови-
ях полный жизненный цикл или его значительную часть. 
У обитателей таких зон происходит реорганизация ме-
таболических процессов, направленная на оптимизацию 
энергетических трат (Hochachka, Somero, 2002; Gewin, 
2010). Организация дыхательной цепи митохондрий при-
обретает нескомпенсированный характер (Савина, 1992). 
В тканях гидробионтов повышается содержание аланина 
и сукцината (Van Waarde, 1988), растет продукция NH4

+ 
(Chew et al., 2005), увеличивается активность аминотран-

*Работа поддержана грантом РФФИ (проект № 16-04-00135).

сфераз и активизируются процессы переаминирования 
аминокислот (Mommsen et al., 1980; Soldatov et al., 2010).

В ряде исследований значительное внимание уде-
лено системам кислородного обеспечения, в частности, 
коррекции респираторной функции крови при дефиците 
кислорода (Soldatov et al., 2004, и др.). Показано, что зре-
лые эритроциты толерантных к гипоксии рыб в услови-
ях гипоксии способны к сбалансированному угнетению 
мембранных и метаболических функций (Soldatov, 2005; 
Soldatov et al., 2014). При этом наблюдаются характер-
ные морфологические изменения клеток, повышается их 
деформируемость (Gilles, Motais, 1989). В большинстве 
работ отмечено увеличение объёма клеток (Jensen, 2004; 
Wells, 2009, и др.). Процесс контролируется катехола-
минами (Perry et al., 1999), взаимодействующими с по-
верхностными β-адренорецепторами эритроцитов (Reid, 
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Perry, 1995) и активирующими антипорты клеток Na+/H+ 
и HCO3

–/Cl– (Wood, Simmons, 1994; Jensen, 2004). Дей-
ствие катехоламинов опосредуется через cAMP (Gilles, 
Motais, 1989). Общее назначение процесса – контроль 
величины внутриклеточной рН и параметров сродства 
гемоглобина к кислороду.

Определенная закономерность в реакциях на гипок-
сию отмечена у эритроцитов рыб в условиях in vitro (Ан-
дреева, Солдатов, 2012). Показано, что умеренные формы 
гипоксии (2.0–4.0 мгО2/л) сопровождаются уменьшением 
объёма клеток при одновременном росте их удельной по-
верхности, что можно рассматривать как компенсацион-
ную реакцию. И только экстремальные формы гипоксии 
(0.5–2.0 мгО2/л) сопровождаются набуханием эритроци-
тов. Это означает, что организм видов, толерантных к ги-
поксии, может допускать автономное функционирование 
клеточных систем. Данное положение требует экспери-
ментальной проверки.

Цель настоящей работы – изучение морфометри-
ческих характеристик циркулирующих эритроцитов 
у Scorpaena porcus Linnaeus, 1758 в условиях эксперимен-
тальной гипоксии (in vivo) и сопоставление результатов 
с данными, полученными нами ранее в условиях in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Работа выполнена на взрослых особях скорпены Scorpaena 
porcus в состоянии относительного физиологического покоя 
(III–IV стадия зрелости гонад): длина тела – 14–17 см, масса 
тела – 85–115 г. Рыб отлавливали при помощи ставного невода 
и доставляли в лабораторию в пластиковых баках объёмом 60 л 
с принудительной аэрацией. Транспортировка длилась не более 
трех часов. Концентрация кислорода в воде в момент отлова рыб 
составляла 7–8 мг/л. После отлова рыб помещали в аквариумы 
с естественным протоком морской воды, где их выдерживали 
в течение одной недели, чтобы снять стресс. Скорпен кормили 
фаршем из малоценных видов рыб; суточный пищевой рацион 
составлял 6–7% от массы тела. В опытах использовали подвиж-
ных активно питающихся рыб.

Экспериментальная часть работы выполнена с приме-
нением специально разработанного стенда, который позволя-
ет поддерживать требуемую концентрацию кислорода в воде 
и определенную температуру в течение неограниченного перио-
да времени. Температура воды в рабочей камере составляла 14–
16°С. Фотопериод: 12 ч день – 12 ч ночь. После адаптации рыб 
к этим условиям в течение суток содержание кислорода в воде 
снижали за 2.5–3.0 ч с 8.5–8.7 мг/л (100% насыщения, контроль) 
до 2.6 мг/л (30% насыщения, опыт), а затем до 1.3 мг/л (15% на-
сыщения, опыт) прокачиванием азота. Экспозиция при каждой 
концентрации составляла 4 ч. Содержание кислорода в воде 
контролировали потенциометрически. В работе использовали 
оксиметр ELWRO PRL T N5221 (Poland).

Кровь получали пункцией хвостовой артерии рыб. В ка-
честве антикоагулянта применяли гепарин ("Рихтер", Венгрия). 
Образцы крови помещали в пластиковую пробирку объёмом 
0.5 мл. Изготавливали мазки крови, которые окрашивали по 
комбинированному методу Паппенгейма (Май-Грюнвальд + Ро-
мановский-Гимза) (Золотницкая, 1987). В работе использовали 
светооптический микроскоп "Биолар" (Польша), оборудован-
ный камерой Olympus C-7070.

Линейные размеры клеток крови определяли по фото-
графиям с помощью компьютерной программы ImageJ 1.44p 
(Girish, Vijayalakshmi, 2004). Измеряли большую и малую оси 
клетки (С1 и С2) и их ядер (N1 и N2) (рис. 1). На основании изме-
рений оценивали объём клетки (Vc) с учётом объёма ядра (Vn) 
(Ташкэ, 1980) и её толщины (h) (Чижевский, 1959) по уравне-
нию (Houchin et al., 1958):

 , 

где  и .

Наряду с этим рассчитывали площадь поверхности клет-
ки (Sc) (Houchin et al., 1958; Ташкэ, 1980):

,

где e, a, b – расчётные коэффициенты: ; ; 
b = 0.67h.

На основании значений Vc, Vn и Sc определяли величину 
ядерно-плазматического отношения (NCR):

и удельную поверхность эритроцитов (SSc):

.

Статистическая обработка и графическое оформление 
полученных результатов выполнены с применением стандарт-
ного пакета Grapher (версия 7). Результаты представлены в виде 
средней ± стандартная ошибка средней ( ). Достоверность 
различий оценивали при помощи t-критерия Стьюдента. О нор-
мальности распределения судили по критерию Пирсона. Объём 
выборочных совокупностей составлял 7–11 особей на точку. 
Число измеренных клеток – 400–900 единиц на препарат (мазок 
крови). При оценке зависимости Vc от С1 и С2 использовали 
уравнение линейной функции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Понижение концентрации кислорода в воде с 8.5–
8.7 до 2.6 мг/л (30% насыщения) приводило к уменьше-

Рис. 1. Схема измерения ядерных эритроцитов. C1 – продольная 
ось клетки, C2 – поперечная ось клетки, N1 – продольная ось ядра,  
N2 – поперечная ось ядра.
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нию среднеклеточного объёма зрелых эритроцитов (Vc) 
скорпены на 4–5% (p < 0.001) (рис. 2). При более глу-
бокой гипоксии (1.3 мг/л, 15% насыщения) наблюдали 
прямо противоположные изменения: объём клеток отно-
сительно контрольных значений повышался на 4% (p < 
0.001). По сравнению с результатами, полученными при 
концентрации кислорода 2.6 мг/л, рост объёма клеток 
был ещё более выражен и достигал почти 9% (p < 0.001). 
Эти результаты совпали с данными, полученными ранее 
в условиях экспериментов in vitro: при гипоксии до 2 мг/л 
объём клеток снижался на 2–5%, а при гипоксии ниже 
2 мг/л, напротив, увеличивался на 3–12% (Андреева, Сол-
датов, 2012).

Сходные изменения в условиях экспериментальной 
гипоксии (in vivo) отмечены и для площади поверхности 
(Sc) циркулирующих эритроцитов (рис. 2). У контрольной 
группы рыб этот показатель составлял 379.6 ± 1.9 мкм2. 
При понижении концентрации кислорода до 2.6 мг/л 
Sc уменьшалась на 4% (p < 0.001), а при концентрации 
1.3 мг/л, напротив, увеличивалась на 9% (p < 0.001), до-
стигая максимальных значений: 270.4 ± 1.7 мкм2.

Характер изменения NCR и SSc был несколько иным. 
Эти показатели несколько повышались по мере снижения 

концентрации кислорода в воде (рис. 2). Увеличение NCR 
в основном определялось ростом объёма клеток, так как 
объём их ядер не изменялся и составлял 40–42 мкм3. Из-
менение SSc было незначительным и не превышало 1% 
относительно контрольных значений.

Эритроциты рыб являются эллипсоидными клетка-
ми. Поэтому при изменении их Vc и Sc могут быть задей-
ствованы три переменные: продольная (C1) и поперечная 
(C2) оси и толщина (h) (рис. 1). Толщину мы исключили из 
рассмотрения, так как она является расчётной величиной 
и определяется по формуле (Чижевский, 1959), исходя из 
значений С1. Анализ корреляционных связей между Vn 
и осями клетки (С1 и С2) показал (рис. 3), что объём клет-
ки лучше коррелирует с С1, чем с С2: коэффициент де-
терминации (R2) изменялся в пределах 0.527–0.691. При 
этом гипоксия не влияла на характер связи. Полученные 
значения R2 близки к таковым в контрольной группе. Для 
С2 они существенно ниже (R2 = 0.119–0.292).

Случаи набухания (swelling) зрелых эритроцитов 
в условиях внешней гипоксии впервые в условиях in vivo 
были показаны для радужной форели Salmo gairdneri 
(см.: Nikinmaa, 1986). Позже подобную реакцию на-
блюдали и у других видов лососей (Ferguson, Boutilier, 

Рис. 2. Морфометрические характеристики циркулирующих эритроцитов в условиях нормоксии и гипоксии. Вертикальные линии – стан-
дартная ошибка.
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1988; Perry, Wood, 1989; Crocker, Cech, 1998), миноги 
Lampetra fluviatilis (см.: Tufts, 1992) и у некоторых ви-
дов амазонских рыб (Val et al., 1997). Принято считать, 
что в её основе лежит рост содержания катехоламинов 
(адреналина, норадреналина) в крови, которые связы-
ваются с β-адренорецепторами мембран эритроцитов 
и индуцируют работу Na+/H+ антипорта (Nikinmaa, 1991; 
Jensen, 2004). Приток Na+ и выход H+ имеет два важных 
следствия для клетки: набухание и коррекция величины 
рН цитоплазмы. Последнее важно для сохранения поло-
жения кривой диссоциации оксигемоглобина (Nikinmaa, 
1991; Jensen, 2004).

Необходимо отметить, что рост содержания ка-
техоламинов в крови рыб в условиях гипоксии скорее 
отражает развитие состояния стресса, нежели являет-
ся реакцией компенсаторного порядка. Перечисленные 
виды рыб в основном относятся к типично оксифильной 
группе, и гипоксия для них, очевидно, стрессорный, а не 
нормальный фактор. Виды, толерантные к экстремально 
низким концентрациям кислорода, к которым относится 
и скорпена, в большинстве своём являются типичными 
конформерами. Они допускают значительные изменения 
параметров внутренней среды и при этом сохраняют ав-
тономность в реакциях клеточных систем. В нашем слу-

Рис. 3. Корреляционные отношения между объёмом эритроцитов и их линейными характеристиками в эксперименте. R2 – коэффициент 
детерминации.



339

БИОЛОГИЯ  МОРЯ   том  43   №  5   2017

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ

чае эритроциты циркулирующей крови скорпены в усло-
виях in vivo реагировали на внешнюю гипоксию, как и in 
vitro (Андреева, Солдатов, 2012). Отметим, что реакции 
совпали не только качественно (порядок событий), но 
и количественно. При этом набуханию клеток предшест-
вовало уменьшение клеточного объёма, что ранее было 
отмечено нами только в условиях in vitro.

В основе анализируемых процессов, по-видимому, 
лежит изменение внутриклеточной рН. В условиях ги-
поксии при активизации анаэробных процессов из клетки 
удаляется значительное количество протонов. Известно, 
что буферная ёмкость цитоплазмы эритроцитов рыб низ-
кая (Adragna et al., 2004). Постепенное снижение рН мо-
жет последовательно активизировать K+/Сl – котранспорт, 
который сопровождается выходом осмолитов и приводит 
к уменьшению объёма клеток при умеренном снижении 
рН (Jensen, 1995), и Na+/H+-антипорт, при значительном 
уменьшении рН приводящий к увеличению объёма кле-
ток, причем данная реакция развивается без присутствия 
катехоламинов (Motais et al., 1992). Эта гипотеза была 
высказана нами ранее (Андреева, Солдатов, 2012). Для 
её проверки необходимо использовать проточную цито-
метрию и специальные флуорохромы для контроля вну-
триклеточной рН.

Таким образом, в условиях 4-часовой адаптации 
особей скорпены к условиям ранжированной гипоксии 
у циркулирующих эритроцитов наблюдается ряд последо-
вательных реакций. При концентрации кислорода 2.6 мг/л 
(30% насыщения) объём и площадь поверхности клеток 
уменьшаются на 4–5%, а при концентрации 1.3 мг/л (15% 
насыщения) они увеличиваются на 4% относительно 
контрольных значений (нормоксия – 7–8 мг/л). Данные 
изменения количественно и качественно совпадают с ре-
зультатами экспериментов, выполненных в условиях in 
vitro. Это означает, что организм толерантной к гипоксии 
скорпены в условиях дефицита кислорода допускает ав-
тономное функционирование эритроцитов.
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Разработан иллюстрированный ключ для определения стадии зоэа I роющих креветок инфраотрядов Gebiidea 
и Axiidea в планктоне зал. Петра Великого Японского моря. Обобщены основные морфологические характеристи-
ки личинок этих групп. Обсуждается возможность варьирования количества стадий зоэа креветок инфраотрядов 
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A key for the identification of zoeae of burrowing shrimps of the infraorders Gebiidea and Axiidea in Peter the 
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An illustrated key for the identification of the first zoeal stage of burrowing shrimps of the infraorders Gebiidea and 
Axiidea in the plankton of Peter the Great Bay (the Sea of Japan) has been elaborated. Summary of the main morphological 
features of gebiidean and axiidean larvae is presented. The possibility of variation of the number of zoeal stages of the 
infraorders Gebiidea and Axiidea in different populations and/or under different laboratory conditions is discussed. (Biologiya 
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Зоэа роющих креветок инфраотрядов Gebiidea 
и Axiidea представляют собой обычный компонент ме-
ропланктона. Это крупные личинки, карапакс которых 
уплощен латерально, эндоподит антенны несегментиро-
ванный, второй вырост тельсона в виде тонкой "таласси-
нидной" щетинки. На заднем крае тельсона находится ме-
диальный шип или медиальная выемка, на месте которой 
на стадии зоэа II появляется медиальный шип.

Исследования последних лет показали, что в зал. 
Петра Великого Японского моря встречаются личинки 
восьми видов роющих креветок. Развитие каждого из этих 
видов прослежено в лабораторных условиях. Личинки 
Upogebia issaeffi (Balss, 1913), U. yokoyai Makarov, 1938, 
Boasaxius princeps (Boas, 1880), Leonardsaxius amurensis 
(Kobjakova, 1973) и Nihonotrypaea makarovi Marin, 2013 
описаны впервые (Kornienko et al., 2012, 2013, 2014, 2017; 
Korn et al., 2016). В работах приведены ключи для опре-
деления разных стадий зоэа данных видов. В лаборатор-
ных условиях получены также личинки Upogebia major 
(De Haan, 1841), Nihonotrypaea petalura (Stimpson, 1860) 
и N. japonica (Ortmann, 1891), изученные ранее в при-
брежных водах Японии (Konishi, 1989; Konishi et al., 1990; 
Miyabe et al., 1998), что позволило сравнить особенности 
развития этих видов в разных частях ареала.

Изучение сезонной динамики, плотности и распре-

деления личинок Gebiidea и Axiidea в Амурском и Уссу-
рийском заливах показало, что они встречаются в план-
ктоне с мая по октябрь при температуре воды 12–23°С. 
Средняя плотность личинок составляет не более 4 экз/м3, 
их доля от общей численности личинок десятиногих ра-
кообразных достигает 18%. В целом в Амурском заливе 
доминируют личинки семейства Upogebiidae, в Уссурий-
ском заливе – семейства Callianassidae. Наиболее мно-
гочисленны зоэа U. major (до 37 экз/м3) и N. makarovi 
(до 46 экз/м3). Зоэа семейства Axiidae встречаются еди-
нично (Голубинская и др., 2016).

Первая личиночная стадия любого вида Decapoda – 
самая массовая в планктоне, поэтому в настоящей работе 
представлен ключ для определения стадии зоэа I рою-
щих креветок, обитающих в российских водах Японского 
моря. Дополнительно приведены общие характеристики 
личинок первых трех стадий зоэа.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Работа выполнена в июне–августе 2011–2015 гг. на Мор-

ской биологической станции "Восток" Национального научного 
центра морской биологии (ННЦМБ) ДВО РАН (зал. Восток, 
Японское море).

Личинки Upogebia major, U. issaeffi, U. yokoyai, 
Nihonotrypaea petalura, N. japonica и Boasaxius princeps были 
получены от самок соответствующих видов и выращены в лабо-
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ратории до стадии мегалопы (Kornienko et al., 2012, 2013, 2014, 
2015). Для вида Nihonotrypaea makarovi описана только первая 
стадия зоэа (Korn et al., 2016). Яйценосные самки Leonardsaxius 
amurensis не были найдены, поэтому личинок первой стадии, 
предположительно принадлежащих L. amurensis, отбирали из 
планктона и культивировали до стадии мегалопы. Их видовая 
принадлежность подтверждена с помощью сравнительного мо-
лекулярно-генетического анализа личинок и взрослых особей 
(Kornienko et al., 2017).

Личинок фиксировали в 4% растворе формальдегида. 
Для описания и промеров использовали не менее 10 личинок 
каждой стадии. Измеряли общую длину личинки от кончика 
рострального шипа до заднего края тельсона (TL) и длину кара-
пакса от кончика рострального шипа до заднего края карапакса 
(CL). Для определения меры разброса размеров рассчитывали 
стандартное отклонение. Контуры личинок зарисовывали под 
микроскопами Ergaval и Olympus CX41 с помощью рисоваль-
ного аппарата.

Образцы личинок хранятся в Музее ННЦМБ ДВО РАН 

(каталожные номера: U. yokoyai – 27589, U. issaeffi – 26559, 
B. princeps – 28312, N. petalura – 29215 и 29216, N. makarovi – 
31897, L. amurensis – 31964).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Ключ для определения зоэа I роющих креветок Gebiidea 
и Axiidea из зал. Петра Великого Японского моря

1а. На плеональных сомитах имеются непарные посте-
родорсальные шипы; фронтальный край карапакса 
с парой антеннальных шипов; рострум широкий, 
уплощенный, покрыт мелкими шипиками, его длина 
заметно больше 1/2 длины карапакса (рис. 1). Инфра-
отряд Axiidea .................................................................2

1б. На плеональных сомитах непарные постеродорсаль-
ные шипы отсутствуют; антеннальные шипы на ка-
рапаксе отсутствуют; рострум узкий, заостренный, 

Рис. 1. Внешний вид зоэа I инфраотряда Axiidea. А, Б – Nihonotrypaea japonica; В, Г – N. petalura; Д, Е – N. makarovi; Ж, З – Boasaxius 
princeps; И, К – Leonadsaxius amurensis.
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невооруженный, его длина около 1/4 длины карапакса 
(рис. 2). Инфраотряд Gebiidea .....................................6

2а. Плеональные сомиты 2–5 каждый с непарным посте-
родорсальным шипом; на заднем крае тельсона нахо-
дится медиальная выемка, медиальный шип отсутст-
вует (рис. 3А) .................................. Boasaxius princeps

2б. Только один из плеональных сомитов с непарным 
постеродорсальным шипом, на заднем крае тельсона 
присутствует медиальный шип ...................................3

3а. Плеональный сомит 2 с длинным непарным постеро-
дорсальным шипом; на сомитах 3–5 имеются зубча-
тые гребни (рис. 3Б) .....................................................4

3б. Плеональный сомит 5 с коротким непарным постеро-
дорсальным шипом, зубчатые гребни на сомитах 3–5 
отсутствуют (рис. 3В)  ..........Leonardsaxius amurensis

4а. На экзоподите антенны две терминальные перистые 
щетинки (рис. 4А) ..................Nihonotrypaea makarovi

4б. На экзоподите антенны одна терминальная перистая 
щетинка (рис. 4Б) ........................................................ 5

5а. На коксе максиллипеда II одна перистозубчатая ще-
тинка (рис. 4В) ............................................  N. japonica

5б. На коксе максиллипеда II щетинок нет (рис. 4Г) ........ 
 ....................................................................... N. petalura

6а. На плеональных сомитах 4 и 5 по два коротких постеро-
дорсальных и постеролатеральных шипа (рис. 5А)  ... 
 ............................................................ Upogebia yokoyai

6б. На плеональных сомитах шипов нет (рис. 5Б) ..........7

7а. Густоперистые щетинки присутствуют на втором, 
третьем и пятом члениках эндоподита максиллипе-
да I (рис. 5В) ....................................................U. issaeffi

7б. Густоперистая щетинка присутствует только на пятом 
членике эндоподита максиллипеда I (рис. 5Г)............. 
 ...........................................................................U. major.

Продолжительность личиночного развития у ис-
следуемых видов заметно различалась в зависимости от 
количества стадий зоэа. Наиболее короткий цикл разви-
тия отмечен у личинок рода Upogebia: у U. major – три 
стадии зоэа, у U. issaeffi и U. yokoyai – четыре. Более 
длительное развитие наблюдалось у Axiidea: пять ста-
дий зоэа у L. amurensis и N. japonica, семь – у N. petalura, 
восемь – у B. princeps. В лабораторных условиях развитие 
N. makarovi до стадии зоэа IV проходило достаточно син-
хронно, однако в дальнейшем линьки становились беспо-
рядочными, поэтому их точное количество определить 
не удалось. Следовательно, цикл развития N. makarovi 
включает не менее пяти стадий зоэа.

Согласно нашим данным, у зоэа исследованных 
видов расположение шипов на сомитах плеона в ходе 
развития не изменяется. Это позволяет без препари-
рования на любой стадии идентифицировать до вида 
зоэа B. princeps, L. amurensis и U. yokoyai и до рода зоэа 
Nihonotrypaea. Различие в строении максиллипеда I по-
зволяет довольно легко определить личинок U. major 
и U. issaeffi на стадии зоэа I (рис. 5В, Г). На старших ста-

Рис. 2. Внешний вид зоэа I инфраотряда Gebiidea. А, Б – Upogebia major; В, Г – U. issaeffi; Д, Е – U. yokoyai.
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Рис. 3. Плеон и тельсон зоэа I. А – Boasaxius princeps; Б – 
Nihonotrypaea japonica, N. petalura, N. makarovi; B – Leonardsaxius 
amurensis.

Рис. 4. Антенна (А – Nihonotrypaea makarovi; Б – N. japonica, N. petalura) и максиллипед II (В – N. japonica; Г – N. petalura) зоэа I.

диях морфологические различия зоэа этих видов столь 
незначительны, что их сложно использовать для иденти-
фикации. В нефиксированных пробах зоэа N. makarovi 
на всех стадиях хорошо отличаются от личинок двух 
других видов рода присутствием пары крупных оран-
жевых хроматофоров у вентральных краев карапакса. 
Видовую принадлежность фиксированных личинок рода 
Nihonotrypaea на стадиях зоэа II и III можно определить 
по числу щетинок на коксе максиллипеда II (N. petalura – 
0, N. japonica – 1, N. makarovi – 2 щетинки), к тому же зоэа 
N. makarovi заметно крупнее, чем личинки других видов 
Nihonotrypaea (табл. 1). На старших стадиях определить 
их до вида невозможно.

В разных группах декапод существуют универ-
сальные сочетания признаков, по которым можно 
определить стадию зоэа. Большое разнообразие коли-
чества стадий развития у роющих креветок позволи-
ло нам выделить эти признаки только для первых трех 
стадий зоэа. В качестве дополнительного признака при 
определении стадии могут быть использованы размеры 
личинок (табл. 1). На стадии зоэа I глаза сидячие; на 
экзоподитах максиллипедов I и II по 4 плавательные 
щетинки; двуветвистый максиллипед III у Upogebia не-
вооруженный, у остальных видов с 5–6 плавательными 
щетинками на экзоподите; плеон состоит из пяти соми-
тов, уроподы и плеоподы отсутствуют (исключение – 
зоэа U. issaeffi и U. major, у которых почки плеоподов 
заметны уже на первой стадии). На стадии зоэа II глаза 
стебельчатые; на экзоподитах максиллипедов I и II по 6 
плавательных щетинок; плеон состоит из пяти сомитов, 
уроподы и плеоподы обычно отсутствуют (у личинок 
U. yokoyai почки плеоподов появляются на этой ста-
дии); есть медиальный шип на заднем крае тельсона. 
У зоэа Upogebia появляются плавательные щетинки 
на экзоподитах максиллипеда III и переоподов 1–3. 
У Nihonotrypaea и B. princeps на этой стадии только 
две первые пары невооруженных переоподов. У зоэа 
L. amurensis хорошо развиты все пять пар переоподов, 
хотя плавательные щетинки на экзоподитах отсутству-
ют. Почка пальпы на мандибуле отсутствует у личинок 
всех видов, за исключением L. amurensis. На стадии 
зоэа III у всех видов отделяется шестой плеональный 
сомит; на мандибуле появляется почка пальпы; имеются 
уроподы, тельсон становится трапециевидным (исклю-
чение – вид B. princeps, у личинок которого отсутствуют 
плеоподы и почка пальпы на мандибуле). Для U. major 
это последняя стадия зоэа.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Основные морфологические характеристики зоэа 
инфраотрядов Gebiidea и Axiidea

В середине прошлого века Герни (Gurney, 1938, 1942) 
выделил два типа зоэа роющих креветок и на основании 
их морфологии разделил надсемейство Thalassinidea на 
две группы: аномурную (Upogebiidae + Laomediidae) 
и омарную (Axiidae + Callianassidae). Позже в соответст-
вии с морфологией взрослых особей талассиниды были 
разделены на две группы: Gebiidea и Axiidea (см.: de Saint 
Laurent, 1979). Новые филогенетические исследования 
с использованием молекулярных данных показали, что 
талассиниды – это парафилетическая группа, которая раз-
деляется на два инфраотряда – Gebiidea и Axiidea (см.: 
Bracken et al., 2009; Robles et al., 2009), что полностью 

согласуется с первоначальной гипотезой Герни (Gurney, 
1938, 1942), основанной на морфологии личинок.

Учитывая большое количество новых сведений, по-
явившихся после 1938 г., Пол и Сантана (Pohle, Santana, 
2014) уточнили основные морфологические характери-
стики личинок двух типов. У зоэа Gebiidea отсутствуют 
антеролатеральные зубчики на карапаксе. Рострум не-
вооруженный, относительно короткий (менее 1/4 длины 
карапакса). На плеоне нет крупных одиночных дорсаль-
ных шипов. У упогебий иногда имеются мелкие парные 
шипы на сомитах 4 и 5. Медиальный шип на заднем крае 
тельсона отсутствует или короткий, но всегда отсутст-
вует на стадии зоэа I. Эндоподит максиллипеда III часто 
рудиментарный. Переопод 5 одноветвистый. У личинок 
Axiidea, напротив, часто имеются антеролатеральные 

Рис. 5. Плеон, тельсон (А – Upogebia yokoyai; Б – U. major, U. issaeffi) и максиллипед I (В – Upogebia major; Г – U. issaeffi) зоэа I.

Таблица 1. Размеры (среднее ± SD, мм) выращенных в лаборатории личинок роющих креветок

Вид
Зоэа I Зоэа II Зоэа III Зоэа IV Зоэа V Зоэа VI Зоэа VII Зоэа VIII

TL CL TL CL TL CL TL CL TL CL TL CL TL CL TL CL
Upogebia 
major

3.36± 
0.2

1.15± 
0.07

4.00± 
0.13

1.30± 
0.06

4.06± 
0.25

1.42± 
0.09

– – – – – – – – – –

U. yokoyai 2.79± 
0.15

0.87± 
0.06

3.08± 
0.07

1.02± 
0.07

3.28± 
0.09

1.08± 
0.04

3.48± 
0.06

1.19± 
0.04

– – – – – – – –

U. issaeffi 2.83± 
0.11

1.00± 
0.06

3.04± 
0.14

1.01± 
0.09

3.47± 
0.23

1.25± 
0.09

4.16± 
0.38

1.37± 
0.11

– – – – – – – –

Nihonotrypaea 
japonica

3.16± 
0.08

1.26± 
0.08

3.66± 
0.13

1.56± 
0.04

4.21± 
0.05

1.85± 
0.68

5.01± 
0.12

2.11± 
0.05

5.64± 
0.08

2.43± 
0.05

– – – – – –

N. petalura 2.90± 
0.07

1.24± 
0.06

3.50± 
0.11

1.53± 
0.08

4.10± 
0.25

1.89± 
0.08

4.30± 
0.06

2.16± 
0.06

5.40± 
0.16

2.36± 
0.03

6.30± 
0.17

2.69± 
0.05

6.70± 
0.05

2.97± 
0.05

– –

N. makarovi 3.66± 
0.04

1.51± 
0.02

4.28± 
0.04

1.74± 
0.02

5.16± 
0.03

2.29± 
0.02

5.53± 
0.14

2.38± 
0.03

* * * * * * – –

Boasaxius 
princeps

3.45± 
0.10

1.52± 
0.03

4.09± 
0.03

1.70± 
0.04

4.60± 
0.11

1.85± 
0.05

5.96± 
0.18

2.56± 
0.11

6.98± 
0.12

3.00± 
0.08

8.44± 
0.27

3.62± 
0.18

9.17± 
0.39

3.98± 
0.22

10.8± 
0.33

4.62± 
0.13

Leonardsaxius 
amurensis

5.27± 
0.15

2.32± 
0.05

5.54± 
0.21

2.31± 
0.11

5.76± 
0.33

2.51± 
0.09

5.15± 
0.41

2.66± 
0.17

6.65± 
0.29

2.91± 
0.17

– – – – – –

*Размеры неизвестны.
П р и м е ч а н и е . TL – общая длина личинки; CL – длина карапакса; "–" – стадия отсутствует.
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зубчики на карапаксе. Рострум обычно уплощенный, за-
зубренный и относительно длинный (больше или равен 
1/2 длины карапакса). Имеется хотя бы один дорсальный 
плеональный шип. Почти все личинки с медиальным 
шипом на заднем крае тельсона, который длиннее, чем 
у Gebiidea. Эндоподит максиллипеда III часто сегменти-
рован и вооружен щетинками. Переопод 5 у некоторых 
видов двуветвистый (Pohle, Santana, 2014).

Основные морфологические характеристики зоэа 
рода Upogebia из зал. Петра Великого совпадают с при-
веденными выше признаками личинок Gebiidea. Для ви-
дов семейств Axiidae и Callianassidae в первую очередь 
необходимо отметить наличие антеннальных шипов, 
поскольку антеролатеральные зубчики на стадии зоэа 
I присутствуют только у личинок рода Nihonotrypaea, 
а у Leonardsaxius amurensis и Boasaxius princeps они 
появляются на стадии зоэа II. На стадии зоэа I у всех 
исследованных нами видов аксиид и каллианассид ро-
струм в дистальной части покрыт мелкими шипиками, 
на последующих стадиях его латеральные края стано-
вятся зазубренными. Длинный медиальный шип на зад-
нем крае тельсона на стадии зоэа I есть у Nihonotrypaea 
и L. amurensis, а у B. princeps он появляется на стадии 
зоэа II. Выполненное нами первоописание личинок пяти 
видов роющих креветок подтвердило справедливость раз-
деления личинок этой группы на два морфотипа, а талас-
синид на два инфраотряда – Gebiidea и Axiidea.

Число стадий зоэа у роющих креветок
Число личиночных стадий у разных видов инфра-

отрядов Gebiidea и Axiidea значительно различается – от 
прямого развития у Upogebia savignyi (Gurney, 1937) до 
восьми стадий зоэа у B. princeps (см.: Kornienko et al., 
2014). У видов рода Upogebia количество стадий зоэа 
варьирует от двух до пяти, наиболее распространенный 
паттерн развития три–четыре стадии зоэа. В семействе 
Callianassidae развитие включает от двух до семи стадий 
зоэа, причем наиболее распространенный вариант – пять 
стадий. Постэмбриональное развитие семейства Axiidae 

слабо изучено, однако известно, что оно может включать 
от двух до восьми стадий зоэа.

Количество личиночных стадий – одна из важных 
характеристик вида. Однако у личинок Nihonotrypaea 
petalura, обитающей в российских водах, насчитывают 
семь стадий зоэа (Kornienko et al., 2015), в то время как 
ранее для этого вида из зал. Ариаке (о-в Кюсю) были 
описаны шесть стадий зоэа (Konishi et al., 1990). Позже 
авторы заключили, что пять стадий – это стандартное 
количество стадий зоэа у каллианассид, а зоэа IV и V 
у N. petalura почти не различаются (Miyabe et al., 1998; 
Konishi et al., 1999). Условия выращивания N. petalura 
в японской и российской лабораториях несколько разли-
чались. В обоих случаях отмечена высокая смертность 
зоэа N. petalura на ранних стадиях, которая, по-видимому, 
была обусловлена значительной адгезией личинок к по-
верхностной пленке воды (Konishi et al., 1990; Kornienko 
et al., 2015). Шесть стадий зоэа N. petalura из разных по-
пуляций были сходны по размерам (табл. 2) и морфоло-
гии. Полученные нами зоэа VII этого вида были более 
крупными и развитыми, чем зоэа предыдущей стадии. 
В строении личинок прослеживались черты, характер-
ные для стадии, предшествующей линьке на стадию 
мегалопы (эндоподиты антенны и антеннулы длиннее 
экзоподитов, хорошо развиты клешненосные переоподы, 
длина плеоподов больше длины сомита), которые были 
отмечены у последних стадий зоэа Neotrypaea uncinata, 
Nihonotrypaea japonica, N. harmandi и других каллианас-
сид (Aste, Retamal, 1984; Miyabe et al., 1998; Konishi et 
al., 1999).

В отличие от личинок N. petalura, зоэа N. japonica 
были очень неприхотливы, в лабораторных условиях их 
смертность была близка к нулю; перед линькой на ста-
дию мегалопы все они проходили через пять стадий зоэа. 
Несмотря на то, что условия выращивания N. japonica 
в разных лабораториях также несколько различались, 
количество стадий зоэа у этого вида было стабильным. 
Зоэа N. japonica из разных популяций были сходны по 
размерам (табл. 2), морфология личинок практически 

Таблица 2. Длина карапакса (мм) выращенных в лаборатории личинок роющих креветок из разных популяций

Стадия

Upogebia major Nihonotrypaea japonica Nihonotrypaea petalura
зал. Петра Велико-
го (наши данные; 

среднее±SD)

зал. Аккеси 
(Konishi, 1989; 

диапазон)

зал. Петра Велико-
го (наши данные; 

среднее±SD)

зал. Ариаке 
(Miyabe et al., 1998; 

среднее±SD)

зал. Петра Велико-
го (наши данные; 

среднее±SD)

зал. Ариаке 
(Konishi et al., 
1990; среднее)

Зоэа I 1.15±0.07 1.08–1.10 1.3±0.07 1.09±0.05 1.24±0.06 1.24

Зоэа II 1.3±0.06 1.09–1.20 1.5±0.04 1.41±0.12 1.53±0.08 1.38

Зоэа III 1.42±0.09 1.27–1.32 2.07±0.12 1.74±0.04 1.89±0.08 1.76

Зоэа IV – – 2.1±0.05 1.90±0.12 2.16±0.06 2.20

Зоэа V – – 2.4±0.05 2.03±0.11 2.36±0.03 2.41

Зоэа VI – – – – 2.69±0.05 –

Зоэа VII – – – – 2.97±0.05 –

П р и м е ч а н и е. "–" – стадия отсутствует.

КОРН И ДР.
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не различалась. Возможно, что N. japonica, обитающая 
в заиленном песке, является более эврибионтным видом, 
чем N. petalura, населяющая каменистый и смешанный 
грунты и предпочитающая более чистую воду, поэтому 
степень выживаемости личинок N. japonica была выше.

Результаты, полученные при изучении развития N. 
petalura, не являются единственным примером. Начиная 
c 1919 г. (Webb, 1919), в литературе появляются многочи-
сленные сведения о варьировании количества стадий зоэа 
у одного и того же вида роющих креветок, что особенно 
характерно для каллианассид (см.: Pohle, Santana, 2014; 
Kornienko et al., 2015). Количество стадий может варьи-
ровать в разных популяциях одного и того же вида и/или 
при разных условиях культивирования. Дополнительная 
личиночная стадия может быть результатом субоптималь-
ных условий культивирования и не встречаться в естест-
венных условиях.

У видов рода Upogebia случаи варьирования ко-
личества личиночных стадий редки (Paula et al., 2001; 
dos Santos, Paula, 2003). В наших экспериментах все три 
вида Upogebia независимо от условий культивирования 
имели стабильное количество стадий зоэа. Сравнение 
личиночного развития U. major в зал. Петра Великого 
и у побережья о-ва Хоккайдо (Konishi, 1989) показало, 
что количество стадий у этого вида не зависело от ме-
стообитания, хотя зоэа U. major из российских вод были 
немного крупнее (табл. 2) и на конечностях у них было 
больше щетинок. Подобные различия обычны для личи-
нок из разных популяций.

Наличие большого количества личиночных стадий 
характерно для низших ракообразных и, по-видимому, 
служит примитивным признаком. Для таких предста-
вителей низших раков, как жаброногие, ветвистоусые 
раки, копеподы и др., характерно длительное личиночное 
развитие. Лишь после 10 линек и более они достигают 
взрослого состояния (Догель, 2015). В ходе эволюции 
количество личиночных стадий у ракообразных сокраща-
ется, и высшие раки – изоподы, амфиподы, кумовые раки, 
мизиды – имеют прямое развитие (Иванова-Казас, 1979). 
Среди роющих креветок длительное развитие характерно 
для Axiidea. Большее количество стадий зоэа и возмож-
ность варьирования этого признака у одного и того же 
вида при разных условиях обитания или культивирова-
ния подтверждают примитивность Axiidea по сравнению 
с Gebiidea. Кониси (Konishi, 1989) полагал, что по строе-
нию личинок семейство Upogebiidae (Gebiidea) занимает 
промежуточное положение между более примитивным 
семейством Axiidae (Axiidea) и более продвинутым се-
мейством Laomediidae (Gebiidea). Это подтверждено 
данными молекулярно-генетического анализа: в филоге-
нетической системе роющих креветок Axiidea занимают 
базальное положение (Tsang et al., 2008).
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Исследован таксономический состав бактерий, ассоциированных с двумя видами немертин (Hubrechtella juliae, 
Lineus alborostratus), содержащих тетродотоксин (ТТХ-содержащих), и с двумя видами немертин (Quasitetrastemma 
stimpsoni, Malacobdella grossa), не содержащих ТТХ, которые были собраны в зал. Петра Великого Японского моря. 
Идентификация проведена по результатам секвенирования последовательностей гена 16S рРНК и анализа фенотипи-
ческих характеристик. В ходе исследования было выделено и охарактеризовано 38 штаммов гетеротрофных бактерий 
из восьми родов: Pseudoalteromonas, Shewanella, Ruegeria, Pseudomonas, Defluviicoccus, Vibrio, Alteromonas и Bacillus. 
Среди ассоциативной микрофлоры немертин преобладали бактерии, относящиеся к γ-Proteobacteria (76.3% от общего 
числа изолятов). Анализ чувствительности к разным классам антибиотиков выявил устойчивость 38 штаммов к трём 
или более антибиотикам. Антимикробную активность к одному и более индикаторным микроорганизмам проявляли 
15 изолятов, большинство из них являлись представителями рода Pseudoalteromonas. Скрининг ТТХ-продуцирующих 
бактерий проводили с помощью конфокальной лазерной сканирующей микроскопии с использованием поликло-
нальных антител против ТТХ. Из немертины H. juliae выявлен ТТХ-продуцирующий штамм Pseudoalteromonas sp. 
Установлена корреляция между наличием TTX-положительной микрофлоры и токсичностью немертин. 

Ключевые слова: морские гетеротрофные бактерии, ассоциативная микрофлора, бактериальное разнообразие, 
немертины, тетродотоксин.

Taxonomic composition, characteristics and neurotoxic activity of ribbon worm-associated bacteria from sea 
of Japan. D. I. Melnikova1, 2, I. A. Beleneva2, A. P. Tyunin3, T. Yu. Magarlamov1, 2 (1School of Biomedicine, Far Eastern 
Federal University, Vladivostok 690092; 2A.V. Zhirmunsky Institute of Marine Biology, National Scientific Center of Marine 
Biology, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok 690041; 3Institute of Biology and Soil Science, 
Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok 690022)

The taxonomic composition of bacteria associated with the two species of tetrodotoxin-bearing (TTX-bearing) 
(Hubrechtella juliae, Lineus alborostratus) and two species of non-TTX-bearing (Quasitetrastemma stimpsoni, Malacobdella 
grossa) ribbon worms collected from the Peter the Great Bay of Sea of Japan, was studied. Bacterial isolates were identified 
using 16S rRNA gene sequencing and phenotypic characteristics. Thirty-eight strains of heterotrophic bacteria from the eight 
genera: Pseudoalteromonas, Shewanella, Ruegeria, Pseudomonas, Defluviicoccus, Vibrio, Alteromonas and Bacillus, were 
isolated and characterized. γ-Proteobacteria dominated among the associated microflora of nemerteans (76.3% of the total 
number of isolates). The sensitivity analysis of 38 strains to antibiotics of various classes revealed multiple resistance to three 
or more antibiotics in all of the studied isolates. The 15 bacterial strains isolated in the present study exhibited antimicrobial 
activities against at least one of five indicator microorganisms, most of which were correspondent to Pseudoalteromonas 
genus. Screening of the TTX-producing bacteria was performed using confocal laser scanning microscopy and polyclonal 
antibodies. TTX-producing strain Pseudoalteromonas sp. was found in the nemertean H. juliae. The correlation between 
the presence of TTX-positive microflora and the toxicity of nemerteans was determined. (Biologiya Morya, 2017, vol. 43, 
no. 5, pp. 349–357).

Keywords: marine heterotrophic bacteria, associated microflora, bacterial diversity, nemerteans, tetrodotoxin.

*Таксономический состав микрофлоры четырех видов немертин исследован при финансовой поддержке ДВФУ (№ 14-08-06-19i) и Программы 
фундаментальных научных исследований "Дальний Восток" (№ 15-1-3-036). Скрининг бактерий, выделенных из немертин, на продукцию ТТХ 
выполнен при финансовой поддержке РНФ (№ 15-15-20026).

Морские гидробионты являются богатым источни-
ком биологически активных веществ с антимикробной, 
цитотоксической и противоопухолевой активностью 
(Suleria et al., 2016). Среди веществ, обнаруженных 
в этих организмах, выделяют нейротоксины, широко 

УДК 579.23; 579.246; 579.852.11

используемые в нейробиологии, фармакологии и ме-
дицине (Haefner, 2003). Тетродотоксин (ТТХ) – один из 
наиболее изучаемых низкомолекулярных токсинов, кото-
рый относится к группе гуанидиновых нейротоксинов, 
избирательно блокирующих натриевые каналы в нерв-
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ных и мышечных клетках. Широкое распространение 
ТТХ в филогенетически различных группах организмов 
привело к созданию гипотезы о бактериальном проис-
хождении токсина (Mosher, Fuhrman, 1984). Начиная 
с 1980-х годов, ТТХ-продуцирующие бактерии были 
выделены из красных водорослей, немертин, морских 
звезд, крабов, брюхоногих моллюсков, осьминогов, рыб 
фугу, а также из пресных водоёмов и морских донных 
осадков (Chau et al., 2011). Бактерии-продуценты ТТХ 
относятся к разным филогенетическим группам микро-
организмов: Proteobacteria (роды Vibrio, Pseudomonas, 
Serratia, Raoultella, Roseobacter, Aeromonas, Shewanella, 
Plesiomonas, Alteromonas, Acinetobacter, Caulobacter), 
Actinobacteria (роды Microbacterium, Micrococcus, 
Kytococcus, Cellulomonas, Actinomycete, Nocardiopsis, 
Streptomyces), Firmicutes (роды Bacillus, Lysinibacillus) 
и Bacteroidetes (роды Flavobacterium, Tenacibaculum) 
(Pratheepa, Vasconcelos, 2013).

Многие немертины содержат различные нейроток-
сины, которые используются ими для охоты и защиты от 
хищников (Kem, 1985). Для некоторых видов немертин 
было показано содержание экстремально высоких кон-
центраций ТТХ (Asakawa et al., 2000, 2013). Так, Макэвой 
с соавторами (McEvoy et al., 1998) предположили, что 
ТТХ и его предшественники образуются в немертинах 
за счёт симбиотических или паразитических микроор-
ганизмов. Кэрол с соавторами (Carroll et al., 2003) выде-
лили ТТХ-продуцирующие вибрионы из семи видов не-
мертин (Cephalothrix rufifrons, Lineus longissimus, Lineus 
ruber, Lineus viridis, Ramphogordius sanguineus, Riseriellus 
occultus, Amphiporus lactifloreus) и показали связь меж-
ду бактериями и продукцией ТТХ. Однако в литературе 
отсутствуют сведения о таксономическом разнообразии 
и свойствах ассоциативной микрофлоры токсичных не-
мертин, исследования микрофлоры нетоксичных видов 
немертин также не проводились. В связи с этим настоя-
щая работа посвящена изучению свойств и особенностей 
таксономического состава культивируемых бактерий, 
ассоциированных с ТТХ-содержащими и нетоксичными 
немертинами.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В исследовании использованы ТТХ-содержащие немер-
тины Hubrechtella juliae и Lineus alborostratus и не содержащие 
токсины немертины Quasitetrastemma stimpsoni и Malacobdella 
grossa. Токсичность H. juliae была подтверждена иммуногисто-
химическими методами (Магарламов, Чернышев, неопублико-
ванные данные), а токсичность L. alborostratus – иммуногисто-
химическими методами (Magarlamov et al., 2016), биотестами 
на мышах, высокоэффективной жидкостной хроматографией 
с масс-спектрометрией (ВЭЖХ–МС) и газовой хроматографи-
ей с масс-спектрометрией (ГХ–МС) (Asakawa et al., 2013). От-
сутствие ТТХ и его аналогов в M. grossa было подтверждено 
иммуногистохимическими методами с использованием антител 
против ТТХ (Магарламов, Чернышев, неопубликованные дан-
ные); отсутствие токсинов в Q. stimpsoni было показано на виде-
двойнике Quasitetrastemma nigrifrons (Zaslavskaya et al., 2010) 

с помощью биотестов на мышах, ВЭЖХ-МС и ГХ-МС (Asakawa 
et al., 2013). Все виды немертин были собраны в зал. Восток 
(зал. Петра Великого Японского моря) в июне-августе 2015 г.: 
L. alborostratus – 12 июня, H. juliae – 4 июля, M. grossa – 20 июля, 
Q. stimpsoni – 8 августа. Животных содержали в аэрируемом 
аквариуме со стерильной морской водой в течение 7 сут. Да-
лее каждый образец трижды тщательно отмывали стерильной 
морской водой. Общую пробу из пяти немертин растирали до 
гомогенного состояния в стерильном ручном гомогенизаторе 
(EMS, США) с соблюдением правил асептики; затем гомоге-
нат разбавляли 0.154 М раствором NaCl до конечного объёма 
1 мл (нативный гомогенат). Для получения отдельных колоний 
гомогенат в серийных разведениях высевали на чашки Петри 
с плотной средой Йошимицу–Кимура (Y–К) (Beleneva et al., 
2014). Посевы культивировали при температуре 23°С в течение 
7 сут. Бактериальные изоляты трижды пересевали на соответст-
вующую среду для получения чистой культуры.

Были проведены стандартные тесты по ранее описанным 
методикам: тесты на реакцию по Граму, на подвижность, цитох-
ромоксидазу, утилизацию источников углерода, образование 
кислых продуктов из углеводов, на устойчивость к антибиоти-
кам, на потребность в ионах Na+, на рост при разных значениях 
температуры, рН и солёности (Beleneva et al., 2013). Гидролиз 
желатина и крахмала исследовали согласно прописи (Smibert, 
Krieg, 1994). Дополнительное биохимическое тестирование 
штаммов вибрионов выполнено с использованием тест-систем 
СИБ (Микроген, Россия), а остальных изолятов – систем API 
20NE (bioMérieus, Франция). Идентификацию изолятов прово-
дили на основе результатов анализа биохимических характе-
ристик и секвенирования последовательностей гена 16S рРНК.

Общую ДНК выделяли из бактериальных штаммов 
модифицированным методом Эхта (Dubrovina et al., 2010). 
Таксономическую принадлежность бактериальных изоля-
тов оценивали на основе анализа последовательностей гена 
16S рРНК (Kiselev et al., 2013). Для амплификации последо-
вательности гена 16S рРНК использовали следующие прай-
меры: p27f (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) и p1524r 
(5’-AAGGAGGTGATCCARCCGCA) (Lane, 1991). Реакцию 
амплификации проводили в объёме 20 мкл, содержащем 10 мМ 
Трис-HCl (рН 8.5), 50 мМ KCl, 2 мМ MgCl2, 0.01% желатина, 
0.1 мМ Тритон Х-100, 0.2 мМ каждого из дНТФ, 0.2 мкМ прай-
мера и 1 ед. Taq-ДНК-полимеразы (Silex M, Россия). В качестве 
матрицы в реакции ПЦР использовали 20–60 нг ДНК. Термиче-
ский цикл проводили в UNO Thermoblock (Biometra, Германия), 
запрограммированном на начальной стадии денатурации: 2 мин 
при 95°C, а затем 35 циклов: 20 с при 95°C, 20 с при 55°C, 
2 мин при 72°C и окончательный цикл – при 72°C в течение 
5 мин. ПЦР-продукты, соответствующие последовательности 
гена 16S рРНК, очищали этанолом и секвенировали генным 
анализатором ABI 3130 (Applied Biosystems, США) (Kiselev et 
al., 2013). Полученные фрагменты последовательностей генов 
16S рРНК были депонированы в генбанк (NCBI/GenBank) под 
номерами KX233643-KX233683. Филогенетическое дерево по-
строено методом объединения ближайших соседей ("neighbor-
joining" method) (Saitou, Nei, 1987) с использованием програм-
мы ClustalX вер. 1.8 (Thompson et al., 1997). Для оценки то-
пологии филогенетического дерева и стабильности кластеров 
использовали бутстреп-анализ c 1000 итераций в программе 
Mega 6 (Tamura et al., 2013).

Для выявления ТТХ-положительной микрофлоры в об-
щих бактериальных смывах и ТТХ-положительных клеток в 38 
выделенных штаммах использовали метод конфокальной лазер-
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ной сканирующей микроскопии с поликлональными антителами 
против ТТХ (разведение 1: 25; Abnova, США). Для получения 
общего бактериального смыва 0.1 мл нативного гомогената каж-
дого вида немертин высевали в чашки Петри с плотной средой 
Y-K и культивировали в течение 3 сут при температуре 23°С. 
Клетки отмывали с поверхности агара стерильной морской во-
дой и осаждали на центрифуге MiniSpin (Eppendorf, Германия) 
при 3000 g в течение 10 мин. Получившейся осадок фиксиро-
вали 4% раствором параформальдегида на фосфатном буфере 
(рН 7.4). Скрининг на продукцию ТТХ общих бактериальных 
смывов и отдельных штаммов проводили согласно описанной 
ранее методике (Beleneva et al., 2014). Неиммунную сыворотку 
кролика и фосфатный буфер с добавлением 10% бычьего сыво-
роточного альбумина использовали в качестве отрицательного 
контроля; каких-либо положительных свечений в контроле не 
наблюдали. Для исключения аберрантной автофлюоресценции 
образцы анализировали в фильтре 546.

Антимикробную активность изолятов в отношении типо-
вых тест-культур Escherichia coli ATCC15034, Bacillus subtilis 
BKM B501, Candida albicans KMM 455, Pseudomonas aeruginosa 
KMM 433 и Staphylococcus aureus ATCC21027 анализирова-
ли в соответствии с описанной ранее методикой (Beleneva et 
al., 2013). Бактериальные штаммы хранили в криопробирках 
при –85°C на морской воде с 30% глицерина, 1% пептона (Difco, 
Китай) и MgSO4 (3–5 г/л) в коллекции морских гетеротрофных 
бактерий Национального научного центра морской биологии 
ДВО РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе исследования было выделено и охарактери-
зовано 38 штаммов гетеротрофных бактерий: 21 штамм 
из Quasitetrastemma stimpsoni, 7 штаммов из Lineus 
alborastratus, 6 – из Malacobdella grossa и 4 штамма 
из Hubrechtella juliae. На основании фенотипических 
свойств бактерий и результатов филогенетического ана-
лиза изоляты были отнесены к трём филогенетическим 
группам: γ-Proteobacteria (76.3% от общего числа изоля-
тов), α-Proteobacteria (7.9%) и Firmicutes (15.8%) (рис. 1). 
Среди выделенных штаммов преобладали грамотрица-
тельные бактерии – 84.2% от общего числа изолятов. Они 
были представлены преимущественно Pseudoalteromonas 
spp. (18 штаммов) и Shewanella spp. (7 штаммов); минор-
ными компонентами являлись Ruegeria spp. (2 штамма), 
Pseudomonas spp. (2 штамма) и по одному штамму из 
родов Defluviicoccus, Vibrio и Alteromonas. Все 6 грам-
положительных изолятов принадлежали роду Bacillus. 
По результатам анализа нуклеотидного состава участка 
гена 16S рРНК было показано, что все изолированные 
штаммы имели 99–100% сходство с близкородственны-
ми типовыми штаммами (рис. 1), последовательности 
которых для сравнения были взяты в GenBank (табл. 1). 
Только изолят Defluviicoccus sp. 1933 показал 98% сход-
ство с Defluviicoccus vanus str. Ben; изолят Bacillus sp. 
1941 оказался близок к B. aerius str. 24K и B. altitudinis 
str. 41KF2b.

Микрофлора, ассоциированная с Q. stimpsoni, была 
представлена главным образом родом Pseudoalteromonas 
(71.4% от общего числа штаммов); кроме штаммов рода 
Pseudoalteromonas были выявлены по два штамма Bacillus 

spp., Pseudomonas spp. и Shewanella spp., а также один 
штамм Vibrio sp. В составе микрофлоры L. alborostratus 
обнаружены Defluviicoccus (1 штамм), Bacillus (3 штам-
ма) и Shewanella (3 штамма). Бактерии, ассоциированные 
с M. grossa, принадлежали родам Alteromonas (1 штамм), 
Ruegeria (2 штамма) и Pseudoalteromonas (3 штамма). 
По одному представителю родов Pseudoalteromonas 
и Bacillus и два штамма Shewanella spp. выявлены 
в H. juliae.

Сравнение последовательностей гена 16S рРНК 
с данными NCBI/GenBank показало, что штаммы 2130 
и 2132, обнаруженные в немертинах L. alborastratus 
и Q. stimpsoni, близки штамму B. aerius str. 24K. Штам-
мы 1819, 1827 и 2099, близкородственные штамму 
Pseudoalteromonas arctica str. A37-1-2, были выделены 
из немертин Q. stimpsoni и M. grossa. Штаммы, близкие 
Shewanella baltica str. OS155, были выделены из немер-
тин H. juliae и L. alborastratus. Штамм 1942, выделенный 
из H. juliae, и штамм 2138, выделенный из Q. stimpsoni, 
показали 100% сходство с морскими изолятами 
Pseudoalteromonas tetraodonis IAM 14160 и P. tetraodonis 
str. NBRC103034 соответсвенно.

Штаммы Pseudoalteromonas spp., как правило, фор-
мировали бледно-жёлтые колонии, при этом были выяв-
лены штаммы с тёмно-коричневым и бежевым пигмен-
том. Клетки представляли собой прямые и изогнутые па-
лочки разной длины. Бактерии имели цитохромоксидазу 
и амилазу, не ферментировали глюкозу, для роста нужда-
лись в ионах Na+; аргинин дигидролаза, нитратредуктаза 
отсутствовали. Половина штаммов имела желатиназу. 
Бактерии рода Shewanella формировали бежевые коло-
нии; клетки представляли собой короткие или средней 
длины палочки с закругленными концами. Все изоляты 
имели цитохромоксидазу, желатиназу, ферментировали 
глюкозу и росли на среде с содержанием NaCl от 0 до 6%. 
Индивидуальные отличия штаммов заключались в нали-
чии или отсутствии нитратредуктазы и в потребности 
в ионах Na+ для роста в среде.

Изоляты 1836 и 2134 Pseudomonas sp. формировали 
непигментированные колонии. Клетки в виде палочек 
средней длины имели тёмные включения. Бактерии не 
ферментировали глюкозу, имели цитохромоксидазу, же-
латиназу, аргинин дигидролазу и нитратредуктазу; росли 
при концентрации NaCl от 0 до 6%. Единственный штамм 
Vibrio sp. формировал непигментированные колонии. 
Клетки были короткими, изогнутыми, с закругленными 
концами. Штамм характеризовался факультативно ана-
эробным типом метаболизма, имел цитохромоксидазу 
и каталазу, а также нуждался в ионах Na+ для роста и был 
чувствителен к вибриостатическому агенту 0-129 (Oxoid) 
в концентрации 10 и 150 мкг. Штамм 1933 Defluviicoccus 
sp. обладал ярко-оранжевым пигментом и формировал 
короткие с закругленными концами клетки. Бактерии 
имели окислительный тип метаболизма, обладали ци-
тохромоксидазой, гидролизовали желатин, но не крахмал, 
и не росли без ионов Na+. Единственный представитель 
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Рис. 1. Филогенетическое дерево бактериальных изолятов, выделенных из немертин (жирный шрифт) и родственных им бактерий, по-
строенное на основе последовательности гена 16S рРНК методом объединения ближайших соседей.

рода Alteromonas штамм 2093 имел бесцветные колонии 
и длинные изогнутые клетки с закругленными концами. 
Позитивный по цитохромоксидазе штамм не ферментиро-
вал глюкозу, не гидролизовал желатин и крахмал, не обла-
дал нитратредуктазой, для роста нуждался в ионах Na+. 
Штаммы Ruegeria 2095 и 2098 были непигментированны-
ми короткими палочками, обладали цитохромоксидазой, 
не окисляли глюкозу на среде Хью-Лейфсона и росли при 
концентрации NaCl в среде от 3 до 6%. Штаммы Bacillus 
spp. формировали в основном бежевые колонии, однако 
встречались штаммы с жёлтым и оранжевым пигментом. 
Бактериальные клетки представляли собой подвижные 
палочки с закруглёнными концами, способные к спороо-
бразованию. Они имели цитохромоксидазу и желатиназу, 
не гидролизовали крахмал и нуждались в NaCl для роста 
в среде. Индивидуальные отличия штаммов – наличие 
или отсутствие нитратредуктазы и амилазы.

Антимикробную активность изолятов исследовали 
в отношении пяти тестовых культур микроорганизмов 

(табл. 2). Из выделенных изолятов 15 показали актив-
ность в отношении хотя бы одной тестовой культуры. 
Pseudoalteromonas sp. 2133 ингибировал рост трех куль-
тур. Пять штаммов Pseudoalteromonas spp. (1817, 1818, 
1820, 1826, 2099), Shewanella sp. 2125 и Ruegeria sp. 2029 
проявили активность в отношении двух тестовых куль-
тур. Большинство активных в отношении тестовых куль-
тур штаммов было изолировано из Q. stimpsoni и при-
надлежало роду Pseudoalteromonas (10 штаммов). Все 
изученные изоляты независимо от таксономического по-
ложения проявили полирезистентность к антибиотикам 
(табл. 2). Большинство штаммов показало устойчивость 
к β-лактамам (ампициллин, пенициллин, карбенициллин, 
оксациллин) и линкомицину.

Методом конфокальной лазерной сканирующей ми-
кроскопии с использованием поликлональных антител 
против ТТХ было установлено наличие ТТХ-положи-
тельных бактериальных клеток в микрофлоре H. juliae 
и L. alborostratus (рис. 2А, Б). Какие-либо ТТХ-положи-
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Таблица 1. Таксономическое положение бактериальных штаммов, ассоциированных с немертинами Hubrechtella juliae, Lineus 
alborostratus, Quasitetrastemma stimpsoni и Malacobdella grossa, на основании анализа нуклеотидного состава участка гена 16S рРНК

Номер 
штамма

Номер 
в GenBank Близкородственный организм Идентич-

ность, %
Quasitetrastemma stimpsoni

1817 KX233683 Pseudoalteromonas spiralis str. Te-2–2 (NR_114801) 99
1818 KX233682 Pseudoalteromonas paragorgicola str. KMM3548 (NR_025654) 99
1819 KX233681 Pseudoalteromonas arctica str. A37–1–2 (NR_043959) 100
1820 KX233680 Pseudoalteromonas haloplanktis str.TAC125 (NR_102834) 100
1821 KX233679 Pseudoalteromonas haloplanktis str.TAC125 (NR_102834) 99
1822 KX233678 Pseudoalteromonas hodoensis str. H7 (NR_126232) 99
1823 KX233677 Pseudoalteromonas hodoensis str. H7 (NR_126232) 99
1824 KX233676 Pseudoalteromonas distincta str. KMM638 (NR_041711) 99
1825 KX233675 Bacillus gottheilii str. WCC458 (NR_108491) 99
1826 KX233674 Pseudoalteromonas haloplanktis str.TAC125 (NR_102834) 100
1827 KX233673 Pseudoalteromonas arctica str. A37–1–2 (NR_043959) 100
1828 KX233672 Pseudoalteromonas haloplanktis str.TAC125 (NR_102834) 99
1829 KX233671 Pseudoalteromonas haloplanktis str.TAC125 (NR_102834) 100
1830 KX233670 Shewanella halifaxensis str. HAW-EB4 (NR_074822) 99
1831 KX233669 Shewanella halifaxensis str. HAW-EB4 (NR_074822) 100
1836 KX233668 Pseudomonas guineae str. M8P (NR_042607) 100
1837 KX233667 Vibrio casei str. Ws4539 (NR_116870) 100
2132 KX233649 Bacillus aerius str. 24K (NR_118439) 100
2133 KX233648 Pseudoalteromonas ulvae str. Ul12 (NR_025032) 99
2134 KX233647 Pseudoalteromonas haloplanktis str.TAC125 (NR_102834) 100
2138 KX233644 Pseudoalteromonas tetraodonis str. NBRC103034 (NR_114187) 100

Lineus alborostratus
1933 - Defluviicoccus vanus str. Ben (NR_041771) 98
1934 KX233666 Bacillus aquimaris str. TF-12 (NR_025241) 100

1941 KX233665 Bacillus aerius str. 24K (NR_118439)
Bacillus altitudinis str. 41KF2b (NR_042337) 100

2127 KX233653 Shewanella basaltis str. J83 (NR_044418) 99
2128 KX233652 Shewanella baltica str. OS155 (NR_074843) 100
2129 KX233651 Shewanella xiamenensis str. S4 (NR_116732) 99
2130 KX233650 Bacillus aerius str. 24K (NR_118439) 100

Malacobdella grossa
2093 KX233662 Alteromonas macleodii str. Ad45 (NR_074797) 99
2095 KX233661 Ruegeria pelagia str. NBRC102038 (NR_116522) 99
2096 KX233660 Pseudoalteromonas shioyasakiensis str. Se3 (NR_125458) 99
2097 KX233659 Pseudoalteromonas agarivorans str. DSM14585 (NR_025509) 99
2098 KX233658 Ruegeria sp. str. Tm1040 (NR_074151) 99
2099 KX233657 Pseudoalteromonas arctica str. A37–1–2 (NR_043959) 99

Hubrechtella juliae
1942 KX233664 Pseudoalteromonas tetraodonis str. IAM14160 (NR_041787) 99
1947 KX233663 Bacillus safensis isolate PSB5 (LT703514) 100
2125 KX233655 Shewanella seohaensis str. S7–3 (NR_108852) 99
2126 KX233654 Shewanella baltica str. OS155 (NR_074843) 99

П р и м е ч а н и е. "-" – штамм не депонирован в GenBank.
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Таблица 2. Антимикробная активность и антибиотико-устойчивость изолятов немертин

Штамм Род Антибиотико-устойчивость Антимикробная активность в отношении 
тестовых культур

Quasitetrastemma stimpsoni
1825 Bacillus CfzCipEryOlTetLinLev -

2132 Bacillus PenCfzCipGenEryOlTetLinLevRifPol -

1817 Pseudoalteromonas PenOxCarbCfzLin Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa
1818 Pseudoalteromonas PenOxCfzCipLinGen C. albicans, P. aeruginosa
1819 Pseudoalteromonas PenOxCarbCfzCipLinOl -

1820 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbCfzStrGenEryTetLinRif C. albicans, Bacillus subtilis
1821 Pseudoalteromonas PenOxCarbCfzLinRif C. albicans
1822 Pseudoalteromonas PenOxCarbCfzLinRif P. aeruginosa
1823 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbCfzTetLinRif -

1824 Pseudoalteromonas PenOxCarbCfzGenLinRif C. albicans
1826 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbCfzGenOlLinRifPol C. albicans, P. aeruginosa
1827 Pseudoalteromonas PenOxCarbCfzEryOlLin -

1828 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbCfzCipStrGenTetLinLevRif C. albicans
1829 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbCfzCipXGenTetLin -

2133 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbTetLin Staphylococcus aureus, C. albicans, B. subtilis
2134 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbCfzTetLin -

2138 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbCfzTetLin B. subtilis
1836 Pseudomonas PenOxCarbCfzEryOlLin -

1830 Shewanella PenAmpOxCarbCfzCipStrGenEryOlTetLinRif -

1831 Shewanella PenAmpOxCarbCfzCipGenEryOlTetLinRifPol -

1837 Vibrio PenAmpOxCarbCfzCipGenEryOlLinRif -

Lineus alborostratus
1934 Bacillus CfzCipXStrOlLin -

1941 Bacillus CfzCipX EryOlTetLinLevRifPol -

2130 Bacillus CfzLinLevPol C. albicans
1933 Defluviicoccus CarbCfzStrGenOlLin -

2127 Shewanella PenAmpOxCarbCfzTetLinLevRif -

2128 Shewanella PenAmpOxCarbCfzEryOlTetLinRifPol -

2129 Shewanella PenAmpOxCarbCfzOlTetLinLevRif -

Malacobdella grossa
2093 Alteromonas PenOxCarbCfzOlLinRifPol -

2096 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbCfzTetLin -

2097 Pseudoalteromonas PenAmpOxCfzTetLin -

2099 Pseudoalteromonas PenAmpOxCarbCfzTetLin B. subtilis, Escherichia coli
2095 Ruegeria PenAmpStrGenOlTetLinRif C. albicans, B. subtilis
2098 Ruegeria PenAmpEryOlTetLin C. albicans

Hubrechtella juliae
1947 Bacillus EryOlTetLinLevRifPol -

1942 Pseudoalteromonas OxOlTetLin -

2125 Shewanella PenAmpOxCarbCfzEryTetLinPol C. albicans, B. subtilis
2126 Shewanella PenAmpOxCarbCfzCipStrGenEryOlTetLinLevRifPol -

П р и м е ч а н и е. Pen – пенициллин (6 мкг); Amp – ампициллин (10 мкг); Ox – оксациллин (5 мкг); Carb – карбенициллин (100 мкг); Cfz – цефтазидим 
(30 мкг); Cip – ципрофлоксацин (5 мкг); Str – стрептомицин (25 мкг); Gen – гентамицин (10 мкг); Ery – эритромицин (15 мкг); Ol – олеандомицин 
(15 мкг); Tet – тетрациклин (30 мкг); Lin – линкомицин (15 мкг); Lev – левомицетин (30 мкг); Rif – рифампицин (30 мкг); Pol – полимиксин (300 ед.).
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тельные клетки в микрофлоре M. grossa и Q. stimpsoni 
отсутствовали. Из 38 бактериальных изолятов ТТХ-по-
ложительные клетки были выявлены только в штамме 
Pseudoalteromonas sp. 1942, выделенном из H. juliae 
(рис. 2В).

ОБСУЖДЕНИЕ
Преобладание в составе ассоциированной с не-

мертинами микрофлоры видов, принадлежащих 
к γ-Proteobacteria, согласуется с данными о составе мор-
ских микробных сообществ (Giovannoni, Rappe, 2000). 
Во всех немертинах, за исключением Lineus alborostratus, 
обнаружены бактерии рода Pseudoalteromonas, ха-
рактерные для ассоциативной микрофлоры морских 
беспозвоночных животных (Romanenko et al., 2008). 
В свободноживущих немертинах Hubrechtella juliae, 
Quasitetrastemma stimpsoni и L. alborostratus обнаруже-
ны представители родов Bacillus и Shewanella. В отличие 
от свободноживущих видов, в немертине Malacobdella 
grossa – симбионте двустворчатых моллюсков рода Mya, 
не обнаружено бактерий рода Bacillus. Хотя бактерии 
рода Bacillus чаще встречаются в донных осадках, чем 
в воде и ассоциациях с животными, они также были 
выделены из некоторых ТТХ-содержащих организмов: 
осьминога Hapalochlaena maculosa и нескольких видов 
рыбы фугу (Fugu rubripes, F. obscurus, Arothron hispidus) 
(Pratheepa, Vasconcelos, 2013).

Фенотипические свойства штаммов, ассоцииро-
ванных с немертинами, соответствовали таковым, харак-
терным для представителей родов Pseudoalteromonas, 
Alteromonas, Pseudomonas (Mikhailov et al., 2002), 
Bacillus (Ivanova et al., 1999), Shewanella (Venkateswaran 
et al., 1999), Vibrio (Thompson et al., 2004), Defluviicoccus 
(Maszenan et al., 2005) и Ruegeria (Lee et al., 2007). Из 
38 выделенных из немертин штаммов 15 проявили ан-
тимикробную активность, что согласуется с данными 
о широком распространении микробного антагонизма 
в морской среде (Long, Azam, 2001). Антибактериаль-

Рис. 2. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия (Z-проекции) общей бактериальной культуры Lineus alborostratus (А), Hubrechtella 
juliae (Б) и штамма Pseudoalteromonas sp. 1942 (В), окрашенной антителами против ТТХ. Стрелки указывают на ТТХ-положительные 
бактериальные клетки.

ная активность среди морских микроорганизмов харак-
терна для представителей родов Bacillus, Micrococcus, 
Pseudomonas, Vibrio, Flavobacterium и Alteromonas 
(Sinimol et al., 2016). Как отмечают Лонг и Азам (Long, 
Azam, 2001), наиболее активными продуцентами ан-
тимикробных веществ являются морские пелагиче-
ские γ-протеобактерии из отрядов Alteromonadales 
и Vibrionales, что подтверждается результатами, полу-
ченными в данном исследовании. Большинство проя-
вивших антимикробную активность изолятов относится 
к роду Pseudoalteromonas.

Из морской среды регулярно выделяют антибиоти-
ко-устойчивые штаммы микроорганизмов, относящиеся 
к аллохтонной и аутохтонной микрофлоре. Увеличение 
содержания антибиотических веществ и антибиотико-
устойчивых микроорганизмов в океанах обусловлено 
антропогенным воздействием. Это сброс бытовых от-
ходов, бурное развитие аквакультуры и другие факто-
ры (Baquero et al., 2008). Изначально чувствительные 
штаммы микроорганизмов становятся устойчивыми 
к антимикробным агентам за счёт приобретения но-
вых генов в результате горизонтального переноса или 
рекомбинации генов (Wintersdorff et al., 2016). Распре-
деление антибиотико-устойчивых бактерий в морских 
экосистемах в основном исследуют в пределах рыбных 
хозяйств и объектов марикультуры (Zhang et al., 2011). 
Мультирезистентность выделенных из немертин штам-
мов отражает общую тенденцию и, вероятно, связана 
с повышенной антропогенной нагрузкой в зал. Петра 
Великого Японского моря.

Морские изоляты Pseudoalteromonas tetraodonis 
IAM 14160 и P. tetraodonis str. NBRC103034, имею-
щие 100% генетическое сходство с выделенными нами 
штаммами 1942 и 2138, способны продуцировать ТТХ 
в симбиозе с организмом хозяина (Ivanova et al., 2001). 
Высказано предположение о наличии подобных ассо-
циативных взаимоотношений в сочетании с синтезом 
ТТХ также для микрофлоры немертин. Так, Кэрол 
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с соавторами (Carroll et al., 2003) показали, что кон-
центрация ТТХ в экстрактах из вторичных высевов 
бактерий, выделенных из немертин, была значительно 
меньше, чем в первичных высевах. Они предположи-
ли, что для синтеза ТТХ бактерии нуждаются в веще-
ствах из тканей организма или эпидермальной слизи 
животного-хозяина. В нашем исследовании только 
штамм Pseudoalteromonas sp. 1942 оказался способен 
синтезировать ТТХ при выращивании на стандартных 
микробиологических средах в отсутствие компонентов 
тела немертины. ТТХ-положительные клетки были вы-
явлены в общих бактериальных смывах из немертин 
H. juliae и L. alborostratus. В культивируемой микроф-
лоре немертин Q. stimpsoni и M. grossa ТТХ-положи-
тельные бактериальные клетки не обнаружены. Асакава 
с соавторами (Asakawa et al., 2013) показали наличие 
ТТХ и его аналогов в L. alborostratus, а также отсутствие 
токсинов в Quasitetrastemma nigrifrons и Malacobdella 
japonica. Отсутствие ТТХ-подобных токсинов в тканях 
M. grossa было показано иммуногистохимическими ме-
тодами с использованием антител против ТТХ (Магар-
ламов, Чернышев, неопубликованные данные). Виды 
рода Hubrechtella на наличие ТТХ-подобных веществ 
исследованы не были, однако методами иммуногисто-
химии с использованием антител против ТТХ в H. juliae 
были выявлены ТТХ-положительные клетки в стенке 
тела и в железистом эпителии хобота (Магарламов, 
Чернышев, неопубликованные данные). Полученные 
результаты указывают на взаимосвязь между присут-
ствием ТТХ-положительной микрофлоры и наличием 
ТТХ-подобных токсинов в немертинах.

Первичные бактериальные высевы позволяют оце-
нить наличие ТТХ-положительной микрофлоры, но не 
позволяют определить, какие именно штаммы обладают 
ТТХ-положительной меткой, так как многие ассоциа-
тивные бактерии теряют способность к росту и синтезу 
токсина вне организма хозяина при дальнейших пересе-
вах, необходимых для их идентификации. Однако обнару-
жение культивируемого ТТХ-продуцирующего штамма 
Pseudoalteromonas sp. 1942 в немертине H. juliae в настоя-
щем исследовании, штамма Bacillus sp. 1839, продуциру-
ющего токсин, в немертине Cephalotrix simula (Beleneva 
et al., 2014; Shokur et al., 2016), а также ТТХ-положитель-
ных вибрионов в нескольких видах немертин (Carroll et 
al., 2003) указывает на то, что микрофлора токсичных 
немертин является перспективным источником для пои-
ска ТТХ-продуцентов.
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Поиск ферментов, участвующих в трансформации полианионных полисахаридов (фукоиданов и альгиновых 
кислот), был проведен среди бактериальных эпифитов бурых водорослей рода Sargassum, произрастающих в терри-
ториальных водах Социалистической Республики Вьетнам. Из микрофлоры водорослей выделены два устойчивых 
штамма F10 и F14, различающихся по морфологическим, физиологическим, биохимическим характеристикам и 
составу ферментов. Изучена способность штаммов синтезировать внутриклеточные олиго-, полисахарид гидролазы и 
альгинат лиазы; подобраны среды для оптимального роста штамма F14, биосинтеза фукоиданазы и полиманнуронат-
специфичной альгинат лиазы. Частично очищенная альгинат лиаза полностью сохраняла активность до температуты 
40°С, имела оптимум действия при рН 6.0 и температуре 35°С.

Ключевые слова: фукоидан, альгиновая кислота, фукоиданаза, полиманнуронат, альгинат лиаза, морские 
бактерии, бурые водоросли, род Sargassum.

The enzymes of marine bacterial isolate from the brown alga Sargassum polycystum Agardh, 1821, catalyzing the 
transformation of polyanionic oligo-and polysaccharides. Yu. V. Dubrovskaya1, V. V. Kurilenko1, Cao Thi Thuy Hang2, Bui 
Minh Ly2, I. Yu. Bakunina1, T. N. Zvyagintseva1, V. V. Mikhailov1 (1G.B. Elyakov Pacific Institute of Bioorganic Chemistry, 
Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok 690022; 2Nhatrang Institute of Technology Research and 
Application, Vietnamese Academy of Science and Technology, Nhatrang, Vietnam)

A search for enzymes involved in the degradation of polyanionic polysaccharides (fucoidans and alginic acid) was 
conducted among bacterial epiphytes of the brown alga Sargassum polycystum that grows in the territorial waters of the 
Socialist Republic of Vietnam. Two resistant bacterial strains F10 and F14 were isolated from the algal microflora, which 
degraded the thallus of the alga under laboratory conditions. These bacterial strains differed in the morphological, physiological, 
and biochemical characteristics and in the composition of enzymes. The strains were studied for the ability to synthesize 
intracellular oligo- and polysaccharide hydrolases and alginate lyases. The optimal conditions for the growth of the bacterial 
strain F14 and the biosynthesis of fucoidanase and polymannuronate-specific alginate lyase were determined. The partially 
purified alginate lyase was stable at a temperature of up to 40°C and had an optimal pH of 6.0 and an optimal temperature 
of 35°C. (Biologiya Morya, 2017, vol. 43, no. 5, pp. 358–365).

Keywords: fucoidan, alginic acid, fucoidanase, polymannuronate, alginate lyase, marine bacteria, brown algae, genus 
Sargassum.
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УДК 577.152.3:579.68

Представители рода Sargassum, относящиеся к бу-
рым водорослям, являются наиболее массовыми и ши-
роко распространенными в Мировом океане. В террито-
риальных водах Социалистической Республики Вьетнам 
произрастает около 60 видов водорослей рода Sargassum 
(см.: Nguyen, 1997). Их используют в сельском хозяйстве, 
пищевой промышленности, народной медицине и косме-
тологии. Саргассовые водоросли – богатейший источник 
альгиновых кислот и фукоиданов (Huynh, Nguyen, 1998). 
В настоящее время ведётся интенсивное исследование 
структуры, функции и биологического действия полиса-
харидов этих водорослей (Itoh et al., 1993; Zhua et al., 2004; 

Josephine et al., 2007), причем особый интерес представля-
ют альгиновые кислоты (Yabur et al., 2007; Fenoradosoa et 
al., 2010) и фукоиданы (Kusaykin et al., 2008). Деградацию 
полианионных полисахаридов бурых водорослей из-за 
разнообразия их структур осуществляют как альгинат ли-
азы, так и фукоиданазы с различной субстратной специ-
фичностью (Wong et al., 2000; Kusaykin et al., 2008; Wang 
et al., 2015). Альгинат лиазы катализируют расщепление 
альгиновой кислоты по механизму α, β-элиминирования 
4-О-гликозидной связи между С4 и С5 с образованием 
4-дезокси-L-эритро-гекс-4-енепиранозилуроната на не-
восстанавливающем конце образующихся олигосахари-
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дов (Preiss, Ashwell, 1962). Эти лиазы классифицированы 
в три группы на основе их субстратной специфичности: 
β-L-маннуронат лиазы (EC4.2.2.3), α-L-гулуронат лиазы 
(EC4.2.2.11) и бифункциональные лиазы. На основании 
сходства аминокислотных последовательностей альгинат 
лиазы делятся на семь семейств полисахарид лиаз (PL)3 
(PL 5, 6, 7, 14, 15, 17 и 18) в базе структур Carbohydrate-
Active enZYmes (CAZy) (Wang et al., 2015; Zhu, Yin, 2015). 
Альгинат лиазы играют важную роль в жизнедеятельно-
сти водорослей (Shiraiwa et al., 1975; Wong et al., 2000) 
и круговороте углерода в морской среде. Эти ферменты 
находят широкое применение в фармакологии и биотех-
нологии (Wong et al., 2000; Alkawash et al., 2006; Kim et 
al., 2011). Сведения об альгинат лиазах морских бакте-
рий весьма ограничены (Cantarel et al., 2009; Wang et al., 
2015). Альгинат лиазы найдены в морских водорослях, 
моллюсках и микроорганизмах, а также в почвенных бак-
териях (Wong et al., 2000), в бактериях-патогенах челове-
ка и ассоциантах бурых водорослей (Sawabe et al., 1997; 
Алексеева и др., 2004). Всесторонне охарактеризованы 
свойства и установлены 3D-структуры альгинат лиаз из 
морских бактерий Saccharophagus degradans 2–40 (Park 
et al., 2014), Alteromonas sp. 272 и Pseudoalteromonas sp. 
SM0524 (Dong et al., 2014), заселяющих морскую траву 
и бурые водоросли.

Фукоиданазы – ферменты, которые катализируют 
гидролиз О-гликозидной связи между остатками суль-
фатированной α-L-фукозы в основной цепи фукоидана. 
Имеются сведения о фукоиданазах моллюсков (Kitamura 
et al., 1992; Бурцева и др., 2000а), иглокожих (Sasaki et 
al., 1996), грибов (Rodríguez-Jasso et al., 2010) и бакте-
рий-эпифитов (Бакунина и др., 2000, 2002; Colin et al., 
2006). К настоящему времени охарактеризованы только 
два фермента, гены которых выделены из геномов мор-
ских бактерий рода Formoza (Colin et al., 2006; Ермакова 
и др., 2012; Silchenko et al., 2013).

В связи с этим цель данной работы – поиск новых 
источников ферментов, катализирующих превращение 
полианионных олиго- и полисахаридов, среди бактерий-
эпифитов бурой водоросли Sargassum polycystum, а также 
характеристика их свойств.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Объектом исследования служили штаммы морских бак-
терий, выделенные из водорослей рода Sargassum, собран-
ных в 2010 г. во время совместных экспедиций российских 
и вьетнамских учёных на НИС "Академик Опарин". Штаммы 
хранятся в коллекции Нячангского института научных и при-
кладных технологий (НИТРА) Вьетнама. Морские бактерии 
были выделены из микробного сообщества, выполняющего 
биодеградацию бурых водорослей рода Sargassum. Кусочек 
водоросли промывали в стерильной морской воде, помещали 
в ёмкости со стерильной морской водой, содержащей пептон 
в концентрации 10 г/л, и выдерживали в течение месяца. Образ-
цы воды наносили на плотную питательную среду, содержа-
щую агар и неочищенный фукоидан из водорослей Sargassum 
polycystum и S. microcystum. Выросшие колонии отсевали на 

чашки с плотной питательной средой для получения чистых 
культур бактерий.

В качестве компонентов среды для культивирования бак-
терий использовали бактопептон разных фирм производите-
лей: Difco (среда 1), Франция ГНЦ ПМ (среда 2) и HiMedia Lab 
(среда 3), дрожжевой экстракт разных фирм производителей: 
Франция ГНЦ ПМ (среда 4) и HiMedia Lab (среда 5), а также 
соли K2HPO4 и MgSO4 × 5H2O отечественного производства.

Бактерии выделяли на твердой среде следующего соста-
ва (г/л): морская вода – 1000 мл, фукоиданы из водорослей S. 
polycystum и S. microcystum – 2, агар – 15; pH – 7.0–7.2. Чистые 
культуры бактерий получали и хранили на среде следующего 
состава (г/л): морская вода – 500 мл, дистиллированная вода – 
500 мл, дрожжевой экстракт – 1.0, пептон – 1.0, K2HPO4–0.1, 
MgSO4 × 5H2O – 0.1, агар – 15; pH – 7.0–7.2. Бактерии идентифи-
цировали согласно стандартным методам (Smibert, Krieg, 1994; 
Ivanova et al., 2002). Для исследования ферментов бактерии 
культивировали на жидкой среде, содержащей (г/л) дрожжевой 
экстракт или бактопептон (2.0), K2HPO4 (0.1), MgSO4 × 5H2O 
(0.1), фукоидан Sargassum mcclurei (0.01), а также по 250 мл 
морской и дистиллированной воды (pH 7.0) на термостатиро-
ванной качалке при температуре 27°C в течение 24 и 48 ч.

Для изучения динамики роста бактерий посевной мате-
риал наращивали в колбах объёмом 250 см3, содержавших по 
100 мл питательной среды, в течение 24 ч при 25°C на качалке 
со скоростью вращения 150 об/мин до плотности клеточной 
суспензии, равной 109 кл/мл. Полученный посевной материал 
инокулировали в колбы объёмом 250 см3, содержавшие 100 мл 
этой же питательной среды. Культуру выращивали в течение 60 
ч на термостатированной качалке при 25°C и 120 об/мин. Рост 
бактерий регистрировали каждые 5 ч, измеряя мутность жид-
кой среды при 660 нм на спектрофотометре CE-1011 (CECIL); 
готовили экстракт из биомассы и определяли в нём активность 
ферментов и количество белка.

Бактериальные клетки осаждали центрифугированием 
при 3000 об/мин в течение 30 мин. Навеску сырой биомассы 
бактерий ресуспендировали в 0.01 М Na+ фосфатном буфере 
(рН 7.2). Бактериальные клетки разрушали с помощью ультраз-
вукового диспергатора HD2070 (Bandelin Sonopuls), выдержи-
вали в течение 3 ч при 4°C и центрифугировали 30 мин при 
12000 g. Супернатант использовали для тестирования активно-
сти внутриклеточных ферментов.

В качестве субстратов для тестирования активности ла-
минариназы и амилазы использовали ламинаран из бурой водо-
росли Saccharina cichorioides и амилопектин (Sigma) соответст-
венно. Для определения активности фукоиданаз использовали 
фукоиданы из бурых водорослей S. cichorioides (сульфатиро-
ванный 1,3-α-L-фукан), Fucus evanescens (1,3;1,4-α-L-фукан, 
сульфатированный по С2) (Zvyagintseva et al., 2005) и S. mcclurei 
(высокосульфатированный галакто 1,3-α-L-фукан) (Бурцева 
и др., 2009; Thinh et al., 2013). Для тестирования активности 
b-D-глюкозидазы, α-D-маннозидазы, β-D- и α-D-галактозидазы, 
b-N-ацетил-глюкозаминидазы, b-N-ацетил-галактозаминидазы 
и α-L-фукозидазы использовали коммерческие п-нитрофенил-
(п-НФ)-гликозиды (Sigma): п-НФ-b-D-глюко- и п-НФ-α-D-
маннопиранозиды, п-НФ-β-D- и п-НФ-α-D-галактопиранозиды, 
п-НФ-NAc-b-D-глюко- и п-НФ-NAc-b-D-галактозаминиды 
и п-НФ-α-L-фукопиранозид соответственно. Для детектиро-
вания активности альгинат лиазы использовали полиманнуро-
новую кислоту из бурой водоросли F. evanescens (Zvyagintseva 
et al., 2005).

Для определения активности полисахарид деградирую-
щих ферментов к 50 мкл раствора экстракта добавляли 50 мкл 
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раствора 0.1 М Na+ фосфатного буфера (pH 7.2) и 150 мкл рас-
твора полисахарида в воде. Смесь выдерживали в течение 21 ч 
при температуре 37°C. За единицу активности принимали ко-
личество фермента, при действии которого образуется 1 нмоль 
восстанавливающих сахаров за 1 мин. Количество восстанавли-
вающих сахаров определяли по методу Нельсона (Nelson, 1944).

При определении активности гликозидаз к 50 мкл рас-
твора бактериального экстракта приливали 100 мкл раствора 
соответствующего хромогенного гликозида в воде (1 мг/мл). 
Смесь выдерживали в течение 15 мин при температуре 37°C; 
реакцию останавливали добавлением раствора 1 М Na2CO3. За 
единицу активности фермента принимали такое его количество 
в 1 мл раствора, которое катализировало образование 1 нмо-
ля п-нитрофенола в минуту. Удельную активность ферментов 
рассчитывали как отношение стандартных единиц активности 
к концентрации белка в реакционной смеси, которую опреде-
ляли по методу Брэдфорд (Bradford, 1976).

Частичная очистка полиманнуронат лиазы включала 
осаждение белков из экстракта сульфатом аммония (80% на-
сыщения), осадок отделяли центрифугированием при 12000 
g и растворяли в 0.01 М Na+ фосфатном буфере, pH 7.2. Рас-
твор подвергали диализу против воды и хроматографировали 
на анионообменной колонке 15 Q PE (4.6 100 мм) (Amersham 
Pharmacia Biotech), уравновешенной 0.01 М Na+ фосфатным 
буфером, pH 7.2. Белок элюировали линейным градиентом кон-
центраций NaCl (0–0.5 М, общий объём – 40 мл) в 0.01 М Na+ 
фосфатном буфере (pH 7.2), со скоростью 0.5 мл/мин. Фрак-
ции, содержавшие ферментативную активность, объединяли, 
концентрировали до 2 мл на мембране для ультрафильтрации 
PM-30 (Amicon). Полученный препарат фермента использовали 
для дальнейших исследований.

Для изучения влияния рН на активность альгинат лиазы 
составляли реакционную смесь, содержавшую 50 мкл раствора 
фермента, 50 мкл 0.1 М Na+ цитрат-фосфатного буфера (рН от 
4.4 до 8.0) и 150 мкл раствора полиманнуроновой кислоты 
(2 мг/мл), которую инкубировали в течение 5 ч при 37°C. Коли-
чество восстанавливающих сахаров определяли, как описано 
выше.

При изучении температурного оптимума действия альги-
нат лиазы смесь, содержавшую 50 мкл раствора фермента, 50 
мкл 0.1 М Na+ фосфатного буфера (pH 7.2) и 150 мкл раствора 
полиманнуроновой кислоты (2 мг/мл), выдерживали при тем-
пературе от 5 до 75°C (интервал – 5°C) в течение 5 ч и опреде-
ляли количество образовавшихся восстанавливающих сахаров. 
Термостабильность частично очищенного препарата альгинат 
лиазы определяли следующим образом: 50 мкл фермента вы-
держивали в течение 30 мин при температуре от 5 до 75°C, 
пробы охлаждали, добавляли 50 мкл 0.1 М Na+ фосфатного бу-
фера (pH 7.2) и 150 мкл раствора полиманнуроновой кислоты 
(2 мг/мл), инкубировали в течение 5 ч при 37°C и определяли 
количество восстанавливающих сахаров.

Статистическую обработку данных проводили при помо-
щи критерия Стьюдента (Excel).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Альгинат лиазы ранее были выделены из бактерий-
эпифитов бурых водорослей Eisenia bicyclis (Sakami et 
al., 1994; Sawabe et al., 1997), Fucus evanescens (Ivanova 
et al., 2002; Алексеева и др., 2004) и Saccharina japonica 
(Wang et al., 2006, 2016). В настоящее время имеется одно 
исследование, посвященное альгинат лиазам из бактерий-

ассоциантов водорослей рода Sargassum (Brown, Preston, 
1991).

Штаммы F10 и F14, изолированные нами из воды, 
в которой в течение месяца выдерживали кусочки тал-
ломов бурых водорослей Sargassum microcystum и S. 
polycystum соответственно, оказались наиболее стабиль-
ными и воспроизводимо культивируемыми. Клетки обоих 
штаммов (табл. 1) представляют собой грамотрицатель-
ные, аэробные, подвижные палочки, оксидаза и каталаза 
положительные. Штамм F14 рос на среде, содержавшей 
NaCl в концентрации 2–6%, и был способен выделять 
сероводород. Для него характерна высокая гидролитиче-
ская активность в отношении крахмала, желатина, твина 
20, твина 40, твина 80 и ДНК. Штамм F10 трансформиро-
вал мальтозу, лактозу, рамнозу, глюкозу, сахарозу, галак-
тозу, N-ацетил-D-глюкозамин, ксилозу, рибозу, арабино-
зу, маннит, целлобиозу и фруктозу до соответствующей 
кислоты. Штамм F14 не усваивал все перечисленные 
углеводы. Штаммы F10 и F14 несколько различались по 
чувствительности к антибиотикам.

Для стандартизации условий культивирования было 
исследовано влияние добавок дрожжевых экстрактов 
и пептонов, полученных от разных фирм производителей, 
на рост и развитие штамма F14, а также на активность 
фукоиданазы и альгинат лиазы (табл. 2). Поскольку эти 
ферменты могут иметь как кислые, так и слабощелочные 
оптимумы действия, активность в экстрактах биомассы 
тестировали при рН 5.2 и 7.2 в 0.1 М Na+-цитрат-фосфат-
ном и 0.1 М Na+-фосфатном буферах соответственно. Вы-
сокий уровень активности ферментов отмечен при обоих 
значениях рН, хотя фукоиданаза была более активна при 
рН 5.2, а полиманнуронат лиаза – при рН 7.2. Широкий 
диапазон рН характерен для экстрактов, содержащих 
смеси различных молекулярных форм альгинат лиаз 
(Алексеева и др., 2004), которые имеют как кислые, так 
и слабощелочные рН оптимумы действия. Как правило, 
такая смесь ферментов проявляет синергический эффект, 
который выражается в их последовательно-параллель-
ном действии на полимерный субстрат (Алексеева и др., 
2004). Фукоидан из S. mcclurei был наиболее эффектив-
но деструктирован при рН 5.2 под действием экстракта 
штамма F14, выращенного на среде с пептоном HiMedia 
Lab (табл. 2).

В экстрактах штаммов F10 и F14 отмечена актив-
ность амилазы, 1,3-β-D-глюканазы и β-D-глюкозидазы. 
Эти ферменты участвуют в разрушении ламинарана 
и присутствуют в подавляющем большинстве морских 
бактерий (Бакунина и др., 1996, 2000, 2002, 2012; Ivanova 
et al., 2002; Алексеева и др., 2004; Урванцева и др., 2006) 
и грибов (Бурцева и др., 2000б, 2003, 2010; Burtseva et 
al., 2003). На фукоидан и полиманнуроновую кислоту 
действовал только экстракт штамма F14 (табл. 3). Кро-
ме того, в экстракте штамма F14, культивируемого на 
среде 4, отмечена активность ряда гликозидаз: b-NAc-D-
глюкозаминидазы – наиболее широко распространенного 
фермента среди морских бактерий (Иванова и др., 1998) 
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Таблица 1. Фенотипические характеристики штаммов F10 и F14

Характеристика F10 F14
Тип бактерии (по типу клеточной стенки) Грамотрицательные Грамотрицательные
Тип метаболизма Аэробные Аэробные
Форма клеток Палочки Палочки
Подвижность + +
Оксидаза и каталаза + +
Диапазон концентраций NaCl (%) для роста 0–10 2–6
Температурный диапазон для роста, °C 8–40 8–45
Диапазон значений рН для роста 4.5–11.5 5–10
Нитратредукция + –
Гидролизует крахмал, желатин, ДНК, твин 20, твин 40, твин 
80

– +

Усваивает углеводы с образованием мальтозы, лактозы, 
рамнозы, глюкозы, сахарозы, галактозы, N-ацетил-β-
D-глюкозамина, ксилозы, рибозы, арабинозы, манита, 
целлобиозы, фруктозы

+ –

Усваивает углеводы с образованием мелибиозы, глицерина, 
раффинозы, маннозы

– –

Способность выделять сероводород – +
Восприимчивость к антибиотикам Канамицину, рифампицину, 

левомицетину, налидиксовой 
кислоте, стрептомицину, 
гентамицину, офлоксацину, 
полимиксину, неомицину, 
цефазолину, цефаликсину

Канамицину, рифампицину, 
левомицетину, налидиксовой 
кислоте, стрептомицину, 
гентамицину, офлоксацину, 
полимиксину, неомицину, 
карбенициллину, 
эритромицину, ампицилину, 
олеандомицину, тетрациклину

Таблица 2. Влияние компонентов питательной среды на активность фукоиданаз и альгинат лиаз штамма F14 при разном буфере*

Субстрат**

Удельная активность ферментов, нмоль/мин/мг белка

Фукоидан из Sargassum mcclurei Фукоидан из Fucus evanescens Полиманнуроновая кислота  
из Fucus evanescens

рН 5.2 рН 7.2 рН 5.2 рН 7.2 рН 5.2 рН 7.2

Среда 1 0.65±0.33 0.55±0.12 2.98±1.01 0.69±0.16 1.02±0.86 2.95±0.27
Среда 2 0.36±0.36 0.02±0.02 0.67±0.32 0.59±0.38 2.23±0.50 1.53±0.36
Среда 3 3.70±0.46 0.14±0.03 0.69±0.32 0 5.42±4.32 0
Среда 4 1.18±1.18 0.09±0.09 4.47±3.12 2.34±0.57 1.55±0.49 3.24±0.46
Среда 5 0.18±0.07 0.11±0.03 0.51±0.08 0.02±0.02 2.56±0.31 1.31±0.41

*0.1 М цитрат-фосфатный буфер (pH 5.2) и 0.1 М фосфатный буфер (pH 7.2), время культивирования 24 ч.
**Среда 1 – бактопептон (Difco), среда 2 – пептон (Франция ГНЦ), среда 3 – пептон (HiMedia Lab), среда 4 – дрожжевой экстракт (Франция ГНЦ), 
среда 5 – дрожжевой экстракт (HiMedia Lab).

и грибов (Бурцева и др., 2000б; Burtseva et al., 2003), реже 
встречающихся β-D- и α-D-галактозидазы (Иванова и др., 
1998; Бурцева и др., 2000б; Burtseva et al., 2003; Баку-
нина и др., 2012), а также α-D-маннозидазы – относи-
тельно редкого фермента среди ассоциантов водорослей 
(Бурцева и др., 2000б; Burtseva et al., 2003; Урванцева 
и др., 2006; Бакунина и др., 2012). В то же время отсут-
ствовала активность b-NAc-D-галактозаминидазы и α-L-
фукозидазы, крайне редко встречающихся у морских ми-
кроорганизмов (Бакунина и др., 2002, 2012; Ivanova et al., 
2003) (табл. 3).

Исследование влияние добавок на рост и развитие 
штамма F14 показало, что дрожжевой экстракт (Фран-

ция ГНЦ ПМ) продлевал стационарную фазу от 15 до 
60 ч (рис. 1б) и стимулировал увеличение уровня актив-
ности альгинат лиазы (рис. 1в). Фермент появлялся на 
предстационарной фазе роста бактерии и сохранялся 
в течение всей её жизни, как показано в предшеству-
ющих работах для альгинат лиаз из Sargassum fluitans 
и Pseudoalteromonas citrea (Brown, Preston, 1991; Алек-
сеева и др., 2004). На среде, содержавшей только бак-
топептон (Difco), гибель клеток начиналась через 30 ч 
(рис. 1б). Однако практически в 2 раза увеличивалась фу-
коиданазная активность (рис. 1д). Таким образом, дрож-
жевой экстракт от фирмы производителя «Франция ГНЦ 
ПМ" оказался наиболее подходящим для использования 
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Таблица 3. Содержание ферментов штаммов F10 и F14

Фермент Субстрат

Время культивирования/удельная 
активность ферментов, нмоль/мин/мг

F10 F14
24 ч 24 ч 48 ч

1,3-β-D-Глюканаза Ламинаран 0.42±0.02 3.55±0.35 0.82±0.08
α-амилаза Амилопектин 2.62±0.11 0.26±0.03 0.10±0.01
Полиманнуронат лиаза Полиманнуроновая кислота из Fucus evanescens 0 0.19±0.04 0.23±0.04
α-L-Фукоиданаза Фукоидан из Sargassum cichorioides 0 0.70±0.02 0.08±0.05
α-L-Фукоиданаза Фукоидан из Fucus evanescens 0 0.47±0.05 0.10±0.07
α-D-Галактозидаза pNp-α-D-галактопиранозид 0 46.41±2.32 35.07±1.75
β-D-Галактозидаза pNp-b-D-галактопиранозид 0 9.67±0.05 4.31±0.22
β-Глюкозидаза pNp-b-D-глюкопиранозид 1.41±0.10 8.90±0.44 7.06±0.35
β-NAc-D-Глюкозаминидаза pNp-N-ацетил-b-D-глюкозаминид 0 0.49±0.02 0.50±0.03
β-NAc-D-Галактозаминидаза pNp-N-ацетил-b-D-галактозаминид 0 0 0
α-D-Маннозидаза pNp-α-D-маннопиранозид 0 0.18±0.01 0.13±0.01
α-L-Фукозидаза pNp-α-L-фукопиранозид 0 0 0

Рис. 1. Динамика роста бактерии F14 на среде с дрожжевым экстрактом и бактопептоном: а – накопление белка при 595 нм; б – накопление 
биомассы при 660 нм; в – ктивность полиманнуронат лиазы при pH 7.2; г – активность полиманнуронат лиазы при pH 5.2; д – активность 
фукоиданазы при pH 7.2; е – активность фукоиданазы при pH 5.2.

в качестве добавки при получении альгинат лиазы, а бак-
топептон (Difco) – при получении фукоиданазы.

Частично очищенная полиманнуронат лиаза штам-
ма F14 сохраняла активность в широком диапазоне зна-
чений рН (5.0–8.0), максимальная активность отмечена 

при рН 6.0 (рис. 2А). Перегиб линии в районе рН 7.0 на 
графике зависимости активности полиманнуронат лиа-
зы от рН и широкий интервал значений рН, вероятно, 
свидетельствуют о наличии нескольких молекулярных 
форм фермента в препарате. Две молекулярные формы 
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альгинат лиазы с разной субстратной специфичностью, 
активные в диапазоне нейтральных значений рН, синте-
зирует бактерия-ассоциант бурой водоросли Sargassum 
fluitans (Brown, Preston, 1991). Подобные зависимости 
были показаны для предварительно очищенных альгинат 
лиаз из морских бактериальных эпифитов бурой водоро-
сли S. japonica (Wang et al., 2006; Chen et al., 2016; Wang 
et al., 2016).

Полиманнуронат лиаза штамма F14 проявляла ме-
зофильные свойства. Её активность достигала макси-
мального значения при температуре 35°C (рис. 2а) и со-
хранялась на уровне 100% при прогревании фермента 
до 40°C (рис. 2б). Полная температурная инактивация 
полиманнуронат лиазы наблюдалась при 60°C. В морских 
бактериальных эпифитах бурых водорослей встречают-
ся альгинат лиазы как мезофилы (Алексеева и др., 2004; 
Han et al., 2004), так и психрофилы (Wang et al., 2006; 
Chen et al., 2016). Последние проявляют активность при 
5°C, но полностью инактивируются при 30–35°C. Све-
дения о биохимических свойствах термофильных аль-
гинат лиаз из морских бактериальных эпифитов бурых 
водорослей в литературе отсутствуют (Wang et al., 2015). 
Однако недавно из прибрежных отложений был выделен 
термофильный штамм Alg1 новой бактерии Defluviitalea 

phaphyphila, эффективно деградирующий альгинат при 
температуре 65°C (Ji et al., 2016). В геноме этого штамма 
обнаружено, по крайней мере, шесть генов предполо-
жительных альгинат лиаз.

При действии частично очищенного препарата фер-
мента на полиманнуроновую кислоту из F. evanescens 
наблюдалось увеличение оптической плотности реак-
ционной смеси при 235 нм, характерное для появления 
ненасыщенных олигосахаридов в продуктах реакции. 
Это служит доказательством того, что деградация по-
лиманнуроновой кислоты происходит по механизму 
β-элиминирования (Gacesa, 1992), а исследуемый фер-
мент действительно является альгинат лиазой.

Таким образом, из талломов бурых водорослей S. 
polycystum и S. microcystum, собранных в Тайском море 
у берегов Социалистической Республики Вьетнам, были 
выделены два устойчивых бактериальных штамма, ко-
торые значительно различаются по морфологическим 
характеристикам и составу действующих О-гликозид-
гидролаз. Штамм F14 из S. polycystum характеризует-
ся присутствием активных 1,3-β-D-глюканазы, β-D-
глюкозидазы и β-D-галактозидазы, а также высокоактив-
ной α-D-галактозидазы. Под действием экстракта этой 
бактерии разрушались фукоидан и полиманнуроновая 
кислота. Различие метаболических профилей позволило 
предположить, что штаммы F10 и F14 выполняют разные 
функции в микробных сообществах, связанные с разру-
шением клеточных стенок водорослей. Штамм F14 мож-
но рассматривать как перспективный источник альгинат 
лиаз и фукоиданаз для дальнейшего изучения.
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Исследована микобиота донных осадков на глубине 128–472 м в удалённых от берега районах Баренцева 
и Карского морей. Видовой состав и численность колониеобразующих единиц (КОЕ) грибов определены в пяти 
образцах из Карского моря и в 14 образцах из Баренцева моря. В 12 образцах из Баренцева моря впервые для ар-
ктических морей определена биомасса грибов. Установлено, что в грунтах обоих морей численность грибов не 
превышала 13 КОЕ на 1 г сухого субстрата. Всего из образцов было выделено 58 колоний мицелиальных грибов, 
относящихся к 22 морфотипам, восемь из которых были стерильными; на 1 г субстрата приходилось не более шести 
морфотипов. Чаще всего это были представители рода Cladosporium и стерильные изоляты. При исследовании 
биомассы показано, что в изученных грунтах присутствовали как споры, так и мицелий грибов. Их общая биомасса 
была низкой и составляла от 0.1 до 0.620 мг/г субстрата. Абсолютно (от 88 до 99.7%) преобладали мелкие споры 
диаметром до 3 мкм.

Ключевые слова: морские грибы, донные грунты, разнообразие, биомасса, Арктика, Баренцево море, Карское 
море.

Fungi in bottom sediments of the Barents and Kara Sea. E. N. Bubnova, D. A. Nikitin (M.V. Lomonosov Moscow 
State University, Moscow 119234)

Mycobiota of bottom sediments was investigated at depths of 128-472 m in the Barents and Kara Sea areas remote 
from shores. The species composition and fungal quantity - the number of fungal colony-forming units (CFU) - were de-
termined in five samples from the Kara Sea and in 14 samples of the Barents Sea. For the first time for the Arctic seas, the 
fungal biomass was specified in 12 samples of the bottom sediments from the Barents Sea. It was found that fungal quantity 
in the bottom sediments of the both seas did not exceed 13 CFU per 1 gram of dry substrate. In total, only 58 colonies of 
filamentous fungi belonging to 22 morphotypes, 8 of which were sterile, were isolated from all the samples. No more than 
six morphotypes were contained in 1 g of dried substrate; they were mostly species of the genus Cladosporium and sterile 
isolates. The study of the fungal biomass detected both spores and fungal mycelium in the bottom sediments. The total 
biomass was extremely low and ranged from 0.1 to 0.620 mg/g of the studied substrate. Small spores (diameter less than 
3 μm) absolutely predominated (from 88 to 99.7% of the biomass). (Biologiya Morya, 2017, vol. 43, no. 5, pp. 366–371).

Keywords: marine fungi, bottom sediments, diversity, biomass, Arctic, Barents sea, Kara sea.
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биомассы) и РНФ № 14-50-00029 (выделение и идентификация культур).
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Традиционно микобиоту морских грунтов изуча-
ют с помощью культуральных методов (Kohlmeyer, 
Kohlmeyer, 1979; Артемчук, 1981). При их использова-
нии грибы выделяют из осадков от приморских маршей 
(Артемчук, 1981; Согонов, Марфенина, 1999) до глубин 
более 4000 м (Damare et al., 2006), от морей приэкватори-
альных районов (Damare et al., 2006; Samuel et al., 2011) 
до умеренных (Khudyakova et al., 2000; Пивкин и др., 
2005; Бубнова, 2014), субарктических (Согонов, Мар-
фенина, 1999; Бубнова, 2009) и арктических (Артемчук, 
1981; Bubnova, 2010) широт. Общей тенденцией совре-
менных исследований разнообразия микобиоты в разных 
морских экотопах является дополнение культуральных 
методов молекулярными. Чаще всего это молекулярная 
идентификация выделенных культур, реже используются 
другие подходы. В частности, методами метагеномики 
было показано присутствие грибов в различных донных 
осадках, в том числе глубоководных (Nagano, Nagahama, 

2012). Прямая микроскопия очень редко используется 
при изучении морских грунтов. Известно всего две ра-
боты, одна из них посвящена исследованию микобиоты 
приморских маршей Белого моря (Согонов, Марфенина, 
1999), а другая – грибов в глубоководных осадках цент-
ральной части Индийского океана (Damare et al., 2006). 
В обеих статьях отмечено присутствие грибного мице-
лия, но численные значения биомассы грибов приведены 
только в первой работе.

В целом, несмотря на развитие морской миколо-
гии и рост интереса к исследованиям Арктики, сведений 
о грибах арктических морей до сих пор крайне мало. Так, 
Артемчук (1981) приводит информацию лишь о родовом 
составе грибов, выделенных с литорали губы Дальнезеле-
нецкая Баренцева моря. По микромицетам в арктических 
донных осадках опубликована одна работа, посвященная 
разнообразию микобиоты в некоторых районах западной 
и центральной частей Карского моря (Bubnova, 2010). 
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Задача настоящей статьи – исследование культуральными 
и прямыми микроскопическими методами мицелиальных 
грибов донных осадков в удалённых от материка районах 
Северного Ледовитого океана.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материалом для исследования послужили образцы дон-
ных грунтов, собранные в 2014 г.: в конце августа в Карском 
море и в начале октября в Баренцевом море (табл. 1). В Карском 
море образцы отбирали в северо-восточной части на удалении 
350–400 км от берега, в Баренцевом море – в северной части 
на удалении 220–300 км от берега (см. рисунок). По комплек-
су условий (постоянная температура около 0°С, океаническая 
солёность, высокое заиление, большие глубины, удалённость 
от берега) данные районы Баренцева и Карского морей сходны 
между собой. Всего было выполнено 14 станций в Баренце-
вом море и 5 станций в Карском море; на борт судна грунт 
поднимали с помощью дночерпателя. Из грунта с помощью 
срезанного шприца отбирали 2–3 пробы по 1 см3 на расстоянии 
10–15 см; материал с одного дночерпателя помещали в один 
конверт. Конверты с образцами высушивали и обрабатывали 
в течение 45 сут. Общая масса сухого материала составляла 
1.0–2.4 г на образец.

Для посевов использовали 1 г сухого образца. Навеску 
образца смешивали со стерильной водой, доводя общий объ-
ём до 10 мл. По 1 мл полученной суспензии помещали на по-
верхность среды в чашке Петри и разравнивали шпателем. На 
каждый вариант использовали по 10 чашек со средой (сусло 
0.03% общего сахара, морская соль 34‰, антибиотик амикацин 
500 мг/0.5 л среды). Чашки с посевами инкубировали в течение 
2 мес. при температуре 4°С, после этого из образовавшихся 
колоний выделяли чистые культуры. Грибы идентифицировали 
в чистых культурах по морфолого-культуральным признакам 
с использованием соответствующих определителей и статей 

(Raper, Thom, 1949; Пидопличко, 1972; Domsch et al., 2007; Zalar 
et al., 2007; Woudenberg et al., 2013). Синонимию проверяли 
по базе Indexfungorum (www.indexfungorum.org). Для оценки 
численности использовали понятие «колониеобразующие еди-
ницы" (КОЕ); указывали численность образовавшихся колоний 
на 1 г сухого грунта.

Структуру грибной биомассы определяли методом лю-
минесцентной микроскопии. Длину грибных гиф и объём спор 
измеряли согласно Блёму (Bloem et al., 1995). Численность 

Таблица 1. Характеристики отобранных образцов

Номер станции Дата отбора Глубина, м Тип грунта
Карское море

КМ-01 25.08.2014 193 Ил
КМ-02 25.08.2014 193 –"–
КМ-03 26.08.2014 128 –"–
КМ-04 27.08.2014 472 Ил, глина
КМ-05 27.08.2014 472 –"–

Баренцево море
БМ-01 05.10.2014 259 Ил, песок
БМ-02* 06.10.2014 180 –"–
БМ-03* 06.10.2014 265 –"–
БМ-04* 06.10.2014 259 –"–
БМ-05* 06.10.2014 269 –"–
БМ-06* 08.10.2014 241 –"–
БМ-07* 08.10.2014 218 –"–
БМ-08* 09.10.2014 203 –"–
БМ-09* 09.10.2014 308 –"–
БМ-10* 09.10.2014 304 –"–
БМ-11* 09.10.2014 297 –"–
БМ-12* 09.10.2014 276 –"–
БМ-13* 08.10.2014 242 –"–
БМ-14 08.10.2014 308 –"–

*Образцы, для которых была рассчитана биомасса.

Расположение районов отбора образцов донных грунтов для 
изучения микобиоты в Баренцевом и Карском морях.



368

БИОЛОГИЯ  МОРЯ   том  43   №  5   2017

БУБНОВА, НИКИТИН

грибных пропагул регистрировали по свечению в препаратах 
калькофлуора белого, связанного с хитином клеточных стенок 
грибов (Полянская, Звягинцев, 2003), на люминесцентном ми-
кроскопе Zeiss Axioskop 2plus (Германия). Пересчёт численно-
сти спор и длины мицелия на содержание грибной биомассы 
(мг сухой биомассы/г абсолютно сухого грунта) проводили 
с учётом того, что плотность спор составляет 0.837 г/см3, а ми-
целия – 0.628 г/см3 (Полянская и др., 1995).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Численность и разнообразие грибов

Из образцов было выделено 58 колоний мицелиаль-
ных грибов, в том числе 24 колонии из образцов Карско-
го моря и 34 – из образцов Баренцева моря (табл. 2). На 
1 г сухого материала приходилось от 1 до 13 колоний из 
образцов Карского моря и от 0 до 5 колоний – из образцов 
Баренцева моря. В образцах из Баренцева моря не обнару-
жено связи численности выделенных грибов с положени-
ем точек отбора проб и с глубиной их отбора. В Карском 
море больше всего грибов обнаружено на относительно 
мелководной станции, расположенной на глубине 128 м 
(13 колоний), а меньше всего – на наиболее глубоковод-
ной станции (1 колония, глубина 472 м). В среднем из 
образцов Карского моря выделено несколько больше гри-

бов, хотя различие в численности нельзя считать прин-
ципиальным: во всех случаях это в основном единицы, 
в двух образцах – десятки колоний на 1 г субстрата.

Установленные нами значения чрезвычайно низки, 
поскольку в большинстве исследованных ранее морских 
грунтов численность грибов составляла десятки-сотни 
КОЕ на 1 г (или 1 см3) субстрата: в донных грунтах суб-
арктического Белого моря (Бубнова, 2009), некоторых ак-
ваторий Японского и Охотского морей (Khudyakova et al., 
2000; Пивкин и др., 2005) и Чёрного моря (Бубнова, 2014), 
а также прибрежных вод Индийского океана (Samuel et 
al., 2011). Кроме того, полученные нами значения чи-
сленности грибов на 2–4 порядка ниже, чем известно для 
почв граничащей с арктическими морями тундровой зоны 
(Кирцидели, Томилин, 1997; Кирцидели, 1999). Подобные 
крайне низкие значения биомассы грибов ранее были по-
казаны только для глубоководных осадков центральной 
части Индийского океана (Damare et al., 2006), а также для 
грунтов удалённых от материка относительно глубоких 
участков Карского моря (Bubnova, 2010). В данной работе 
было отмечено, что в удалённых от материка районах Кар-
ского моря численность грибов ниже, чем в прибрежных 
и особенно в приэстуарных водах. В нашем случае низ-

Таблица 2. Видовой состав и численность микобиоты исследованных грунтов

Морфотип
Баренцево море Карское море Всего
ОБ К ОБ К ОБ К

Zygomycota
Umbelopsis isabellina (Oudem.) W. Gams 2003 0 0 1 1 1 1

Ascomycota
Acremonium murorum (Corda) W. Gams 1971 1 1 0 0 1 1
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 1912 1 1 0 0 1 1
Aspergillus flavus Link 1809 0 0 1 1 1 1
Cadophora fastigiata Lagerb. et Melin 1927 1 1 0 0 1 1
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries 1952 4 7 4 7 8 14
Cladosporium cf. fusiforme Zalar, de Hoog et Gunde-Cim. 2007 2 3 0 0 2 3
Cladosporium cf. psychrotolerans Zalar, De Hoog et Gunde-Cim. 2007 2 3 1 3 3 6
Cladosporium sphaerospermum Penzig 1882 4 6 0 0 4 6
Penicillium madriti G. Sm. 1961 1 2 0 0 1 2
Penicillium megasporum Orpurt et Fennell 1955 0 0 1 1 1 1
Sarocladium strictum (W. Gams) Summerb. 2011 2 4 0 0 2 4
Scopulariopsis brumptii Salv.-Duval 1935 0 0 1 1 1 1
Ulocladium chartarum (Preuss) E.G. Simmons 1967 2 2 1 1 3 3

Неспороносящие культуры
Стерильный тип 1 0 0 1 1 1 1
Стерильный тип 2 0 0 1 1 1 1
Стерильный тип 3 0 0 1 2 1 2
Стерильный тип 4.1 2 2 0 0 2 2
Стерильный тип 4.2 0 0 1 4 1 4
Стерильный тип 5 1 1 0 0 1 1
Стерильный тип 6 1 1 0 0 1 1
Стерильный тип 7 0 0 1 1 1 1
Всего 12 34 5 24 17 58

П р и м е ч а н и е. ОБ – число образцов, в которых данный морфотип был обнаружен; К – общее число колоний данного морфотипа. Указана общая 
численность колоний грибов, выделенная из всех образцов (масса каждого образца – 1 г сух. массы).
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кая численность грибов, по-видимому, связана с большим 
расстоянием от материка и с незначительным поступле-
нием грибных пропагул с терригенными стоками, а также 
с экстремальной суровостью условий в исследованных 
экотопах. Хотя это и не являлось целью настоящей рабо-
ты, заметим, что численность дрожжей в исследованных 
осадках была незначительной: всего выделено 36 колоний, 
из них 31 колония выделена из грунтов Баренцева моря. 
Однако относительная численность дрожжевых грибов 
в исследованных грунтах была высокой; в большинстве 
образцов из Баренцева моря они составляли почти поло-
вину всех выделенных колоний, а в некоторых образцах 
даже преобладали. Ранее в морских грунтах не было от-
мечено такое высокое относительное обилие дрожжей. 
Вероятно, в данном случае это можно объяснить особой 
экстремальностью условий, если рассматривать дрожже-
вые формы как одну из возможных адаптаций к услови-
ям постоянного холода, низкого содержания кислорода, 
высокой солёности и повышенного гидростатического 
давления (Robinson, 2001).

При невысокой численности видовой состав об-
наруженных грибов был довольно разнообразным. Все 
выделенные культуры мы отнесли к 22 морфотипам: 
8 были стерильными, а 14 имели спороношения. Всего 
были обнаружены представители 10 родов: один вид из 
отдела Zygomycota (Umbelopsis isabellina) и девять родов 
с 13 видами – анаморфы аскомицетов. На 1 г исследо-
ванного грунта приходилось от 0 до шести морфотипов, 
но в основном – 1–2. Самым разнообразным был род 
Cladosporium Link, к которому относилось четыре вида; 
два вида принадлежали к роду Penicillium Link, в осталь-
ных родах обнаружено по одному виду. Из осадков обоих 
морей были выделены изоляты трёх видов: Ulocladium 
chartarum (3 колонии, по одной в двух образцах из Ба-
ренцева и одна в образце из Карского моря), Cladosporium 
cladosporioides (всего 14 колоний, в четырех образцах 
из Баренцева моря и в четырех – из Карского), а также 
изоляты, морфологически сходные с видом Cladosporium 
psychrotolerans (3 колонии в двух образцах из Баренцева 
моря и 3 колонии в одном образце из Карского моря). 
Все остальные виды выделены из грунтов только одно-
го из исследованных морей. Стерильных изолятов было 
выделено 13: 9 колоний в четырех образцах из Карского 
моря и 4 колонии – в четырех образцах из Баренцева моря 
(табл. 2). В грунтах обоих морей преобладали светлоокра-
шенные стерильные формы.

Относительно высокая численность стерильных 
мицелиев – обычная ситуация при культуральных ис-
следованиях морских грибов. Они выделяются всегда, 
а в некоторых случаях могут входить в число доминантов. 
Например, неспороносящие культуры преобладали в глу-
боководных осадках Индийского океана (Damare et al., 
2006) и в донных грунтах Карского моря (Bubnova, 2010), 
т.е. в самых экстремальных (глубоководных и холодных) 
из исследованных ранее районов Мирового океана. Высо-
кое обилие стерильных форм вообще характерно для раз-

личных экстремальных местообитаний, в том числе хо-
лодноводных (Robinson, 2001). Виды рода Cladosporium, 
особенно C. cladosporioides и C. sphaerospermum, – одни 
из наиболее широко распространённых в мире грибов 
(Domsch et al., 2007). Имеются сведения, что они обыч-
ны в таких экстремально холодных местообитаниях, как 
почвы высокогорий, Арктики и Антарктики (Robinson, 
2001; Hassan et al., 2016). Кроме того, отмечено, что 
C. cladosporioides может расти даже при –10°С (Onofri et 
al., 2004). Практически в любом культуральном исследо-
вании морской микобиоты выделяют хотя бы один из этих 
видов, но ранее доминирование представителей данного 
рода в морских экотопах не было показано.

Вызывает интерес обнаружение изолятов, мор-
фологически сходных с двумя другими видами рода 
Cladosporium: C. fusiforme и C. psychrotolerans. Оба вида 
близки к C. sphaerospermum; об их распространении 
известно пока немного, но оба связаны с различными 
гиперсалинными местообитаниями (Zalar et al., 2007). 
C. fusiforme, возможно, распространён несколько шире, 
чем C. psychrotolerans. Обнаруженный в грунтах обоих 
морей вид U. chartarum также является космополитом, 
обычным в различных экосистемах, в том числе морских 
(Domsch et al., 2007; Woudenberg et al., 2013). Остальные 
виды были представлены в основном единичными коло-
ниями в отдельных образцах. Экология этих видов чрез-
вычайно разнообразна: одни виды типичны для холодных 
регионов, другие – обычные обитатели жаркого клима-
та. Например, единственный обнаруженный зигомицет 
U. isabellina обычен в почвах холодных и умеренно-холод-
ных регионов, известен как психротолерант и олиготроф 
(Hassan et al., 2016); Cadophora fastigiata – почвенный са-
протроф или ксилотроф, который также чаще встречается 
в средних и полярных широтах (Domsch et al., 2007; Hassan 
et al., 2016). В то же время Aspergillus flavus – космополит-
ный вид, наиболее широко распространённый на разных 
субстратах в тропических и субтропических регионах; 
к тёплому и жаркому климату тяготеет и Scopulariopsis 
brumptii (Domsch et al., 2007). Из двух Cephalosporim-
подобных грибов (Gliomastix murorum и Sarocladium 
strictum) первый является наиболее обычным почвенным 
видом этой группы, а второй часто упоминается в рабо-
тах по морской микологии (Согонов, Марфенина, 1999; 
Domsch et al., 2007; Bubnova, 2010).

Неожиданным для нас явилось отсутствие в мико-
биоте таких территориальных психротолерантных компо-
нентов, как Pseudogymnoascus pannorum или виды рода 
Tolypocladium, а также представителей рода Penicillium. 
Обильное присутствие P. pannorum и Tolypocladium spp. 
мы наблюдали в донных грунтах холодноводных Белого 
(Бубнова, 2009) и Карского (Bubnova, 2010) морей. Эти 
же виды обычны в почвах на побережьях арктических 
морей (Кирцидели, Томилин, 1997; Кирцидели, 1999) 
и в других экстремально холодных экосистемах (Hassan 
et al., 2016). Но в данном случае эти микромицеты от-
сутствовали, а род Penicillium был представлен тремя 
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изолятами двух довольно редких в целом видов. Среди 
выделенных нами грибов отсутствовали облигатно мор-
ские виды (Kohlmeyer, Kohlmeyer, 1979), если только та-
ковыми не являлись стерильные изоляты.

Биомасса грибов

Общая биомасса грибов колебалась от 0.100 до 0.620 
(в среднем 0.330) мг/г субстрата (табл. 3). Длина мицелия 
составляла от 0.8 до 11.1 м; численность спор в 1 г грунта 
варьировала от 9.3 × 103 до 3.5 × 105 ед./г сухого грун-
та. До настоящего времени для морских экотопов были 
известны данные лишь по биомассе мицелия (без учёта 
спор) в грунтах и почвах литорали Белого моря, где она 
составляла около 200 мг/г (Согонов, Марфенина, 1999), 
т.е. на 3–4 порядка выше, чем в исследованных нами 
донных осадках. Сходные с полученными нами порядки 
величин грибной биомассы известны только для таких 
экстремальных местообитаний, как арктические пустыни 
(Ball, Virginia, 2014) и различные экотопы Антарктики 
(Марфенина и др., 2016). Полученные нами величины 
на 4–6 порядков ниже всех известных значений, полу-
ченных для почв наземных биотопов. Например, в по-
чвах приморских лугов побережья Белого моря биомас-
са мицелия (без учёта спор) достигает 2000 мг/г почвы, 
а в лесных почвах она ещё выше (Согонов, Марфенина, 
1999). Если пересчитать на длину мицелия, то в одном 
грамме верхних горизонтов ненарушенных подзолистых 
почв Карелии сосредоточено от 780 до 1050 м мицелия; 
даже в минеральном горизонте Bf этих почв его длина до-
стигала нескольких сотен метров (Предтеченская, 1994), 
а в гелисолях п-ва Таймыр в суровых арктических усло-
виях – 393 м/г почвы (Shmidt, Bolter, 2002). Данных по 
численности спор в природных почвах и грунтах крайне 
мало; полученные нами значения на 3–5 порядков ниже 
известных из литературы. Например, в торфяных почвах 
Западной Сибири численность грибных спор составляет 
от 1.0 × 107 до 2.1 × 108 спор/г субстрата (Инишева, 2006; 
Филиппова, 2008).

Другой особенностью исследованных грунтов яв-
ляется то, что большая часть грибной биомассы в них 
представлена спорами (от 88 до 99.7%), а не мицелием 
(табл. 3). Подобное преобладание спор в биомассе ра-
нее было показано только для биотопов Антарктиды 
(Д.А. Никитин и др., 2017). Опубликованные данные от-
носятся к наземным экотопам. Доля мицелия в биомассе 
некоторых почв умеренных широт составляет от 70 до 
99% (Филиппова, 2008). Следовательно, численность 
спор в донных грунтах изученных арктических морей 
относительно невелика, к тому же большая часть спор 
находится здесь в неактивном покоящемся состоянии. Их 
развитию, по-видимому, препятствуют низкая темпера-
тура, низкое содержание кислорода, солёность и другие 
факторы.

В морфологии обнаруженных грибных структур 
также выявлены некоторые особенности. В частности, 
мицелий был преимущественно тонкий (около 3 мкм 
толщины). Некоторые мицелии имели артрический или 
бластический конидиогенез, характерный и для дрожже-
подобных грибов. Пряжек на мицелии, встречающихся 
у некоторых базидиальных грибов, не отмечено. Каждый 
из образцов содержал артефакты в виде палочковидных 
структур длиной 3 мкм и шириной 1–1.5 мкм – предпо-
ложительно, споры (конидии) грибов. Общая биомасса 
таких структур у каждого образца была незначительной 
(от 0.001 до 0.005 мг/г субстрата). Споры в основном 
(от 61 до 100%) были небольшого размера (< 3 мкм); 
крупных спор (> 5 мкм) выявлено очень мало. Биомасса 
грибов была наибольшей в образцах, в которых длина 
мицелия не была максимальной (табл. 3). Из этого мы 
можем предположить, что увеличение грибной биомассы 
в данных образцах (грунтах) связано с более интенсивной 
аккумуляцией спор, а не с развитием мицелия. Преобла-
дание мелких спор ранее было отмечено для таких экс-
тремальных местообитаний, как арктические (Schmidt, 
Bolter, 2002) и антарктические экосистемы (Марфенина 
и др., 2016).

Таблица 3. Биомасса мицелия и спор грибов в донных грунтах Баренцева моря

Номер  
станции

Мицелий Биомасса спор
Общая биомасса 

спор
Суммарная  
биомассабиомасса длина, м

диаметр, мкм
2 3 5

БМ-02 0.014 11.1 0.073 0.260 0.051 0.384±0.03 0.398±0.04
БМ-03 0.011 8.7 0.099 0.280 0.051 0.430±0.04 0.441±0.04
БМ-04 0.004 3.2 0.094 0.186 0.017 0.297±0.02 0.301±0.03
БМ-05 0.007 5.6 0.116 0.175 0.051 0.342±0.03 0.349±0.04
БМ-06 0.012 9.5 0.069 0.019 0 0.088 0.100
БМ-07 0.005 4.4 0.049 0.153 0.068 0.270±0.03 0.275±0.04
БМ-08 0.003 2.4 0.076 0.157 0.068 0.301±0.03 0.304±0.03
БМ-09 0.007 5.6 0.110 0.349 0.153 0.613±0.06 0.620±0.06
БМ-10 0.010 7.9 0.023 0.073 0.005 0.101±0.01 0.111±0.01
БМ-11 0.010 7.9 0.104 0.164 0.136 0.404±0.04 0.414±0.04
БМ-12 0.002 1.6 0.059 0.153 0.136 0.348±0.03 0.350±0.03
БМ-13 0.001 0.8 0.089 0.142 0.068 0.299±0.03 0.300±0.03

П р и м е ч а н и е. Биомасса мицелия и спор в мг/г грунта.
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Таким образом, исследованные донные грунты 
удалённых от материка и относительно глубоководных 
районов Баренцева и Карского морей являются экстре-
мально суровыми местообитаниями. Это отражается как 
на составе и численности микобиоты, так и на структуре 
грибной биомассы. Грибы здесь крайне малочисленны: 
численность КОЕ на 2–4 порядка ниже, чем в большинст-
ве исследованных ранее морских грунтов, и на 2–6 поряд-
ков ниже, чем в различных наземных почвах. Необычна 
относительно высокая встречаемость дрожжевых форм, 
что может быть связано с определёнными условиями, 
складывающимися в данных экотопах (постоянно низ-
кие температура и содержание кислорода, повышенная 
солёность и т.д.). В то же время состав микобиоты отно-
сительно разнообразен, но большинство видов встреча-
лось как единичные колонии. Наиболее распространены 
представители рода Cladosporium (что впервые показано 
для морских грунтов, хотя виды данного рода обычны 
в различных холодных и засолённых местообитаниях) 
и стерильные формы (что вообще характерно для самых 
разных экстремальных местообитаний). Биомасса грибов 
очень низкая, она на 3–6 порядков ниже, чем в грунтах 
литорали и в наземных почвах. Подобные значения из-
вестны только для таких экстремальных местообитаний, 
как арктические пустыни и почвы Антарктиды. В струк-
туре биомассы преобладают споры, что также можно счи-
тать маркёром экстремальности местообитания.
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(Институт океанологии РАН) и В.В. Козловскому (Мос-
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Определен диапазон вариабельности ключевых компонентов ферментативной и низкомолекулярной антиокси-
дантных систем (АОС) 17 массовых видов макроводорослей Японского моря в период их активного вегетативного 
роста в условиях минимальной антропогенной нагрузки. Установлено, что максимальная активность супероксид-
дисмутазы, глутатионредуктазы и аскорбатпероксидазы, а также наибольшее содержание глутатиона и каротиноидов 
характерны для представителей отдела Chlorophyta. Отмечена широкая фенотипическая вариабельность активности 
каталазы и содержания аскорбата в тканях исследованных водорослей. Выявлены различия в конститутивной ёмкости 
АОС между видами в пределах систематических отделов. Впервые показано, что тепловодные виды водорослей 
умеренных широт уступают холодноводным видам по содержанию низкомолекулярных антиоксидантов, но пре-
восходят последние по активности ключевых антиоксидантных ферментов.

Ключевые слова: морские макроводоросли, антиоксидантные ферменты, низкомолекулярные антиоксиданты.

Antioxidant potential of dominant macroalgae species from the Sea of Japan. I. M. Yakovleva, E. S. Belotsitsenko 
(National Scientific Center of Marine Biology, A.V. Zhirmunsky Institute of Marine Biology, Far Eastern Branch, Russian 
Academy of Sciences, Vladivostok 690041)

The range of variation in the key components of enzymatic and low-molecular-weight antioxidant systems (AOS) is 
determined for 17 dominant species of macroalgae from the Sea of Japan waters, exposed to minimal anthropogenic pressure, 
during the period of their active vegetative growth. The maximum activity of superoxide dismutase, glutathione reductase, 
ascorbate peroxidase, and the highest content of glutathione, carotenoids are observed in members of the phylum Chloro-
phyta. The studied algae display a wide phenotypic variability in terms of catalase activity and ascorbate abundance in their 
tissues. Differences between species in the constitutive capacity of AOS are found within the systematic phyla. It is shown 
for the first time that warm-water algae of temperate latitudes have a lower content of low-molecular-weight antioxidants 
and a higher activity of key antioxidant enzymes compared to those recorded for cold-temperate species. (Biologiya Morya, 
2017, vol. 43, no. 5, pp. 372–382).
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Макрофиты являются важнейшим компонентом 
морских прибрежных экосистем и вносят существенный 
вклад в продукцию первичного органического вещества 
Мирового океана (Lobban, Harrison, 1994). На мелковод-
ных участках шельфа макроводоросли часто подверга-
ются воздействию света высокой интенсивности и осу-
шению, а также испытывают влияние резкого перепада 
температуры воды и солёности. Следствием этого могут 
быть повышение продукции активных форм кислорода 
(АФК) и последующий фотоокислительный стресс, при-
водящий к ингибированию и деструкции фотосинтети-
ческого аппарата растений (Bischof, Rautenberger, 2012). 
Способность к эффективной нейтрализации АФК явля-
ется одним из определяющих критериев устойчивости 
морских фотосинтезирующих организмов к окислитель-
ному стрессу (Lesser, 2006). Поэтому антиоксидантный 
статус морских макрофитов может служить адекватным 
показателем стресс-устойчивости видов и успешности их 
адаптации к неблагоприятным условиям среды.

К общеизвестным системам детоксикации АФК 
у морских макроводорослей относят антиоксидантные 
ферменты супероксиддисмутазу (СОД), глутатионредук-
тазу (ГР), аскорбатпероксидазу (АПО), каталазу (КАТ) 
и такие низкомолекулярные антиоксиданты, как аскорбат, 
β-каротин и глутатион (Bischof, Rautenberger, 2012). Ис-
следования последних лет показывают, что активность 
и содержание антиоксидантов в тканях макроводорослей 
могут варьировать в зависимости от их таксономической 
принадлежности (Ткаченко и др., 2004; Chakraborty et al., 
2010), фазы жизненного цикла (Mizuta, Yasui, 2010) и вер-
тикального распределения (Collén, Davison, 1999а, b), 
а также находиться под фотопериодическим контролем 
(Carvalho et al., 2004) и влиянием сезонных флуктуаций 
факторов среды (Lohrmann et al., 2004). Не исключено, что 
величина антиоксидантного потенциала макрофитов свя-
зана с их широтным распространением, как это показано 
ранее для высших растений (Wahid et al., 2007) и морских 
беспозвоночных (Abele, Puntarulo, 2004). Однако для ма-
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кроводорослей сравнительные данные, подтверждающие 
или опровергающие эту гипотезу, отсутствуют.

К настоящему времени достаточно широкий мо-
ниторинг состояния антиоксидантных систем (АОС) 
водорослей проведен для представителей полярных рай-
онов (Aguilera et al., 2002, 2004). Имеется информация 
по данной тематике и для некоторых видов макрофитов, 
обитающих в субтропиках (Park et al., 2011; Шахматова, 
Мильчакова, 2014) и тропиках (Chakraborty et al., 2010; 
Khan et al., 2015). Для морских макроводорослей уме-
ренных широт сведения об антиоксидантном потенциале 
ограничены работами, в которых на большом количестве 
видов проанализирован лишь один из компонентов АОС 
(Munda, 1987; Pawlik-Skowronska et al., 2007) или оцен-
ка АОС носит комплексный характер, но проведена для 
одного-трёх видов одного таксономического отдела и не 
всегда учитывает глубину обитания (Engels, 2011) или 
стадии жизненного цикла водорослей (Collén, Davison, 
1999a, b).

В связи с этим целью данной работы было прове-
дение комплексной оценки активности и содержания 
ключевых компонентов АОС макроводорослей умерен-
ных широт, представленных видами из разных таксоно-
мических отделов, произрастающих на одной глубине 
и находящихся на одинаковой стадии вегетации. Для 

реализации этой цели в качестве модельной акватории 
была выбрана прибрежная зона б. Соболь зал. Петра Ве-
ликого Японского моря, которая в силу гидрологических 
условий отличается большим биоразнообразием макро-
фитобентоса, широко представленного как тепловодной, 
так и умеренной флорой (Перестенко, 1980). Полученные 
данные дополнительно проанализированы в контексте 
широтного распространения исследованных макрофитов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Активность и содержание компонентов АОС изучали 
у массовых видов япономорских макроводорослей, произра-
стающих на открытых участках верхней сублиторали на глу-
бине 0.5–0.7 м в б. Соболь (зал. Петра Великого; 43°4'22" N, 
131°58'0" E), которая характеризуется слабо выраженным ан-
тропогенным загрязнением (Тарасов и др., 2005). Время сбора 
водорослей (май – первая декада июня) соответствовало пери-
оду активного вегетативного роста исследованных макрофи-
тов. При отборе проб температура воды составляла 9–10°С, 
солёность – 32‰, концентрация растворенного неорганического 
азота – 0.45–0.75 мкМ/л, ортофосфатов – 0.34–0.36 мкМ/л, рас-
творенного органического вещества – 0.46–2.44 мг/л.

Объектами исследования были 17 видов макроводорослей, 
среди них три вида зелёных, шесть видов бурых и восемь видов 
красных водорослей (табл. 1). Для анализа отбирали незатенен-
ные средние по размерам зрелые талломы водорослей каждого 
вида, не имеющие внешних повреждений. Время доставки во-

Таблица 1. Список исследованных макроводорослей Японского моря

Вид Глубина, м Биогеографическая  
принадлежность/тип ареала

Зеленые водоросли (Chlorophyta)
Ulva lactuca Linnaeus 0.5 АркАтлИндПац/МЗ
Ulva linza Linnaeus 0.5 -"–
Monostroma grevillei (Thuret) Wittrock 0.5 АркАтлПац, Б-А/ИнЗ

Бурые водоросли (Ochrophyta, Phaeophyceae)
Costaria costata (C. Agardh) Saunders 0.5 АтлПац, шБ/ИнЗ
Punctaria plantaginea (Ruth) Greville 0.5 АркАтлПац, шБ-А/ИнЗ
Sargassum miyabei Yendo 0.5 п, нБ-Т/ИнЗ
Sargassum pallidum (Turner) C. Agardh 0.5 п, нБ-СТ/ИнЗ
Stephanocystis crassipes Draisma, Ballesteros, F. Rousseau & 
T. Thibaut 0.5 п, шБ/З

Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar 0.7 АтлПац, нБ-СТ-Н/ИнЗ
Красные водоросли (Rhodophyta)

Ahnfeltiopsis flabelliformis (Harvey) Masuda 0.7 АтлПац, Б-Т-Н/ИнЗ
Chondrus pinnulatus (Harvey) Okamura 0.7 п, нБ/З
Grateloupia divaricata Okamura 0.5 т, нБ-Т-Н/ИнЗ
Laurencia nipponica Yamada 0.5 п, нБ-CT/З
Neorhodomella larix (Turner) Masuda 0.5 т, шБ/З
Palmaria stenogona Perestenko 0.7 п, шБ/З
Polysiphonia morrowii Harvey, Grey 0.5 нБ-CT-Н/ИнЗ
Tichocarpus crinitus (Gmelin) Ruprecht 0.5 п, шБ/З

П р и м е ч а н и е. Биогеографическая принадлежность вида: АтлПац – атлантопацифический; АркАтлПац – арктатлантопацифический; АркАт-
лИндПац – арктатланто-индопацифический; Б-А – бореально-арктический; Б-Т-Н – бореально-тропическо-нотальный; нБ – низкобореальный; 
нБ-СТ – низкобореально-субтропический; нБ-СТ-Н – низкобореально-субтропическо-нотальный; нБ-Т – низкобореально-тропический; нБ-Т-
Н – низкобореально-тропическо-нотальный; п – приазиатский (западнотихоокеанский); т – тихоокеанский (распространенный по обоим берегам 
Тихого океана); шБ – широкобореальный; шБ-А – широкобореально-арктический. Тип ареала вида: З – зональный; ИнЗ – интерзональный; МЗ – 
мультизональный (по: Guiry, Guiry, 2016).
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дорослей от места сбора до лаборатории не превышало 30 мин. 
Образцы перевозили в тёмных сосудах с морской водой при 
постоянной аэрации. Для исследования водорослей Monostroma 
grevillei, Punctaria plantaginea, Ahnfeltiopsis flabelliformis, 
Chondrus pinnulatus, Laurencia nipponica и Polysiphonia morrowii 
отбирали стерильные талломы массой 1–2 г и использовали их 
полностью. При изучении остальных водорослей использовали 
только вегетативные части талломов одной возрастной генера-
ции; отбор проб проводили согласно Ли (1978). В биологиче-
скую пробу входило 1–3 растения. Количество биологических 
проб для каждого анализа по каждому виду составляло 9–15. 
Водоросли очищали от эпифитов, взвешивали, фиксировали 
в жидком азоте и хранили при температуре –80°С в течение 2–3 
сут до начала анализа.

Для определения активности антиоксидантных фермен-
тов и содержания растворимого белка перемолотые в жидком 
азоте образцы (0.3–0.5 г сыр. массы) экстрагировали в 2–3 мл 
охлажденного 50 мМ К-фосфатного буфера (рН 7.4), содержа-
щего 1% ПВП-10, 1 мМ ЭДТА, 0.05% Тритон X-100 и 1 мМ 
L-аскорбат в 1 мл раствора. Для анализа содержания общего ас-
корбата (AsA) и глутатиона (GSH+GSSG, далее – GSH) образцы 
(0.8–1.0 г сыр. массы) экстрагировали соответственно в 4–5 мл 
охлажденной 6% трихлоруксусной или 6% сульфосалициловой 
кислоты. Все процедуры проводили при температуре 2–4°С. 
Полученные экстракты инкубировали на льду в ультразвуковой 
бане в течение 10 мин. Затем гомогенаты тканей водорослей 
центрифугировали при 13 тыс. об/мин в течение 15 мин при 4°С. 
Супернатанты собирали и хранили на льду до начала анализа. 
Срок хранения не превышал 1–2 ч.

При определении активности ферментов и содержания 
антиоксидантов использовали реактивы фирмы Sigma (США). 
Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре СФ-2000 
(Россия). Активность СОД (ЕС 1.15.1.1) определяли по методу, 
основанному на ингибировании фотохимического восстанов-
ления красителя нитросинего тетразолия (НСТ) радикалами 
О2˙ˉ до формазана на ярком свету (Beyer, Fridovich, 1987). За 
реакцией следили по изменению оптической плотности при 
560 нм. За единицу активности СОД принимали количество 
фермента, вызывающего ингибирование фотовосстановления 
НСТ на 50%. Специфическую активность фермента выражали 
в относительных единицах (отн. ед.) на 1 мг белка. Активность 
ГР (ЕС 1.6.4.2) определяли по кинетике окисления НАДФ·Н 

(Goldberg, Spooner, 1983) и выражали в мкмоль окисленного 
НАДФ·Н на 1мг белка в мин. Активность АПО (ЕС 1.11.1.11) 
оценивали по кинетике окисления AsA (Nakano, Asada, 1981) 
и выражали в мкмоль окисленного AsA на 1мг белка в мин. 
Активность КАТ (ЕС 1.11.1.6) определяли по скорости разло-
жения Н2О2 (Beers, Sizer, 1952) и выражали в отн. ед. на 1 мг 
белка. Содержание общего AsA определяли по методу, осно-
ванному на реакции восстановления аскорбатом Fe3+ до Fe2+ 
(Gillespie, Ainsworth, 2007) и выражали в мкмоль/г сух. массы. 
Содержание общего GSH определяли по методу, основанному 
на последовательном окислении глутатиона 5,5-дитиобис-2-ни-
тробензойной кислотой (Anderson, 1985) и выражали в мкмоль/г 
сух. массы. Суммарное содержание каротиноидов (КАР) анали-
зировали методами, описанными Ли (1978), и выражали в мг/г 
сух. массы. Содержание растворимого белка определяли мето-
дом, основанным на связывании белками красителя Coomassie 
Brilliant Blue G-250 (Bradford, 1976).

Статистическую обработку данных проводили с помо-
щью программы Statistica 7.0 (StatSoft Inc.). Перед проведе-
нием статистического анализа для получения нормального 

распределения данных их трансформировали по методу ар-
ксинуса. Для оценки статистических различий трансформиро-
ванные данные подвергали дисперсионному анализу (one-way 
ANOVA) с последующим использованием многорангового Тью-
ки HSD-теста. Достоверными считали различия при уровне 
значимости Р < 0.05. Для анализа сходства видов исполь-
зовали агломеративный метод древовидной кластеризации: 
методы ближайшего связывания (neighbor-joining) и Уорда 
(Ward’s method). Значимость различий полученных класте-
ров оценивали при помощи бутстреп-анализа по 1 тыс. реплик 
(Шитиков, Розенберг, 2013).

РЕЗУЛЬТАТЫ

При сравнении активности антиоксидантных фер-
ментов (рис. 1) и содержания низкомолекулярных ан-
тиоксидантов (рис. 2) в ряде случаев зарегистрирована 
зависимость конститутивной ёмкости АОС от таксоно-
мической принадлежности макроводорослей к разным 
отделам (табл. 2). Так, максимальные активность СОД, 
ГР и АПО, а также наибольшее содержание GSH и КАР 
выявлены у представителей Chlorophyta (рис. 1А–В, 
2Б–В). Минимальные активность СОД, ГР, АПО и со-
держание GSH зарегистрированы у водорослей из отдела 
Ochrophyta. Водоросли из отдела Rhodophyta по уров-
ню этих антиоксидантных компонентов занимали про-
межуточное положение. Активность КАТ и содержание 
AsA были сопоставимы у представителей Chlorophyta, 
Ochrophyta и Rhodophyta (рис. 1Г, 2А). Минимальный 
уровень КАР отмечен в тканях багрянок (рис. 2В).

В пределах отделов амплитуда вариаций активно-
сти и содержания большинства компонентов АОС у из-
ученных водорослей носит видоспецифичный характер 
(табл. 3). Вместе с тем статистически значимой зависимо-
сти активности ГР и АПО у представителей Chlorophyta, 
а также активности КАТ у представителей Ochrophyta 
и Rhodophyta от видовой принадлежности водорослей 
нами не выявлено (табл. 3). Проведенная иерархическая 
кластеризация зелёных, бурых и красных водорослей по 
активности и содержанию антиоксидантных компонен-
тов, статистически достоверно зависевших от видовой 
принадлежности макрофитов, показала, что внутри си-
стематических отделов конститутивная ёмкость АОС 
исследованных водорослей зависит от их биогеографии 
(рис. 3). Так, представители отдела Chlorophyta на уровне 
сходства активности СОД и КАТ (рис. 3А), а также на 
уровне сходства содержания антиоксидантов (рис. 3Б) 
группируются в два кластера. Первый кластер включает 
бореально-арктический вид Monostroma grevillei, а вто-
рой кластер представлен мультизональными видами Ulva 
lactuca и U. linza и имеет бутстреп-поддержку 99%. У ви-
дов рода Ulva активность СОД и КАТ (рис. 1А), а также 
содержание GSH (рис. 2Б) в 1.5 раза (P < 0.05) превышали 
таковые у M. grevillei. Напротив, содержание AsA и КАР 
в тканях M. grevillei было в 1.5–1.8 раза (P < 0.05) выше, 
чем в тканях U. lactuca и U. linza (рис. 2А, В).

Представители отдела Ochrophyta на уровне сход-
ства активности СОД, ГР, АПО (рис. 3В) и содержания 
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Рис. 1. Активность супероксиддисмутазы, СОД (А); глутатионредуктазы, ГР (Б); аскорбатпероксидазы, АПО (В) и каталазы, КАТ (Г) 
в тканях макроводорослей из б. Соболь (Японское море). Здесь и на рис. 2 представлены среднеарифметические значения ± SD, n = 9–15; 
одинаковые буквенные индексы, расположенные справа от вертикальной черты, показывают отсутствие статистически значимых различий 
в значениях параметра между систематическими отделами при P < 0.05 (Тьюки HSD-тест).

антиоксидантов (рис. 3Г) образуют четыре кластера, 
объединенных в две группы, каждая из которых име-
ет бутстреп-поддержку, превышающую 70%. Первую 
группу составляют четыре вида: бореально-арктиче-
ский Punctaria plantaginea, широкобореальные Costaria 
costata, Stephanocystis crassipes и субтропическо-низко-
бореальный Sargassum pallidum. Вторая группа включает 
один кластер, образованный тропическо-субтропическо-
низкобореальными видами Sargassum miyabei и Undaria 
pinnatifida. У последних видов активность СОД, ГР, АПО 

была в 2–5 раз (P < 0.05) выше, а содержание AsA, GSH 
и КАР в среднем было в 2–3 раза (P < 0.05) ниже, чем 
у видов первой группы (рис. 1А–В, 2).

Исследованные багрянки на основании сходства 
активности СОД, ГР, АПО (рис. 3Д) и содержания ан-
тиоксидантов (рис. 3Е) группируются в пять кластеров, 
формирующих две группы, каждая из которых имеет бут-
стреп-поддержку, превышающую 80%. В первую груп-
пу выделены тропическо-субтропическо-низкобореаль-
ные виды Ahnfeltiopsis flabelliformis, Laurencia nipponica 
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Рис. 2. Общее содержание аскорбата, AsA (А); глутатиона, GSH (Б) и каротиноидов, КАР (В) в тканях макроводорослей из б. Соболь 
(Японское море).

Таблица 2. Зависимость активности и содержания антиоксидантных компонентов от таксономической принадлежности водорослей 
к отделам Chlorophyta, Ochrophyta, Rhodophyta по результатам однофакторного дисперсионного анализа

Группирующая  
переменная

Зависимая  
переменная df MS F P

Отдел СОД 2, 185 3.1706 178.7631 0.0000

ГР 2, 184 0.0626 243.3740 0.0000

АПО 2, 184 0.1028 321.3187 0.0000

КАТ 2, 184 0.0032 0.3913 0.6770

AsA 2, 204 0.0091 2.7718 0.0649

GSH 2, 170 0.0685 236.3893 0.0000

Кар 2, 173 0.1099 231.8380 0.0000

П р и м е ч а н и е. СОД – супероксиддисмутаза, ГР – глутатионредуктаза, АПО –аскорбатпероксидаза, КАТ – каталаза, AsA – аскорбат, GSH – глу-
татион, КАР – каротиноиды.
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и Polysiphonia morrowii. Вторая группа объединяет бо-
реальные виды Chondrus pinnulatus, Neorhodomella larix, 
Palmaria stenogona и Tichocarpus crinitus, а также тропи-
ческо-низкобореальный вид Grateloupia divaricata. В тка-
нях багрянок, образующих первую группу, активность 
СОД, ГР и АПО в 2–2.5 раза (P < 0.05) превышала тако-
вую у видов, входящих во вторую группу (рис. 1А–В). 
Содержание AsA и GSH у A. flabelliformis, L. nipponica 
и P.morrowii, напротив, было в 2.5–3 раза ниже (P < 0.05), 
чем у бореальных видов и G. divaricata (рис. 2А–Б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Потенциал антиоксидантной системы (АОС) мор-
ских автотрофов является важным элементом их биохи-
мической защиты, направленной на обеспечение стресс-
устойчивости видов. Однако оценка состояния АОС ма-
крофитов невозможна без определения диапазона варьи-
рования её количественных показателей в оптимальных 
условиях существования водорослей. В настоящей рабо-
те впервые приведены количественные характеристики 
АОС 17 массовых видов япономорских макроводорослей 
в период их активного вегетативного роста на открытых 

участках верхней сублиторали, не подверженной антро-
погенному воздействию, а также обобщены немногочи-
сленные литературные данные о конститутивном уровне 
активности и содержания компонентов АОС у разных 
таксонов макроводорослей прибрежной зоны умеренных 
широт.

В целом выявленные нами диапазоны активности 
СОД, ГР, АПО, КАТ и содержания AsA, GSH в тканях 
верхнесублиторальных макрофитов из относительно чи-
стой акватории б. Соболь находятся в пределах величин, 
отмеченных ранее для зелёных, бурых и красных водо-
рослей, обитающих на мелководных участках шельфа 
умеренных широт при минимальной антропогенной на-
грузке (табл. 4). Диапазон вариаций общего содержания 
КАР в тканях исследованных нами макрофитов также 
сопоставим с ранее опубликованными данными для во-
дорослей как зал. Петра Великого Японского моря (Ли, 
Титлянов, 1978), так и других прибрежных районов уме-
ренного пояса (Bianchi et al., 1997). Вместе с тем обра-
щают на себя внимание показатели зелёной водоросли 
Ulva linza (ранее Enteromorpha ahlneriana) из прибреж-
ных вод северной Балтики (Choo et al., 2004), у которой 

Таблица 3. Зависимость активности и содержания антиоксидантных компонентов от видовой принадлежности водорослей внутри 
систематических отделов по результатам однофакторного дисперсионного анализа

Группирующая  
переменная

Зависимая  
переменная df MS F P

Chlorophyta

Вид СОД 2, 30 0.1812 3.7615 0.0349

ГР 2, 29 0.0017 1.8723 0.1719
АПО 2, 29 0.0002 0.6451 0.5319
КАТ 2, 26 0.0958 19.0388 0.0001
AsA 2, 37 0.0281 80.6185 0.0000
GSH 2, 26 0.0016 5.3195 0.0116
КАР 2, 26 0.0065 16.3240 0.0000

Ochrophyta, Phaeophyceae
Вид СОД 5, 57 0.0315 13.7195 0.0000

ГР 5, 57 0.0020 37.9688 0.0000
АПО 5, 49 0.0017 29.5071 0.0000
КАТ 5, 57 0.0086 2.2896 0.0576
AsA 5, 76 0.0326 51.8300 0.0000
GSH 5, 57 0.0011 15.0541 0.0000
КАР 5, 57 0.0043 16.9650 0.0000

Rhodophyta

Вид СОД 7, 63 0.1039 22.9627 0.0000
ГР 7, 63 0.0008 25.4196 0.0000

АПО 7, 71 0.0021 15.0493 0.0000
КАТ 7, 63 0.0086 1.1047 0.3714
AsA 7, 93 0.0401 39.8092 0.0000
GSH 7, 63 0.0037 93.0177 0.0000
КАР 7, 65 0.0043 93.8638 0.0000

П р и м е ч а н и е. СОД – супероксиддисмутаза, ГР – глутатионредуктаза, АПО – аскорбатпероксидаза, КАТ – каталаза, AsA – аскорбат, GSH – глу-
татион, КАР – каротиноиды.
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активность СОД, АПО и КАТ на порядок ниже значений, 
зарегистрированных нами и другими исследователями 
для бореальных представителей рода Ulva (табл. 4). По 
нашему мнению, такие расхождения, вероятно, связаны 
с различиями в солевом режиме акваторий, где были 
собраны водоросли. Известно, что фотосинтетическая 
активность макрофитов солоноватого Балтийского моря 
в норме значительно ниже, чем у аналогичных видов, 
обитающих при нормальной морской солёности (Gylle et 
al., 2013). Пониженная скорость фотосинтеза у автотроф-
ных организмов обычно сопряжена с низким уровнем 
продукции АФК в их тканях (Asada, 2006). В этих усло-

виях поддержание клетками высокого АОС потенциала, 
требующее существенных энергетических затрат, по-ви-
димому, нецелесообразно.

Общей закономерностью для всех исследованных 
нами макрофитов является более высокий уровень актив-
ности ключевых антиоксидантных ферментов у зелёных 
водорослей по сравнению с бурыми и красными (рис. 1А–
В). Так, в ряду Chlorophyta > Rhodophyta > Ochrophyta 
отмечено убывание активности СОД, играющей ведущую 
роль в утилизации супероксид-анион радикала и проду-
цировании Н2О2 (Alscher et al., 2002), и активности как 
ГР, так и АПО, участвующих в элиминации Н2О2 в хло-

Рис. 3. Дендрограммы сходства макроводорослей из б. Соболь (Японское море) внутри систематических отделов: Chlorophyta – на уровнях 
активности СОД, КАТ (А) и содержания AsA, GSH, КАР (Б); Ochrophyta, Phaeophyceae – на уровнях активности СОД, ГР, АПО (В) и со-
держания AsA, GSH, КАР (Г); Rhodophyta – на уровнях активности СОД, ГР, АПО (Д) и содержания AsA, GSH, КАР (Е). Для кластеров 
над ветвями указаны индексы бутстрепа (% от 1 тыс. реплик), полученные по методу Уорда.
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Таблица 4. Активность антиоксидантных ферментов и содержание антиоксидантов у макроводорослей мелководья умеренной 
зоны Мирового океана при минимальной антропогенной нагрузке

Вид Место сбора СОД ГР АПО КАТ AsA GSH Источник

Chlorophyta

[M. grevillei]* Сев. Пацифика, 
Японское море

347–4071 0.9–1.22 1.4–1.92 65–1232 0.2–0.45

1.2–2.36
1.0–1.54

0.2–0.36
Настоящее исследова-
ние

[U. lactuca, U. linza]* Сев. Пацифика, 
Японское море

331–8531 0.5–2.62 1.1–2.32 135–2692 0.1–0.25

0.3–0.96
1.6–2.54

0.2–0.56
Настоящее исследова-
ние

Ulva pertusa Ю-з Пацифика 250–6001 0.5–1.42 0.8–2.52 н.д. 1.5–1.76 0.1–0.36 Engels, 2011
U. intestinales Сев. Атлантика н.д. 1.1–2.82 н.д. 40–2002 н.д. н.д. Aguilera et al., 2004
U. intestinales Сев. Атлантика н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. 1.2–1.54 Pawlik-Skowronska et 

al., 2007
U. lactuca Сев. Атлантика н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. 1.1–1.74 Pawlik-Skowronska et 

al., 2007
U. linza Сев. Балтика 12–251 н.д. 0.1–0.42 0.2–2.52 н.д. н.д. Choo et al., 2004
Ulva sp. Сев. Адриатика 600–7001 н.д. н.д. 150–2502 н.д. н.д. Schiavon et al., 2012
Ulva spp. Сев. Адриатика н.д. н.д. н.д. н.д. 0.1–0.35 н.д. Munda, 1987

Ochrophyta, Phaeophyceae

[C. costata, P. 
plantaginea, S. 
pallidum, S. crassipes]*

Сев. Пацифика,
Японское море

19–701a 0.0–0.12

0.1–0.73
0.1–

0.22 0.1–
0.63

46–1752

84–5283
2.0–7.64

0.1–0.35

0.3–1.56

0.1–0.44

0.1–0.26
Настоящее исследова-
ние

[S. miyabei, U. pinnat-
ifida]*

Сев. Пацифика,
Японское море

36–1301a 0.1–0.42

1.1–2.73
0.1–

0.72 0.7–
4.23

53–1902

244–6273
0.9–2.14

< 0.15

0.1–0.66

0.1–0.24

0.0–0.16
Настоящее исследова-
ние

Scytosiphon lomentaria Ю-в Пацифика н.д. 0.1–0.22 0.3–0.42 18–902 3.9–4.34 0.9–1.14 Contreras et al., 2005
Fucus spp. Сев. Атлантика 23–551a 0.1–0.33 0.5–1.73 66–4033 1.5–5.36 0.2–0.76 Collen, Davison, 1999a
Fucus spp. Сев. Атлантика н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. 1.6–2.34 Pawlik-Skowronska et 

al., 2007
Cystoseira compressa Сев. Адриатика н.д. н.д. н.д. н.д. 0.4–0.65 н.д. Munda, 1987

Fucus virsoides Сев. Адриатика н.д. н.д. н.д. н.д. 0.5–0.95 н.д. Munda, 1987

Scytosiphon lomentaria Сев. Адриатика н.д. н.д. н.д. н.д. 0.2–0.35 н.д. Munda, 1987

Rhodophyta

[C. pinnulatus, N. larix, 
P. stenogona, T. crinitus, 
G. divaricata]*

Сев. Пацифика,
Японское море

75–1501 0.2–0.42

1.5–3.43
0.7–2.03 40–2302

220–6803
0.1–0.35

1.3–1.96
0.6–1.04

0.1–0.26
Настоящее исследова-
ние

[A. flabelliformis, L. 
nipponica, P. mor-
rowii]*

Сев. Пацифика,
Японское море

106–2701 0.3–0.62

2.0–4.63
1.8–3.33 38–2352

220–6603
< 0.15

0.2–0.46
0.1–0.44

< 0.16
Настоящее исследова-
ние

Porphyra umbilicalis Сев. Атлантика н.д. 0.1–2.52 н.д. 40–2102 н.д. н.д. Aguilera et al., 2004
Mastocarpus stellatus Сев. Атлантика 70–2801 0.4–1.03 3.8–5.53 55–683 1.5–2.26 0.1–0.26 Collen, Davison, 1999b; 

Lohrmann et al., 2004
Chondrus crispus Сев. Атлантика 100–2801 0.2–0.33 3.2–4.83 22–353 0.6–2.06 0.1–0.26 Collen, Davison, 1999b; 

Lohrmann et al., 2004
Gracilaria gracilis Сев. Атлантика н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. 1.4–1.74 Pawlik-Skowronska et 

al., 2007
Solieeria chordales Сев. Атлантика н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. 0.8–1.04 Pawlik-Skowronska et 

al., 2007
Ceramium cilliaium Сев. Адриатика н.д. н.д. н.д. н.д. 0.2–0.55 н.д. Munda, 1987
Halopitys incuvus Сев. Адриатика н.д. н.д. н.д. н.д. 0.1–0.25 н.д. Munda, 1987

*Полные видовые названия водорослей представлены в табл. 1.
П р и м е ч а н и е. Сев. – северная, Ю-з – юго-западная, Ю-в – юго-восточная, н.д. – нет данных. Надстрочными цифровыми индексами отмечена 
размерность, в которой выражены активность ферментов (1отн. ед./мг белка, 1aотн. ед./г сыр. массы, 2мкмоль субстрата/мг белка мин, 3мкмоль 
субстрата/г сыр. массы мин) и содержание антиоксидантов (4мкмоль/г сух. массы, 5мг/г сыр. массы, 6мкмоль/г сыр. массы).
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ропластах (Asada, 2006). Наши результаты подтверждают 
данные, полученные ранее при исследовании макрово-
дорослей северной Атлантики (Collen, Davison, 1999a, b) 
и Арктики (Aguilera et al., 2002), согласно которым у крас-
ных и бурых водорослей мелководья потенциал фермен-
тативной АОС значительно ниже, чем у представителей 
зелёных водорослей. В пользу этого утверждения свиде-
тельствуют также недавно полученные сравнительные 
данные по активности ГР и АПО у макрофитов субтро-
пиков (Park et al., 2011; Flores-Molina et al., 2014).

Следует отметить широкую фенотипическую ва-
риабельность активности КАТ у макроводорослей из б. 
Соболь, вследствие которой нам не удалось зарегистри-
ровать достоверные различия по этому параметру меж-
ду представителями разных систематических отделов 
(табл. 2, рис. 1Г). Аналогичные результаты получены 
в работах, выполненных на макрофитах из относитель-
но чистых акваторий побережья Чили (Flores-Molina 
et al., 2014) и Чёрного моря (Шахматова, Мильчакова, 
2014). В то же время, в работе этих авторов отмечено, что 
в условиях антропогенного загрязнения активность КАТ 
зелёных и бурых водорослей может значительно уступать 
таковой багрянок. Близкие данные получены и для макро-
фитов Красного моря в условиях высоких концентраций 
нитратов в воде (Khan et al., 2015).

Исследованные нами представители отделов 
Ochrophyta и Rhodophyta отличаются не только низким 
уровнем активности ферментативной АОС, но и срав-
нительно невысоким содержанием некоторых ключевых 
низкомолекулярных антиоксидантов (рис. 2Б, В). Это 
относится к глутатиону (GSH) – одному из основных 
компонентов антипероксидной системы клеток в гидро-
фильной среде (Asada, 2006), а также к липофильным 
антиокислителям каротиноидам (КАР), известным сво-
ей способностью дезактивировать синглетный кислород 
(1O2) и пероксил-радикал (ROO˙) (Telfer et al., 1994). За-
регистрированные нами тенденции к убыванию содержа-
ния GSH в ряду Chlorophyta > Rhodophyta > Ochrophyta 
и к падению уровня КАР в ряду Chlorophyta > Ochrophyta 
> Rhodophyta отмечают и другие исследователи. Напри-
мер, на подобный феномен указывают Ткаченко с соавто-
рами (2004) при сравнении потенциала глутатионовой си-
стемы между зелёными и красными водорослями Чёрно-
го моря, а также Ли и Титлянов (1978) при сопоставлении 
размеров пула каротиноидов между таксонами морских 
макрофитов Японского моря. По-видимому, преимущест-
венную роль в детоксикации АФК и обеспечении стресс-
устойчивости у зелёных водорослей играют универсаль-
ные компоненты ферментативной и низкомолекулярной 
АОС, тогда как у бурых и красных водорослей их вклад 
минимален. Тем не менее содержание аскорбата (AsA) 
у зелёных, бурых и красных водорослей из б. Соболь ста-
тистически значимо не различалось (табл. 2, рис. 2А). Это 
не противоречит данным сравнительных исследований 
макрофитов умеренного пояса из северной Адриатики 
(Munda, 1987) и северной Атлантики (Collen, Davison, 

1999a, b). Однако в мониторинговых работах, выполнен-
ных на водорослях Арктики (Aguilera et al., 2002) и тро-
пиков (Chakraborty et al., 2010), представители отделов 
Ochrophyta и Rhodophyta по уровню этого низкомолеку-
лярного антиоксиданта значительно уступали видам из 
отдела Chlorophyta.

Сравнительно низкие показатели универсальных 
компонентов АОС у представителей отделов Ochrophyta 
и Rhodophyta предполагают наличие у них альтернатив-
ных механизмов антиоксидантной защиты, в частности, 
накопление соединений, потенциально способных участ-
вовать в перехвате АФК. Так, в тканях бурых водорослей 
присутствуют полифенольные соединения – флоротан-
нины, которые считаются основной составляющей анти-
оксидантного потенциала представителей этого таксона 
(Connan et al., 2006). У красных водорослей дополни-
тельную антиоксидантную функцию могут выполнять 
микоспорин-подобные аминокислоты (Coba et al., 2009). 
Кроме этого водоросли обоих отделов аккумулируют 
в тканях сульфатированные полисахариды, проявляющие 
in vitro в отношении большинства АФК умеренную анти-
оксидантную активность (Jiao et al., 2011). Вместе с тем 
не исключено, что стратегия антиоксидантной защиты 
у исследованных нами видов бурых и красных водоро-
слей осуществляется не за счёт поддержания стабильно 
высокого уровня активности АОС, а путем активации 
её компонентов и высокой скорости их регенерации не-
посредственно во время стресса. Подтверждение этой 
гипотезы требует дальнейших исследований.

Следует отметить, что различия в конститутивной 
ёмкости АОС макрофитов из б. Соболь обнаружены не 
только между представителями систематических отделов, 
но и между видами в пределах каждого из них (табл. 3). 
Данный феномен не может быть связан с вертикальным 
распределением водорослей (Aguilera et al., 2002) или 
с фазой их жизненного цикла (Mizuta, Yasui, 2010), так 
как исследованные нами растения произрастали на одной 
глубине и находились на одинаковой стадии вегетации. 
Тем не менее полученные нами результаты иерархиче-
ской кластеризации видов на уровне антиоксидантных 
компонентов убедительно демонстрируют зависимость 
конститутивной ёмкости АОС япономорских макрофитов 
от их биогеографии: холодноводные (бореальные и боре-
ально-арктические) водоросли уступают тепловодным 
(тропическо-бореальным и субтропическо-низкобореаль-
ным) видам по активности основных компонентов фер-
ментативной АОС, но превосходят последние по уров-
ню универсальных низкомолекулярных антиоксидантов 
(рис. 2, 3). Подобную закономерность ранее неоднократ-
но отмечали для высших растений (Wahid et al., 2007) 
и морских беспозвоночных (Abele, Puntarulo, 2004), но 
для макроводорослей это показано нами впервые.

Обращает на себя внимание антиоксидантный 
статус бурой водоросли Sargassum pallidum и багрянки 
Grateloupia divaricata, которые по данным Algaebase 
(Guiry, Guiry, 2016) относят соответственно к субтропи-



381

БИОЛОГИЯ  МОРЯ   том  43   №  5   2017

АНТИОКСИДАНТНЫЙ

ческо-низкобореальному и тропическо-низкобореально-
му видам. Однако эти водоросли по показателям как фер-
ментативной, так и низкомолекулярной АОС примыкают 
к группе холодноводных видов (рис. 3В–Е). Получен-
ные данные согласуются с результатами генетического 
анализа, согласно которому распространение S. pallidum 
и G. divaricata в субтропические/тропические воды про-
изошло из северо-восточной Азии (Lee et al., 2009; Cho et 
al., 2012). Вероятно, вселение этих макрофитов в теплые 
широты происходит только в холодное время года, когда 
температура воды снижается до показателей, характер-
ных для умеренных широт в летний период (Titlyanov et 
al., 2015). Данное предположение согласуется с резуль-
татами полевых экспериментов, выполненных на япо-
номорской G. divaricata, в которых этот вид проявляет 
низкую устойчивость к аномальному повышению темпе-
ратуры воды до 26–27°С (Белоциценко, 2015).

Таким образом, на основании проведенных исследо-
ваний можно заключить, что антиоксидантный потенциал 
верхнесублиторальных макроводорослей Японского моря 
отличается широкой таксономической и межвидовой ва-
риабельностью. Максимальные активности и содержа-
ние компонентов универсальной АОС характерны для 
представителей зелёных водорослей (отдел Chlorophyta), 
а минимальные – для бурых (отдел Ochrophyta, класс 
Phaeophyceae). Не исключено, что межвидовые различия 
в активности АОС морских макроводорослей в пределах 
систематических отделов связаны с географическим про-
исхождением и филогенетически закрепленной способ-
ностью видов к активации и синтезу антиоксидантных 
компонентов, что определяет адаптивные возможности 
водных растений противостоять окислительному стрессу 
в условиях флуктуаций факторов окружающей среды.

Необходимо отметить, что сведения о диапазоне ва-
риабельности основных компонентов АОС массовых видов 
макроводорослей Японского моря представляют несомнен-
ный практический интерес. Принимая во внимание относи-
тельную чистоту акватории, в которой проведен сбор водо-
рослей, полученные данные могут оказаться полезными для 
оценки функционального состояния растительных гидро-
бионтов при биоиндикации и экологическом мониторинге 
прибрежных водных экосистем умеренных широт.

Авторы выражают благодарность А.В. Скрипцовой 
и Ю.В. Набивайло (Национальный научный центр мор-
ской биологии ДВО РАН) за помощь при сборе водоро-
слей и анализе биогенных элементов в воде.
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