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Ýêñïðåññèÿ áåëêîâ HSP70 èíäóöèðóåòñÿ ñòðåññîâûìè ôàêòîðàìè, â òîì ÷èñëå è ñóáëåòàëüíûì îõ-
ëàæäåíèåì, îäíàêî ðîëü HSP70 â ïðåîäîëåíèè ïîñëåäñòâèé õîëîäîâîãî ñòðåññà íåÿñíà. Åñëè îíà ïîëî-
æèòåëüíà, òî ñòåïåíü ýêñïðåññèè HSP70 ìîæåò áûòü âûøå â ïîïóëÿöèÿõ èç ìåñòíîñòåé ñ áîëåå õîëîä-
íûì êëèìàòîì. Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ìû èññëåäîâàëè äèíàìèêó ýêñïðåññèè HSP70 â îòâåò íà õîëî-
äîâîé ñòðåññ ó äâóõ âèäîâ ìóðàâüåâ Myrmica (M. rubra è M. ruginodis) èç òðåõ ìåñòíîñòåé ðàçëè÷íûõ
øèðîò (50, 60 è 67 °N). Ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ó áîëåå òåðìîôèëüíîãî âèäà M. rubra ýêñïðåññèÿ
HSP70 â îòâåò íà õîëîä èíòåíñèâíåå. Âíóòðè îáîèõ âèäîâ íå îáíàðóæåíî îäíîçíà÷íîé ïðÿìîé êîððåëÿ-
öèè ìåæäó òåïëîëþáèâîñòüþ ïîïóëÿöèè è èíòåíñèâíîñòüþ è(èëè) ñêîðîñòüþ èíäóêöèè ñèíòåçà áåëêà
òåïëîâîãî øîêà (ÁÒØ70) â îòâåò íà ýêñïåðèìåíòàëüíûé õîëîäîâîé øîê. Òàê, ó M. rubra ñàìûé áûñòðûé
è èíòåíñèâíûé îòâåò ó ñàìîé þæíîé, à ó M. ruginodis — ó ñàìîé ñåâåðíîé ïîïóëÿöèè èç òðåõ èññëåäî-
âàííûõ. Îäíàêî ó M. rubra äâå äðóãèå ïîïóëÿöèè ïîõîæè ïî âðåìåíè è ñèëå îòâåòà, à ó M. ruginodis ñà-
ìûé ñëàáûé è ìåäëåííûé îòâåò íàáëþäàëè ó ïðîìåæóòî÷íîé ïîïóëÿöèè. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî,
÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè HSP70 ìîæåò èãðàòü íàèáîëåå çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â àäàïòàöèè ê õîëîäó ó M. ru-
ginodis ñàìîé ñåâåðíîé èç ïîïóëÿöèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåëêè òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà HSP70, ñòðåññ, õîëîäîóñòîé÷èâîñòü, ãåîãðà-
ôè÷åñêàÿ èçìåí÷èâîñòü, ìóðàâüè Myrmica.

Æèâûå îðãàíèçìû ÷àñòî ñòàëêèâàþòñÿ ñ ïðîáëåìîé
ïåðåæèâàíèÿ ñòðåññîâûõ óñëîâèé, ïðè êîòîðûõ íåâîç-
ìîæíà èõ àêòèâíàÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòü. Íà êëåòî÷íîì
óðîâíå ñòðåññ âûðàæàåòñÿ â áèîõèìè÷åñêèõ íàðóøåíèÿõ,
âåäóùèõ ê ñíèæåíèþ ýôôåêòèâíîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
òêàíåé è îðãàíîâ è êàê ñëåäñòâèå — ê ïîòåðå îðãàíèçìîì
êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòè è äàæå ê ãèáåëè. Îäíîé èç ìîëå-
êóëÿðíûõ ñèñòåì çàùèòû îò òàêèõ íàðóøåíèé ñ÷èòàþòñÿ
áåëêè òåïëîâîãî øîêà (HSP, heat shock proteins), ýêñïðåñ-
ñèþ êîòîðûõ èíäóöèðóþò ðàçíîîáðàçíûå âèäû ñòðåññà è
êîòîðûå ïîçâîëÿþò êëåòêå ñïðàâëÿòüñÿ ñ íàêîïëåíèåì
äåíàòóðèðîâàííûõ ôîðì äðóãèõ áåëêîâ (Feder, Hofmann,
1999; Sørensen et al., 2003).

Õîòÿ ðîëü HSP íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå íå âûçûâàåò
ñîìíåíèé, èõ ñïîñîáíîñòü çàùèùàòü îò ïðèðîäíûõ
ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ òðåáóåò ïðîâåðêè (Feder, Hofmann,
1999). Ïîïûòêè ïîêàçàòü ýòó ñïîñîáíîñòü íà ìóðàâüÿõ
ðåäêè, åäèíñòâåííûé òàêîé ïðèìåð — èññëåäîâàíèå
ðîëè HSP â ïðåîäîëåíèè ïîñëåäñòâèé òåïëîâîãî ñòðåññà
ïóñòûííûìè âèäàìè ðîäà Cataglyphis (Gehring, Wehner,
1995). Â óìåðåííîé è áîðåàëüíîé çîíàõ áîëåå âåëèêà âå-
ðîÿòíîñòü õîëîäîâîãî ñòðåññà, íî âîçìîæíàÿ ñâÿçü åãî ñ
HSP äàæå ó òðàäèöèîííûõ ìîäåëüíûõ îðãàíèçìîâ (Dro-
sophila) íå äîêàçàíà (Hoffmann et al., 2003). Òåì íå ìåíåå
âûðàæåííàÿ ýêñïðåññèÿ HSP ïîñëå êðàòêîãî ñóáëåòàëü-
íîãî îõëàæäåíèÿ (Burton et al., 1988; Joplin et al., 1990;
Denlinger et al., 1991) ìîæåò óêàçûâàòü íà ïîòåíöèàëü-

íóþ ðîëü ýòèõ áåëêîâ â êëåòî÷íûõ ðåïàðàöèîííûõ ïðî-
öåññàõ.

Ìóðàâüè Myrmica â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ áåç ïî-
ñëåäñòâèé ïåðåíîñÿò òåìïåðàòóðó 0 °Ñ â òå÷åíèå 24 ÷, íî
â ìàññå ãèáíóò ïðè 5 °Ñ â òå÷åíèå 1 íåä, ÷òî ãîâîðèò î
ñòðåññîâîì õàðàêòåðå äëÿ íèõ òàêèõ òåìïåðàòóð. Â àê-
òèâíûé ïåðèîä æèçíè êîëîíèè Myrmica èñïûòûâàþò òà-
êîé ñòðåññ âåñíîé ïîñëå çèìîâêè, êîãäà îíè ñòðåìÿòñÿ
ðàñïîëîæèòüñÿ â íàäïî÷âåííûõ ìèêðîó÷àñòêàõ, àêêóìó-
ëèðóþùèõ òåïëî â äíåâíîå âðåìÿ (Brian, Brian, 1951; Bri-
an, 1972), íî îõëàæäàþùèõñÿ íî÷üþ. Ñ óâåëè÷åíèåì øè-
ðîòû ìåñòíîñòè âîçðàñòàþò êàê ñèëà ðåãóëÿòîðíîãî îõ-
ëàæäåíèÿ â íî÷íîå âðåìÿ, òàê è ÷àñòîòà è äëèòåëüíîñòü
âíåçàïíûõ ïîõîëîäàíèé, çàâèñÿùèõ îò ïîãîäíûõ óñëî-
âèé. Ïðè ýòîì Myrmica ìîãëè áû ïîëó÷àòü ïðåèìóùåñòâî
îò âûðàáîòêè HSP, ÷òî ïðèâîäèëî áû ê ãåíåòè÷åñêè çà-
êðåïëåííîìó óâåëè÷åíèþ ñòåïåíè èõ ýêñïðåññèè ñ óâåëè-
÷åíèåì ãåîãðàôè÷åñêîé øèðîòû îáèòàíèÿ èõ ïîïóëÿöèé.

Â íàøåé ðàáîòå ìû ñòðåìèëèñü ïîëó÷èòü îòâåò íà
âîïðîñ î òîì, äàþò ëè áåëêè HSP âûøåóêàçàííîå ïðåè-
ìóùåñòâî. Äëÿ ýòîãî ìû ñðàâíèëè õàðàêòåð ýêñïðåññèè
HSP ñåìåéñòâà 70 êÄà ó äâóõ âèäîâ Myrmica, èçó÷èâ äëÿ
êàæäîãî òðè ãåîãðàôè÷åñêèå ïîïóëÿöèè èç ìåñòíîñòåé ñ
ðàçíîé øèðîòîé. Òàêîé ïîäõîä, èñïîëüçóþùèé ïðèðîä-
íûé êëèìàòè÷åñêèé ãðàäèåíò, äàåò âîçìîæíîñòü ñóäèòü
î ðîëè ýòèõ áåëêîâ â àäàïòàöèè ê õîëîäîâîìó ñòðåññó â
åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ (Feder, Hofmann, 1999).
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â è ä û è ï î ï ó ë ÿ ö è è. Ìû èññëåäîâàëè ïðåäñòàâè-
òåëåé äâóõ îáû÷íûõ ïàëåàðêòè÷åñêèõ âèäîâ (M. rubra è
M. ruginodis), ñîáðàííûõ âáëèçè òðåõ ãåîãðàôè÷åñêèõ
ïóíêòîâ: Áîðèñîâêà (50°36� N, 36°01� E), Ïåòåðãîô
(59°53� N, 29°52� E) è Ëóâåíüãà (67°09� N, 32°24� E). Âî
âñåõ ñëó÷àÿõ ñáîð ïðîâîäèëè ïîä ïîëîãîì ëåñà, êðîìå
M. rubra â Ëóâåíüãå, ãäå ýòîò âèä îáèòàåò òîëüêî íà îò-
êðûòîé ìåñòíîñòè. Îïðåäåëåíèå óðîâíÿ HSP70 ïîâòîðÿ-
ëè â 2004 è 2005 ãã. íà ðàçëè÷íûõ êîëîíèÿõ.

Ñ á î ð è ñ î ä å ð æ à í è å. Ñ ïîìîùüþ ýêñãàóñòåðà èç
ïðèðîäíûõ êîëîíèé îòáèðàëè çíà÷èòåëüíûå ãðóïïû
(250—300 ðàáî÷èõ îñîáåé, 1—2 öàðèöû, ëè÷èíêè è êó-
êîëêè) è â ïëàñòèêîâûõ ïðîáèðêàõ ñ âëàæíîé ãóáêîé
òðàíñïîðòèðîâàëè â ëàáîðàòîðèþ. Ãðóïïû ïîìåùàëè â
çàêðûòûå ôîðìèêàðèè èç ïðîçðà÷íîãî ïëàñòèêà (Kipyat-
kov et al., 2005), â ñâîåé æèëîé ÷àñòè îáåñïå÷èâàþùèå
çàòåìíåíèå è âûñîêóþ îòíîñèòåëüíóþ âëàæíîñòü, õàðàê-
òåðíóþ äëÿ âíóòðåííåé ñðåäû åñòåñòâåííûõ ãíåçä ýòèõ
ìóðàâüåâ, è äî ýêñïåðèìåíòîâ ñîäåðæàëè ïðè 20 °Ñ è ñó-
òî÷íîì ôîòîïåðèîäå 22 ÷ ñâåòà è 2 ÷ òåìíîòû. Â êà÷åñò-
âå êîðìà èñïîëüçîâàëè êóñî÷êè õîðîøî ñìî÷åííîãî èçþ-
ìà è íàñåêîìûõ èç ëàáîðàòîðíûõ êóëüòóð — òàðàêàíîâ
Nauphoeta cinerea è ìóõ Calliphora vicina. Êîðì ìåíÿëè
êàæäûå 3 ñóò.

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í à ÿ ï ð î ö å ä ó ð à. Ñïóñòÿ íå
ìåíåå 1.5 ìåñ ñîäåðæàíèÿ êîëîíèé â ñòàíäàðòíûõ ëàáî-
ðàòîðíûõ óñëîâèÿõ ïðîâîäèëè èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè
HSP70 â îòâåò íà õîëîä íà îäíîé êîëîíèè èç êàæäîãî
ãåîãðàôè÷åñêîãî ïóíêòà. Â 2004 ã. èç êîëîíèé ñëó÷àé-
íûì îáðàçîì äåëàëè ïî äâå âûáîðêè, êàæäàÿ îáúåìîì
ïðèáëèçèòåëüíî ïî 50 ðàáî÷èõ îñîáåé, ïîìåùàëè èõ â
êîíòåéíåðû ñ ñåò÷àòîé êðûøêîé è âëàæíîé ãóáêîé, êîí-
òðîëüíóþ âûáîðêó îñòàâëÿëè ïðè êîìíàòíûõ óñëîâèÿõ, à
ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ïîäâåðãàëè õîëîäîâîìó ñòðåññó
(äëèòåëüíîñòüþ 1 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 3 °Ñ). Ïîñëå íåáî-
ëüøîãî ïåðèîäà âîññòàíîâëåíèÿ ïîñëå ñòðåññà (2 ÷ ïðè
20 °Ñ) ïðèáëèçèòåëüíî â îäíî âðåìÿ èç îáåèõ âûáîðîê
ãîòîâèëè ïðîáû íà àíàëèç. Â 2005 ã. èç êàæäîé êîëîíèè
äåëàëè ÷åòûðå âûáîðêè: êîíòðîëüíóþ è òðè ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïîñëåñòðåññîâîé äèíàìèêè êî-
ëè÷åñòâà HSP70; ïðîáû èç íèõ ãîòîâèëè ÷åðåç 0 ÷ (çàîä-
íî ñ êîíòðîëüíîé), à çàòåì ÷åðåç 3 è 6 ÷ ïðè 20 °Ñ. Äî-
ïîëíèòåëüíî â 2005 ã. íà M. ruginodis èç ïîïóëÿöèè
Ïåòåðãîôà ïðîâåëè îïðåäåëåíèå óðîâíÿ HSP70 ïîñëå
òåïëîâîãî ñòðåññà (1 ÷ ïðè 37 °Ñ).

Ãîëîâíûå êàïñóëû 40 îñîáåé èç êàæäîé âûáîðêè îò-
äåëÿëè è ãîìîãåíèçèðîâàëè â 40 ìêë ýêñòðàêöèîííîãî
áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, 0.1 ìÌ
ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû (EDTA), 0.5 ìÌ
äèòèîòðèåòîëà (DTT) è 0.2 ìÌ ôåíèëìåòèëñóëüôîíèë-
ôëóîðèäà (PMSF); äî ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà ïîëó÷åííûå
ïðîáû õðàíèëè ïðè –20 °Ñ. Ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ ïðî-
áû â òå÷åíèå 15 ìèí öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10 000 g, ñó-
ïåðíàòàíò îòäåëÿëè è îïðåäåëÿëè â íåì êîíöåíòðàöèþ
îáùåãî áåëêà ïî ìåòîäó Ëîóðè è ñîàâòîðîâ (Lowry et al.,
1951).

Ðàçäåëåíèå áåëêîâîãî ñîäåðæèìîãî ïðîá ïðîâîäèëè
ïðè ïîìîùè SDS-ýëåêòðîôîðåçà â 10%-íîì ÏÀÀÃ â
Òðèñ-ãëèöèíîâîé ñèñòåìå Ëýììëè (Laemmli, 1970). Äëÿ
ïðèãîòîâëåíèÿ ýëåêòðîôîðåçíîé ïðîáû ñóïåðíàòàíò
ñìåøèâàëè ñ 4-êðàòíûì áóôåðîì Ëýììëè (1 % SDS, 5 %
â-ìåðêàïòîýòàíîëà è 10 % ãëèöåðèíà) â ñîîòíîøåíèè
3 : 1. Ïðîáó ïåðåìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè íà âîäÿíîé

áàíå ïðè 100 °Ñ â òå÷åíèå 3—4 ìèí. Ýëåêòðîôîðåç ïðî-
âîäèëè â ïëàñòèíå ãåëÿ ðàçìåðîì 120 � 90 � 0.8 ìì â òå-
÷åíèå 1.5 ÷ ïðè I = 10—12 ìÀ è 2.5 ÷ ïðè I = 20—25 ìÀ.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû âûÿâëÿåìûõ ïî-
ëèïåïòèäîâ èñïîëüçîâàëè ìàðêåðû High Range Rainbow
Molecular Weight Markers ìîë. ìàññû 14—220 êÄà
(Amersham Biosciences, ÑØÀ).

Áåëêè HSP70 âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà,
ïîñëå ïåðåíîñà èõ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó
(Towbin et al., 1979). Â 2004 ã. ìåìáðàíû îáðàáàòûâàëè
ïîëèêëîíàëüíûìè êðîëè÷üèìè àíòè-HSP70 àíòèòåëàìè
ROM1, ïîëó÷åííûìè â Ëàáîðàòîðèè çàùèòíûõ ìåõàíèç-
ìîâ êëåòêè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Â 2005 ã. ïðèìå-
íÿëè êîììåð÷åñêèå ìîíîêëîíàëüíûå àíòè-HSP70 àíòè-
òåëà SPA-822 (Stressgen Technologies, Êàíàäà). Çîíû ñâÿ-
çûâàíèÿ áåëêîâ ñ àíòè-HSP70 àíòèòåëàìè îêðàøèâàëè
ïðè ïîìîùè âòîðè÷íûõ áèîòèíèðîâàííûõ àíòèòåë,
êîíúþãèðîâàííûõ ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (Sigma,
ÑØÀ) â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé ðåàê-
öèè. Ñòåïåíè îêðàøèâàíèÿ çîí â îáëàñòè 70 êÄà ñðàâíè-
âàëè âèçóàëüíî.

Ðåçóëüòàòû

Ñîäåðæàíèå HSP70 — êàê êîíñòèòóòèâíîé ôîðìû,
òàê è èíäóöèðóåìîé ñòðåññîì — ó M. rubra îêàçàëîñü
âûøå, ÷åì ó M. ruginodis âñåõ òðåõ ïîïóëÿöèé (ñì. ðèñó-
íîê). Îñîáåííî íèçêèì áûëî ñîäåðæàíèå HSP70 ó M. ru-
ginodis ïåòåðãîôñêîé ïîïóëÿöèè: ïðè îäèíàêîâûõ äëÿ
îáîèõ âèäîâ ñòàðòîâûõ íàãðóçêàõ áåëêà íà ãåëü (40 ìêã)
ó íåå íå óäàëîñü âûÿâèòü HSP70. Äëÿ óñïåøíîãî âûÿâëå-
íèÿ HSP70 ó âñåõ òðåõ ïîïóëÿöèé ýòîãî âèäà ïðèøëîñü
óâåëè÷èòü ñòàðòîâóþ íàãðóçêó áåëêà â 2 ðàçà (80 ìêã).
Òåïëîâîé ñòðåññ ó M. ruginodis èç ïîïóëÿöèè Ïåòåðãîôà
(äîðîæêà HS íà ðèñóíêå, á) âûçûâàë íåñðàâíèìî áîëåå
ñèëüíóþ ýêñïðåññèþ HSP70, ÷åì õîëîäîâîé.

Äëÿ M. rubra (ñì. ðèñóíîê, à) õàðàêòåðíà ñëåäóþùàÿ
äèíàìèêà ýêñïðåññèè HSP70: ñðàçó ïîñëå õîëîäîâîãî
ñòðåññà (0 ÷) èíòåíñèâíàÿ ýêñïðåññèÿ HSP70 íàáëþäàåò-
ñÿ ó ìóðàâüåâ ñàìîé þæíîé èç òðåõ ïðåäñòàâëåííûõ ïî-
ïóëÿöèé (Áîðèñîâêà; äîðîæêà 2), à ó ïðîìåæóòî÷íîé è
ñåâåðíîé (Ïåòåðãîô è Ëóâåíüãà), íàïðîòèâ, ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì âûÿâëåí íåêîòîðûé ðàñõîä HSP70 â
äàííîé âðåìåíí *îé òî÷êå (äîðîæêè 6, 10). ×åðåç 3 ÷ ïî-
ñëå âîçäåéñòâèÿ ó ìóðàâüåâ þæíîé ïîïóëÿöèè íàáëþäà-
åòñÿ ðàñõîä HSP70 (äîðîæêà 3), à ó ïðîìåæóòî÷íîé è ñå-
âåðíîé îòìå÷åíî, íàïðîòèâ, åãî íàêîïëåíèå (äîðîæêè 7,
11). ×åðåç 6 ÷ ó ìóðàâüåâ âñåõ ïîïóëÿöèé âûÿâëÿåòñÿ
çîíà, ñîîòâåòñòâóþùàÿ áåëêó ñ ìîë. ìàññîé 70 êÄà. ×ðåç-
ìåðíîå îêðàøèâàíèå äîðîæêè èç-çà ïåðåãðóçêè ïðè íà-
íåñåíèè íà ñòàðò áåëêîâîé ïðîáû â ñëó÷àå þæíîé ïî-
ïóëÿöèè çàòðóäíÿåò ñðàâíåíèå, íî ó ïðîìåæóòî÷íîé è
ñåâåðíîé ïîïóëÿöèé çîíû 70 êÄà ñõîäíû ïî èíòåíñèâíî-
ñòè. Ïî ðåçóëüòàòàì 2004 ã., ïîëó÷åííûì ñ ïðèìåíåíèåì
ïîëèêëîíàëüíûõ íåêîììåð÷åñêèõ êðîëè÷üèõ àíòèòåë,
èíòåíñèâíîñòü ýêñïðåññèè HSP70 ó M. rubra ÷åðåç 2 ÷
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ áûëà ñõîäíà ñ òàêîâîé ÷åðåç 3 ÷ â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ 2005 ã.; áûëè ñõîäíû è êîíòðîëüíûå âàðèàí-
òû ýòèõ ëåò.

Ýëåêòðîôîðåãðàììû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ó
M. ruginodis (ñì. ðèñóíîê, á) þæíîé ïîïóëÿöèè (Áîðè-
ñîâêà) çàìåòíàÿ âûðàáîòêà HSP70 íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç 3 ÷
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ (äîðîæêà 3), ó ïðîìåæóòî÷íîé ïîïó-
ëÿöèè (Ïåòåðãîô) çîíà HSP70 åäâà çàìåòíà òîëüêî ÷åðåç
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6 ÷ (äîðîæêà 8), à ó ñåâåðíîé ïîïóëÿöèè (Ëóâåíüãà) íà-
êîïëåíèå HSP70 âûðàæåíî ñðàçó ïîñëå õîëîäîâîãî
ñòðåññà (äîðîæêà 10). Ñðàâíåíèå ñ ðåçóëüòàòàìè 2004 ã.
áûëî çàòðóäíåíî èç-çà ìàëîé íà÷àëüíîé íàãðóçêè áåëêà
è ñëàáîãî îòâåòà ó äàííîãî âèäà. Îäíàêî, êàê è â 2005 ã.
(Kipyatkov et al., 2005b), èíòåíñèâíîñòü çîíû êîíñòèòó-
òèâíûõ HSP70 (â êîíòðîëüíûõ âàðèàíòàõ) áûëà ó ñåâåð-
íîé ïîïóëÿöèè âûøå, ÷åì ó þæíîé, à èíòåíñèâíîñòü
çîíû èíäóöèðîâàííûõ HSP70 (÷åðåç 2 ÷ ïîñëå ñòðåññà)
áûëà ó þæíîé ïîïóëÿöèè âûøå, ÷åì ó ñåâåðíîé.

Îáñóæäåíèå

Èçâåñòíû äâà ïðèìåðà èçó÷åíèÿ ðîëè HSP70 äëÿ
ïðèðîäíûõ ïîïóëÿöèé èç ðàçíûõ êëèìàòè÷åñêèõ çîí, íî
â ñâÿçè ñ òåïëîâûì ñòðåññîì îäèí èç íèõ — ó ñóáòðîïè-
÷åñêîé Drosophila buzzatii â ãðàäèåíòå âûñîòû
200—2300 ì ãîðíîé ìåñòíîñòè íà ñåâåðî-çàïàäå Àðãåí-
òèíû. Êîëè÷åñòâî èíäóöèðóåìîãî òåïëîâûì ñòðåññîì
HSP70 îêàçàëîñü íèæå â ïîïóëÿöèÿõ èç áîëåå íèçêèõ
ìåñòíîñòåé ñ áîëåå òåïëûì êëèìàòîì (Sørensen et al.,
2001, 2005). Äëÿ îáúÿñíåíèÿ ýòîãî êàæóùåãîñÿ ïàðàäîê-
ñà âûäâèíóòà ãèïîòåçà, ïðåäïîëàãàþùàÿ, ÷òî òåðìàëüíàÿ
àäàïòàöèÿ ïîïóëÿöèè âåäåò ê ñíèæåíèþ ñòðåññà (äî íå-
êîåãî ïðåäåëà), âûçûâàåìîãî âûñîêîé òåìïåðàòóðîé, è
ñîîòâåòñòâåííî ê ìåíüøèì âíóòðèêëåòî÷íûì ïîâðåæäå-
íèÿì è îäíîâðåìåííî ìåíüøåé ýêñïðåññèè HSP70. Ýòó
ãèïîòåçó ïîäòâåðæäàþò èññëåäîâàíèÿ êîñìîïîëèòè÷å-
ñêîé D. melanogaster: ñðàâíåíèå ñòàíäàðòíîé êóëüòóðû ñ
êóëüòóðîé, ïðîèñõîäÿùåé èç ñóáýêâàòîðèàëüíîé Àôðèêè
(Zatsepina et al., 2001), à òàêæå ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç êóëü-
òóð èç ãðàäèåíòà øèðîòû âäîëü âîñòî÷íîãî áåðåãà Àâñò-
ðàëèè è èññëåäîâàíèÿ, â êîòîðûõ îòáîð íà òåïëîóñòîé÷è-
âîñòü âîñïðîèçâîäèëè â ëàáîðàòîðèè (Bettencourt et al.,
2002). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ïðèñïîñîáëåííîñòü ïîïóëÿöèè ê
âûñîêîé òåìïåðàòóðå ñðåäû îïðåäåëÿåòñÿ íå ýêñïðåñ-
ñèåé HSP70, à èíûìè ìåõàíèçìàìè, êîòîðûå, âåðîÿòíî,

ñëóæàò çàùèòîé îò êðàòêîâðåìåííîãî âîçäåéñòâèÿ âûñî-
êèõ òåìïåðàòóð, íî íå îò èõ äëèòåëüíûõ èëè ÷àñòûõ ïå-
ðèîäîâ (Sørensen et al., 2003). Äëÿ èìàãî Drosophila,
àêòèâíî âûáèðàþùèõ òåðìè÷åñêóþ ñðåäó, ñèëüíûé òåï-
ëîâîé ñòðåññ â ïðèðîäå ìîæåò ôàêòè÷åñêè áûòü ðåäêèì
ÿâëåíèåì (Feder et al., 2000). Åñòåñòâåííûé îòáîð ìîæåò
áëàãîïðèÿòñòâîâàòü ïîíèæåííîé ýêñïðåññèè HSP70,
åñëè ýòè áåëêè äàþò ïðåèìóùåñòâî òîëüêî ïðè âûñîêèõ
óðîâíÿõ òåïëîâîãî ñòðåññà, äîñòàòî÷íûõ, ÷òîáû âûçâàòü
ãèáåëü, íî íå ïðè ñòðåññàõ òàêîãî õàðàêòåðà, ïðè êîòî-
ðûõ îòðèöàòåëüíûå ïîñëåäñòâèÿ îò ýêñïðåññèè HSP70
ïðåîáëàäàþò íàä ïîëîæèòåëüíûìè (Sørensen et al., 2001;
Zatsepina et al., 2001).

Ãîðàçäî ìåíüøå èçâåñòíî î âçàèìîñâÿçè HSP70 è õî-
ëîäîâîãî ñòðåññà. Íåñìîòðÿ íà êîíñåðâàòèâíûé òèï ðå-
àêöèè êëåòîê (îðãàíèçìîâ) íà ñòðåññ, ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñó-
ùåñòâóåò åå îïðåäåëåííàÿ ñïåöèôè÷íîñòü (Joplin et al.,
1990; Denlinger et al., 1991; Sørensen et al., 2003), íà ÷òî
óêàçûâàåò è ðàçëè÷èå ðåàêöèé M. ruginodis íà õîëîäîâîé
è òåïëîâîé ñòðåññû â íàøåé ðàáîòå. Êðîìå òîãî, îáû÷íî
ñèíòåç áåëêîâ HSP70 â îòâåò íà õîëîäîâîé ñòðåññ íàáëþ-
äàëè òîëüêî â ïîñòñòðåññîâûé ïåðèîä (Denlinger et al.,
1991). Íàøè ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî èíòåíñèâ-
íûé ñèíòåç HSP70 ó íàèáîëåå ñåâåðíîé ïîïóëÿöèè M. ru-
ginodis èäåò âî âðåìÿ õîëîäîâîé îáðàáîòêè.

Ãëàâíûé èòîã äàííîãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àåòñÿ
â òîì, ÷òî âîïðåêè èñõîäíûì ïðåäïîëîæåíèÿì ó îáîèõ
âèäîâ Myrmica íå îáíàðóæåíî ïðÿìîé êîððåëÿöèè ìåæ-
äó òåïëîëþáèâîñòüþ èññëåäîâàííîé ïîïóëÿöèè è èí-
òåíñèâíîñòüþ è(èëè) ñêîðîñòüþ èíäóêöèè ñèíòåçà áåëêà
òåïëîâîãî øîêà (ÁÒØ70) â îòâåò íà ýêñïåðèìåíòàëü-
íûé õîëîäîâîé øîê. Íàïðîòèâ, ãåîãðàôè÷åñêàÿ èçìåí÷è-
âîñòü îòâåòà íà îõëàæäåíèå, âûÿâëåííàÿ ó ïîïóëÿöèé
M. rubra, ñêîðåå ñîãëàñóåòñÿ ñ ñóùåñòâóþùåé â ëèòåðà-
òóðå ãèïîòåçîé îá îáðàòíîé ñâÿçè îòâåòà íà ñòðåññ è êëè-
ìàòè÷åñêîé àäàïòàöèè (Sørensen et al., 2005), íî ñôîðìó-
ëèðîâàííîé ïðèìåíèòåëüíî ê õîëîäîâîìó ñòðåññó: ÷åì
õîëîäíåå êëèìàò, òåì âûøå ïðèñïîñîáëåííîñòü ïîïóëÿ-
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Äèíàìèêà ýêñïðåññèè HSP70 â îòâåò íà êðàòêèé õîëîäîâîé ñòðåññ ó Myrmica rubra (à) è M. ruginodis (á) èç òðåõ ìåñòíîñòåé ðàç-
ëè÷íîé øèðîòû: Áîðèñîâêà (50 °N, äîðîæêè 1—4 ), Ïåòåðãîô (60 °N, äîðîæêè 5—8 è HS), Ëóâåíüãà (67 °N, äîðîæêè 9—12).

Äëÿ êàæäîé ìåñòíîñòè íóìåðîâàííûå äîðîæêè ñëåâà íàïðàâî ñîîòâåòñòâóþò êîíòðîëþ (áåç ñòðåññà) è âðåìåíè 0, 3 è 6 ÷ ïîñëå õîëîäîâîãî ñòðåññà (1 ÷
ïðè 3 °Ñ). HS — îòâåò íà òåïëîâîé ñòðåññ (1 ÷ ïðè 37 °Ñ) ÷åðåç 3 ÷ (òîëüêî äëÿ M. ruginodis). OL — îøèáêà (ïåðåãðóçêà) ïðè ñòàðòå ýëåêòðîôîðåçà. Ñëå-

âà óêàçàíà ïîçèöèÿ ìîëåêóëÿðíîãî ìàðêåðà 66 êÄà.



öèè ê õîëîäó è òåì ìåíüøèì ñòðåññîì îí äëÿ íåå ÿâëÿåò-
ñÿ. Ïðè÷èíà ñõîäñòâà äèíàìèêè ýêñïðåññèè HSP70 ó
M. rubra èç Ëóâåíüãè è Ïåòåðãîôà ìîæåò áûòü â òîì,
÷òî â Ëóâåíüãå ýòîò âèä ïîñåëÿåòñÿ òîëüêî íà îòêðûòîé,
íåçàòåíåííîé ìåñòíîñòè, ÷òî, âåðîÿòíî, êîìïåíñèðóåò
íåäîñòàòîê èíñîëÿöèè. Â îòëè÷èå îò M. ruginodis, ðàñ-
ïðîñòðàíåííûõ íà ñåâåð äî øèðîòû 70° (Vepsäläinen et
al., 1984), M. rubra ðàñïðîñòðàíåíû ïðèìåðíî äî Ñåâåð-
íîãî ïîëÿðíîãî êðóãà (Elmes et al., 1999; Groden et al.,
2005), à â áîëåå þæíûõ ÷àñòÿõ àðåàëà èõ êîëîíèè õîòÿ
è ïîñåëÿþòñÿ â ëåñàõ, íî ïðåäïî÷èòàþò ó÷àñòêè, ðàñïî-
ëîæåííûå ïîä ïðîñâåòàìè â ëåñíîì ïîëîãå, ò. å. â òåðìè-
÷åñêè áîëåå áëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ. Ýòî òàêæå ñîãëà-
ñóåòñÿ ñ ïðåäñòàâëåíèåì îá óðîâíå HSP70 êàê î ïîêàçà-
òåëå ñòðåññà (îäèíàêîâîå äëÿ îáîèõ âèäîâ îõëàæäåíèå
ÿâëÿåòñÿ á *îëüøèì ñòðåññîì äëÿ áîëåå òåðìîôèëüíîãî
âèäà).

Ñëîæíåå îáúÿñíèòü õàðàêòåð âíóòðèâèäîâîé èçìåí-
÷èâîñòè îòâåòà, îáíàðóæåííûé ó M. ruginodis. Ýêîëîãè-
÷åñêèå ïðåäïî÷òåíèÿ ýòîãî âèäà îäèíàêîâû âî âñåõ ïðåä-
ñòàâëåííûõ ïîïóëÿöèÿõ: âñå îíè íàñåëÿþò çàòåíåííûå
áèîòîïû è, ñëåäîâàòåëüíî, îáëàäàþò áîëüøåé ñðàâíèìî-
ñòüþ. Íàèáîëåå ñåâåðíàÿ ïîïóëÿöèÿ (Ëóâåíüãà) ýòîãî
âèäà íàðóøàåò ãèïîòåçó îá îáðàòíîé ñâÿçè îòâåòà íà
ñòðåññ è êëèìàòè÷åñêîé àäàïòàöèè (Sørensen et al., 2005).
Êàæåòñÿ ìàëîâåðîÿòíûì, ÷òî ó M. ruginodis èç ïîïóëÿ-
öèè Ëóâåíüãè áîëåå áûñòðàÿ è èíòåíñèâíàÿ ðåàêöèÿ íà
äåéñòâèå òåìïåðàòóðû 3 °Ñ îòðàæàåò áîëüøèé ñòðåññ îò
òàêîãî îõëàæäåíèÿ. Âîçìîæíî, â äàííîé ìåñòíîñòè ïðå-
èìóùåñòâà ýêñïðåññèè HSP70 äëÿ ýòîãî âèäà ïðåîáëàäà-
þò íàä óïîìÿíóòûìè âûøå îòðèöàòåëüíûìè åå ïîñëåä-
ñòâèÿìè, è îòáîð áëàãîïðèÿòñòâóåò åé. Ýòî ìîæåò áûòü,
íàïðèìåð, åñëè íåïðåäñêàçóåìûå ïîíèæåíèÿ òåìïåðàòó-
ðû âñåãäà ÷ðåçìåðíî ñèëüíû è òåìïåðàòóðà 3 °Ñ äëÿ äàí-
íîé ïîïóëÿöèè ÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî ôàêòîðîì ñòðåññà, íî
è ñèãíàëîì íàñòóïëåíèÿ áîëåå ñèëüíîãî ïîõîëîäàíèÿ.
Ðàçóìååòñÿ, êàê ÿâñòâóåò èç ïóáëèêàöèé, ïîñâÿùåííûõ
òåïëîâîìó ñòðåññó, ïðåäïîëîæåíèå î ïðÿìîé ñâÿçè óðîâ-
íÿ HSP70 â ïîïóëÿöèè ñ ñèëîé êàêîãî-ëèáî ñòðåññîâîãî
ôàêòîðà îêàçûâàåòñÿ ñëèøêîì óìîçðèòåëüíûì. Òåì íå
ìåíåå âñå èññëåäîâàòåëè óêàçûâàþò íà ïîëîæèòåëüíóþ
ðîëü HSP70 ïðè êðàéíèõ óðîâíÿõ ñòðåññà, êîãäà ïîä óã-
ðîçîé ñòàíîâèòñÿ æèçíü îðãàíèçìà. Äëÿ îêîí÷àòåëüíîãî
îáúÿñíåíèÿ ðàçëè÷èé ìåæäó ïîïóëÿöèÿìè M. ruginodis
ïî äèíàìèêå ýêñïðåññèè HSP70 â îòâåò íà õîëîä íåîáõî-
äèìû åùå è áîëåå äåòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ ìèêðîêëèìà-
òà íàñåëÿåìûõ èìè áèîòîïîâ.

Ïî ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèÿ ýêñïðåññèè HSP70
â îòâåò íà îõëàæäåíèå ó ìóðàâüåâ Myrmica ìîæíî ñäå-
ëàòü ñëåäóþùèå âûâîäû. 1. Ìåæâèäîâûå ðàçëè÷èÿ óêà-
çûâàþò íà òî, ÷òî ýòà ðåàêöèÿ îòðàæàåò ñèëó ñòðåññà, âû-
çûâàåìîãî íèçêîé òåìïåðàòóðîé. ×åì òåðìîôèëüíåå âèä,
òåì áîëüøèé ñòðåññ îí èñïûòûâàåò îò îõëàæäåíèÿ è òåì
âûøå ó íåãî ýêñïðåññèÿ HSP70. 2. Âíóòðèâèäîâàÿ èçìåí-
÷èâîñòü òàêæå ïîäòâåðæäàåò âûøåóêàçàííóþ çàêîíîìåð-
íîñòü: ÷åì òåïëåå êëèìàò, â óñëîâèÿõ êîòîðîãî ñóùåñò-
âóåò ïîïóëÿöèÿ, òåì ñèëüíåå ñòðåññ, âûçûâàåìûé îõëàæ-
äåíèåì. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè
HSP70 íå äàåò ïðåèìóùåñòâà ïðè àäàïòàöèè ê õîëîäíî-
ìó êëèìàòó. 3. Èñêëþ÷åíèå èç ïðàâèëà ñîñòàâëÿåò ñåâåð-
íàÿ ïîïóëÿöèÿ M. ruginodis. Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ çàêîíî-
ìåðíîñòåé ñèíòåçà è ðàñõîäà ÁÒØ70 â îòâåò íà õîëîäî-
âîé ñòðåññ â ýòîé ïîïóëÿöèè íåîáõîäèìî áîëåå
äåòàëüíîå èçó÷åíèå åå òåìïåðàòóðíîé ñðåäû.

Ìû áëàãîäàðèì ñîòðóäíèêîâ çàïîâåäíèêîâ «Êàíäà-
ëàêøñêèé» è «Áåëîãîðüå» çà ñîäåéñòâèå, îêàçàííîå ïðè
ñáîðå æèâîãî ìàòåðèàëà â Ëóâåíüãå è Áîðèñîâêå, à òàêæå
ñîòðóäíèêîâ Ëàáîðàòîðèè ýíòîìîëîãèè Áèîëîãè÷åñêîãî
èíñòèòóòà ÑÏáÃÓ À. Ï. Íåñèíà è Í. Ï. Ñèìîíåíêî çà
ïðåäîñòàâëåíèå êóëüòóð Calliphora.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé (ïðîåêòû 03-04-48854 è 06-04-49383), ãîñóäàð-
ñòâåííîé ïîääåðæêå âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë (ïðîåêò
ÍØ-7130.2006.4), à òàêæå ôåäåðàëüíîé ïðîãðàììû
«Óíèâåðñèòåòû Ðîññèè» (07.01.327).
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EXPRESSION OF STRESS PROTEINS OF FAMILY HSP70 IN RESPONSE TO COLD

IN MYRMICA ANTS FROM DIFFERENT GEOGRAPHIC POPULATIONS

A. V. Maysov,1, * Yu. I. Podlipaeva,2 V. E. Kipyatkov1

1 Department of Entomology of St. Petersburg State University, and 2 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;

* e-mail: owlsmay@mail.ru

Expression of HSP70 is induced by stress factors, including sub-lethal chilling, but the role of HSP70 for
overcoming consequenses of cold stress is not clear. If the role is positive, the level of HSP70 expression might
be higher in populations from colder climates. By use of immunoblotting we investigated dynamics of HSP70
expression in response to cold stress in two Myrmica species from three localities of different latitude (50, 60
and 67° N). The results showed that in the more thermophilic species Myrmica rubra expression of HSP70 after
cold stress was more intense. Expression traits within both species did not show direct relationship with latitude.
In M. rubra the southernmost population and in M. ruginodis the northernmost one displayed the fastest and
most intense response. However, in M. rubra the two other studied populations were similar in timing and inten-
sity of the response, while in M. ruginodis the intermediate population showed the slowest and weakest respon-
se. The data suggest that the expression of HSP70 might play the most considerable role in the adaptation to cold
in the southernmost population of M. ruginodis.

K e y w o r d s: HSP70, stress, cold tolerance, geographic variation, Myrmica.
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