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Представлены результаты исследований влияния абиотических факторов среды 
на  биоту на  примере лишайника Xanthoria  parietina  (L.)  Th.  Fr. В  экспериментах 
использованы методы спектроскопии электронного парамагнитного резонанса 
и  оптической спектрометрии. Получены новые данные, отражающие динамику 
физиологического состояния организма при изменении влажности среды. Обсуж-
даются механизмы восстановления метаболизма лишайника при регидратации.

Спектроскопические методы служат важнейшим 
инструментом биофизических исследований биоты. 
Процессы метаболизма организмов зависят от  эколо-
гических факторов среды, к  которым также относятся 
абиотические: температура, влажность и  т.д. Лишай-
ники являются оптимальным объектом для изучения 
взаимодействия живого организма и  окружающей 
среды, поскольку состоят из  двух компонентов: фото-
бионта и микобионта. Метаболизм каждого имеет свои 
особенности, которые быстро проявляются при изме-
нении экологических факторов из-за отсутствия систем 
защиты (покровных тканей) от внешнего воздействия. 

В  работе изучали спектроскопические характери-
стики лишайника Xanthoria parietina (L.)  Th.  Fr. в  усло-
виях изменения влажности воздуха путем искус-
ственного увлажнения. Методом ЭПР-спектроскопии 
получали сведения о  строении металлопротеинов, 
а  также об участии парамагнитных центров (ПМЦ) 
в  процессах метаболизма,  которые играют важную 
роль в  формировании механизма реакции лишайника 
на  изменение факторов внешней среды [1–3]. С помо-
щью спектров поглощения определяли концентрацию 
пигментов. 

Подготовка образцов и оборудование
Талломы лишайника X. parietina были собраны  в апреле 
2015 года с  коры форофита Populus nigra (L.) в  районе 
кампуса МФТИ (55°55'50'' с. ш., 37°31'1'' в. д.) по  стандарт-
ной методике [4]. С помощью пинцета удаляли макро-

скопический инородный материал (мхи, частицы грунта 
и  коры), после этого талломы лишайников промывали 
три раза по пять минут в дистиллированной воде, затем 
высушивали при комнатной температуре в течение 24 ч. 

При подготовке к регистрации спектров ЭПР после 
тонкого измельчения в  фарфоровой ступке навеску 
образцов 50 мг засыпали в пластиковую пробирку диа-
метром 5 мм и толщиной стенки 0,1 мм. 

Спектры ЭПР образцов лишайника снимали на ЭПР-
спектрометре "СПЕКТР-001" (РФ), который был усовер-
шенствован и  сертифицирован (№ 910-13-01 от  9 июля 
2013 года  ВНИИФТРИ). Условия регистрации: частота 
10  ГГц, уровень СВЧ-мощности не более 12  мВт, ампли-
туда модуляции индукции магнитного поля – не более 
0,2  мТл, ширина развертки индукции магнитного 
поля – 3,2 или 51,2  мТл, постоянная времени накопле-
ния сигнала ЭПР – 1 или 2 с. 

Пробирку с  образцом лишайников помещали 
в  центр резонатора спектрометра ЭПР. В  качестве 
калибровочного образца использовали рубин, закре-
пленный в  резонаторе прибора и  ориентированный 
так, чтобы его спектр не накладывался на  спектр 
исследуемых проб. Пластиковые пробирки предва-
рительно проверяли на  отсутствие в  них фоновых 
сигналов ЭПР. Сигналы от  образцов лишайника сни-
мали в  пятикратной повторности. Концентрацию 
парамагнитных центров определяли путем сравне-
ния второго интеграла линий спектра ЭПР исследуе-
мого образца и  эталона с  известной концентрацией 
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ПМЦ (2-2-дифенил-1-пикрил-гидразил ДФПГ) по  фор-
муле [3]:
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где: Nx и  Nэт – число ПМЦ в  образце лишайника (x) 
и  эталоне (эт); J’0 – амплитуда сигнала спектра ЭПР; 
ΔHмах – ширина спектра ЭПР на  уровне максимальной 
кривизны линии поглощения.

Для исследования связи между парамагнитными 
свойствами и  пигментами лишайника использовали 
спектрофлуориметр Solar СМ 2203 (Республика Бела-
русь), который является одним из  признанных инстру-
ментов изучения фотосинтетических и экранирующих 
пигментов [5, 6]. В  нашем эксперименте был использо-
ван режим спектрофотометра: спектральный интер-
вал 200–1 100 нм, фотометрический диапазон –0,3...3 Б, 
погрешность фотометрирования менее 1%. 

Подготовку проб для изучения содержания пиг-
ментов проводили согласно методике, предложенной 
в  публикации [6]. После измельчения в  фарфоровой 
ступке отбирали образцы навеской 25  мг в  отдель-
ные стеклянные флаконы объемом 10  мл, в  каждый 
наливали по  четыре миллилитра 95%-ного этанола. 
Флаконы плотно закрывали резиновыми крышками, 
взбалтывали, заворачивали в  алюминиевую фольгу 
и  помещали в  холодильник (температура 5–10 °С), 
чтобы пигменты не разрушались под действием света 
и  температуры. Через сутки снимали спектры погло-
щения полученных экстрактов из талломов лишайника 
в стандартных кварцевых кюветах толщиной 10 мм при 
комнатной температуре. 

Оптическую плотность измеряли на  длинах волн, 
соответствующих максимумам поглощения: для хло-
рофилла a  (λ = 664  нм), хлорофилла b (λ = 648  нм), 
каротиноидов (λ = 470 нм) и антрахинонов (λ = 450 нм). 
Содержание пигментов определяли с  учетом оптиче-
ской плотности экстрактного раствора, его объема 
и  сухого веса образца лишайника. Статистическую 
обработку результатов проводили с  помощью про-
граммы Microsoft Office Excel.

Эксперимент
Процесс метаболизма лишайника зависит в  значи-
тельной мере от  влажности воздуха. Лишайники, как 
пойкилогидридные организмы, могут переносить 
длительное высыхание. По литературным данным, 
уменьшение содержания воды в  талломах лишайни-
ков ниже 10% сопровождается снижением интенсив-
ности жизненных процессов. Тем не менее, лишайник 

обладает устойчивостью к обезвоживанию и выживает 
в метаболически неактивном состоянии [7]. 

Проведен эксперимент по  определению динамики 
потерь воды в  хранимых гербарных образцах лишай-
ника X. рarietina. Их сушили при комнатной темпера-
туре в  течение двух недель, затем сравнивали био-
массы талломов лишайника до  и после высушивания. 
Установлено, что после двух недель хранения в  поме-
щении содержание воды сократилось на  4,0–5,2% 
от общей биомассы лишайника (табл.1). 

Недостаток воды в  талломах лишайников вызы-
вает как сморщивание клеток, так и  деформирова-
ние клеточных органелл и  мембранных систем кле-
ток [8–10]. Устойчивость лишайников к обезвоживанию 
обусловлена тем, что в  их клетках содержатся поли-
олы: рибит, арабит и  манит, а  также нередуцирующие 
сахара: трегалоза и  сахароза. Эти соединения могут 
замещать воду, стабилизировать белки и  мембраны 
клеток лишайника в сухих условиях [11], а при регидра-
тации структуры клеток и  процессы метаболизма вос-
станавливаются [7, 12, 13]. 

Для оценки восстановления этих процессов про-
ведено исследование пигментов фотосинтетического 
аппарата фотобионта и  экранирующих пигментов 
микобионта лишайника. Фотосинтез служит источ-
ником углеводов и  поэтому играет ключевую роль 
в  регуляции процессов жизнедеятельности лишай-
ника [14]. В  эксперименте использовали гербарные 
образцы X. parietina, которые после сбора 11  мес. хра-
нили в  помещении в  закрытых бумажных конвертах 
при постоянной влажности и  комнатной температуре. 
Восстановление процессов метаболизма проводили 
путем регидратации в  течение семи недель: каждые 
24  ч образцы лишайника увлажняли дистиллирован-

Таблица 1. Изменение содержания воды в гербарных 
образцах лишайника X. parietina

Биомасса 
лишайни-
ка до суш-
ки (m1), мг

Биомасса 
лишайника 

после сушки 
(m2), мг

m1 – m2, мг
 m1 – m2 ,%

        m1

500 474 26 5,2

1176 1123 53 4,5

462 439 23 5,0

970 931 39 4,0

555 532 23 4,1
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ной водой объемом 50  мл с  помощью ручного опры-
скивателя в  условиях чередования светового и  тем-
ного режима (цикл день-ночь). Во время эксперимента 
средние температура и относительная влажность воз-
духа составляли (26 ± 2)  °C и  (30± 6) % соответственно. 

Образцы отбирали для исследований в  конце каж-
дой недели в течение всего периода регидратации.

Результаты и обсуждение
Хлорофилл a входит в  состав реакционных центров 
фотосистемы I и  II и  светособирающих комплексов 
(ССК). Хлорофилл b содержится исключительно в  ССК, 
которые выполняют функцию первичного поглоще-
ния квантов света с  последующей передачей энергии 
возбуждения на  реакционные центры фотосистемы I 
и  II. Получив поглощенную ССК энергию, хлорофилл 
переходит в возбужденное состояние, запуская начало 
цепочки химических реакций фотосинтеза [15]. Соотно-
шение хлорофиллов а и b (Хл а/b) – одна из характери-
стик для оценки доли хлорофиллов в ССК фотосинтети-
ческого аппарата [6, 15]. 

Установлено, что сумма содержания хлоро-
филлов а  и b в  фотобионте сначала увеличивается 
от  (1,26  ±  0,14)  мкг/мг до  (2,10  ±  0,11)  мкг/мг, достигнув 
максимума к концу четвертой недели. Это объясняется 
самой высокой скоростью деления клеток фотобионта 
в  этот период [16]. Соотношение Хл  а/b уменьшается 

в  два раза  к концу пятой недели, а  затем увеличива-
ется до исходного значения (табл.2).

Отметим, что большой разброс значений стандарт-
ных отклонений   измеренных величин связан с  неод-
нородностью микроусловий места обитания (наклон 
ствола, экспозиция таллома лишайника, возраст тал-
лома и  т.д.). Для исследования невозможно собрать 
абсолютно идентичные образцы, поскольку каждый 
экземпляр представляет собой неповторимый живой 
объект. Мы только можем стандартизировать места 
и  время сбора образцов по  определенной известной 
методике [4]. 

Уменьшение соотношения Хл  а/b указывает на  рост 
содержания хлорофиллов в  ССК и, соответственно, уве-
личение размеров ССК, что способствует более эффек-
тивному использованию световой энергии в  фотохими-
ческих реакциях. В результате  возрастает интенсивность 
связанного с  окислительно-восстановительными реак-
циями фотосинтеза [6], стимулируя формирование 
парамагнитных центров в лишайнике [15]. В пользу этого 
свидетельствуют полученные результаты: концентра-
ция ПМЦ в образцах лишайника равномерно увеличива-
ется и достигает максимального значения к концу пятой 
недели. При этом, максимальная концентрация ПМЦ 
узкого сигнала ЭПР (N1) в  1,3 раза, а  ПМЦ широкого сиг-
нала ЭПР (N2) – в 4,5 раза больше их начальных значений 
(см. табл.2).

Таблица 2. Биофизические характеристики X. parietina, полученные спектрометрическими методами при регидратации 
в течение семи недель

Неделя

Содержание пигментов ПМЦ

Хл (a+b), 
мкг/мг

 Хл a/b
Каротиноиды,

мкг/мг
Антрахиноны,

мкг/мг
N1* × 1012,
 спин/мг

N2**× 1017 , 
спин/мг

0 1,26 ± 0,14 3,34 0,12 ± 0,07 10,55 ± 1,69 3,1 ± 0,9 3,1 ± 0,4

1 0,99 ± 0,09 2,29 0,15 ± 0,02 9,83 ± 0,85 3,3 ± 0,4 5,0 ± 0,7

2 1,18 ± 0,10 2,01 0,13 ± 0,03 11,19 ± 0,94 3,3 ± 0,6 3,8 ± 0,1

3 1,45 ± 0,08 1,87 0,16 ± 0,07 15,02 ± 2,05 3,6 ± 0,3 8,4 ± 0,8

4 2,10 ± 0,11 1,86 0,29 ± 0,03 10,55 ± 0,97 3,6 ± 0,3 8,2 ± 0,6

5 1,10 ± 0,07 1,67 0,15 ± 0,04 9,42 ± 1,15 4,1 ± 0,5 14,1 ± 2,3

6 0,95 ± 0,07 2,03 0,10 ± 0,01 8,12 ± 1,32 3,5 ± 0,7 8,0 ± 0,8

7 1,56 ± 0,03 2,29 0,12 ± 0,02 10,53 ± 0,69 3,7 ± 0,8 5,6 ± 0,5

*	 N1 – концентрация ПМЦ узкого сигнала ЭПР-спектра лишайника.
**	 N2 – концентрация ПМЦ широкого сигнала ЭПР-спектра лишайника.
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Каротиноиды в фотосинтетическом аппарате выпол-
няют функции дополнительных светособирающих пиг-
ментов и  защищают хлорофиллы от  фотодеструкции 
[15]. Содержание каротиноидов меняется в  интервале 
от (0,10 ± 0,01)   до (0,29 ± 0,03) мкг/мг за весь период экс-
перимента, достигнув максимального значения к концу 
четвертой недели. 

В лишайнике происходит биосинтез экранирующих 
пигментов (антрахинонов), защищающих фотобионт 
от  разрушения. Они осаждаются в  виде экстрацеллю-
лярных кристаллов в  верхнем коровом слое и  в меж-
клеточном пространстве лишайника [5]. По резуль-
татам эксперимента установлено, что содержание 
антрахинонов увеличивается в 1,4 раза к концу третьей 
недели, а  затем уменьшается до  исходной величины. 
Отметим, что максимальная концентрация антрахи-
нонов в  52 раза  выше, чем каротиноидов. Мы можем 
предположить, что увеличение интенсивности фото-
синтеза происходит только после того, как завершится 
активный синтез антрахинонов (см. табл.2).

По литературным данным природа узкого сигнала 
ЭПР определяется малоактивными долгоживущими 
радикалами семихинонного типа [1], которые форми-
руются в  результате реакции одноэлектронного вос-
становления антрахинонов, играющих роль антиокси-

дантов [1, 2, 17]. Отношение концентраций ПМЦ узкого 
сигнала и антрахинонов (N1/Cант) незначительно изме-
няется за  весь период эксперимента, что подтверж-
дает природу и механизм образования ПМЦ этого сиг-
нала (см. рисунок). Это означает, что концентрация 

Зависимость отношения концентраций ПМЦ (N1 и N2) 
и антрахинонов от времени
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ПМЦ узкого сигнала отражает динамику содержания 
антрахинонов. 

Природа широкого сигнала ЭПР определяется 
ионами парамагнитных металлов железа, марганца, 
меди и их комплексами [1]. Известно, что железо в воз-
духе находится в  форме сульфата железа (II), оксида 
и  хлорида железа (III), медь – в  форме хлорида меди 
(I), хлорида, оксида, сульфита и  сульфата меди (II), 
а  марганец – в  форме сульфата марганца (II) и оксида 
марганца (IV). Восстановление процессов метабо-
лизма лишайника при регидратации требует актива-
ции поглощения и  накопления химических элемен-
тов, необходимых для обеспечения физиологических 
функций организма. Лишайники по  своим физиоло-
гическим особенностям способны поглощать соеди-
нения данных металлов из атмосферного воздуха, что 
объясняет увеличение концентрации ПМЦ широкого 
сигнала. Кроме того, установлено, что отношение 
концентраций ПМЦ широкого сигнала и  антрахино-
нов (N2/Cант) увеличивается в  пять раз  к концу пятой 
недели эксперимента (см. рисунок). Это показывает, 
что уменьшение содержания антрахинонов, играющих 
роль антиоксидантов, на  этой стадии может приво-
дить к окислительно-восстановительному дисбалансу. 
В  цепи окислительно-восстановительных процес-
сов происходит образование ионов металлов в  пара-
магнитном состоянии, поэтому растет концентрация 
парамагнитных центров широкого сигнала в образцах 
лишайника.

****
Таким образом, в  результате использования ЭПР-

спектрометра и  спектрофотометра были получены 
новые экспериментальные данные по  биофизиче-
ским механизмам реакции лишайника X. parietina 
на  смену экологических факторов среды. Установ-
лено, что внутриклеточные процессы жизнедеятель-
ности лишайника зависят от  концентрации ПМЦ, 
а  также содержания как фотосинтетических пиг-
ментов фотобионта, так и  экранирующих пигментов 
микобионта. 

Литература
1.	 Jezierski A., Bylinska E., Seaward M.R.D. Electron 

paramagnetic resonance (EPR) investigations of lichens–1: 
effects of air pollution // Atmospheric Environment. 1999. 
T. 33. № 28. P. 4629–4635.

2.	 Журавлева С.Е., Бондаренко П.В., Трухан Э.М. Био-
мониторинг индикаторных видов лишайников мето-
дом ЭПР-спектроскопии // Биофизика. 2013. Т. 58. № 2. 
С. 329–333.

3.	 Патент РФ № 2549471. Способ определения качества 
окружающей среды методом ЭПР-спектроскопии ли-
шайников / Журавлева С.Е., Бондаренко П.В.; опубл. 
27.04.2015.

4.	 Солдатенкова Ю.П. Малый практикум по  ботанике. 
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