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ВВЕДЕНИЕ
ГЕНЕТИЧЕСКИЕ КОЛЛЕКЦИИ

И ИХ РОЛЬ В СОХРАНЕНИИ 
БИОРАЗНООБРАЗИЯ

В современном мире остро стоит проблема со-
хранения генетических ресурсов. Подходы к ее ре-
шению разрабатываются как на уровне отдельных
отраслей (сельское хозяйство, биотехнология, эко-
логия, лесное хозяйство), так и в национальном и в
мировом масштабах. Сохранение генетического
разнообразия семян и культивируемых растений,
в том числе “посредством содержания разнооб-
разных (их) банков на национальном, региональ-
ном и международном уровнях, и расширение до-
ступа к ним”, является одной из основных задач
Цели 2 “Ликвидация голода” – одной из 17 целей
устойчивого развития ООН. Во всем мире актив-
но развиваются коллекции ex situ: генетические
банки и ботанические сады, где в созданных че-

ловеком условиях сохраняются ценные генотипы
культурных растений, их дикорастущих сороди-
чей, а также редких и исчезающих природных ви-
дов. В 2010 г. по данным ФАО в мире насчитывалось
1750 генетических банков, в которых сохранялось
7.4 млн образцов только сельскохозяйственных
культур [1]. Более 90% таких коллекций составля-
ют ортодоксальные семена, чья долговечность
(longevity) предсказуемо увеличивается с пониже-
нием температуры и влажности [2]. Международ-
ные стандарты сохранения семян (7% влажности,
–18°С) легко достижимы практически в любой
точке мира. Классическим примером является
международное хранилище в Свальбарде (Норве-
гия), где в условиях вечной мерзлоты хранится
более миллиона дубликатов образцов семян сель-
скохозяйственных культур [3]. Однако для целого
ряда культурных и дикорастущих видов исполь-
зование семенных банков для сохранения генети-
ческих ресурсов невозможно или нецелесообраз-
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но. К ним относятся растения, которые в ходе
одомашнивания потеряли способность произво-
дить семена, а также культурные сорта, чьи уни-
кальные характеристики передаются только пу-
тем вегетативного размножения [4]. Для семян
многих редких и исчезающих видов характерна
низкая всхожесть даже при оптимальных услови-
ях [5]. К “проблемным” также можно отнести ви-
ды, семена которых быстро теряют всхожесть при
температурах, рекомендованных ФАО для дли-
тельного хранения или не выносят дегидратацию.
Это большинство тропических и субтропических
видов, многие древесные виды и виды, произво-
дящие семена с высоким содержанием липидов
[6]. Такие виды обычно поддерживаются в виде
растений на полях или в ботанических садах, а также
в коллекциях in vitro (в стерильных контролируемых
условиях на искусственных питательных средах) и в
криобанках в жидком азоте (–196°С) или его парах
[2, 4, 5, 7]. Однако, несмотря на значительные
успехи в разработке и оптимизации технологий
in vitro и криосохранения, масштабное применение
этих методов для сохранения генофонда вегетатив-
но размножаемых растений до сих пор ограничено.
Согласно анализу 2017 г. [8], 66% вегетативно раз-
множаемых сельскохозяйственных культур все еще
сохраняется в полевых коллекциях, 46% in vitro и
только 16% в криобанках. При этом только для
восьми культур число образцов в криобанках пре-
вышает 100. Из зарегистрированных в онлайн си-
стеме BGCI 3679 ботанических садов и институ-
тов, 466 содержат банки семян, и только 172 имеют
функционирующие лаборатории для размноже-
ния и сохранения растений in vitro, а криосохра-
нением занимаются лишь единичные группы [9].
Особую озабоченность вызывает отсутствие на-
дежного длительного хранения для дубликатов
образцов вегетативно размножаемых культур,
аналогичного хранилищу в Свальбарде [8]. Таким
образом, в настоящий момент многие вегетатив-
но размножаемые культурные сорта, а также ред-
кие и исчезающие виды с неортодоксальными семе-
нами находятся в группе повышенного риска, учи-
тывая высокую стоимость поддержания полевых
коллекций (до $200 за образец в год) с одной сторо-
ны, а также риски безвозвратной потери уникаль-
ного генетического материала, не продублиро-
ванного в условиях in vitro или криосохранения,
из-за природных катаклизмов, болезней и вреди-
телей, да и просто человеческой ошибки – с дру-
гой [8, 10].

Особую группу генетических банков составляют
коллекции культур изолированных клеток и органов
растений, такие как коллекции эмбриогенных
культур, адвентивных и трансформированных
(“бородатых”, или “hairy roots”) корней и культур
недифференцированных клеток. Эти коллекции
исторически создавались не только для сохранения
растительного биоразнообразия, но прежде всего –

как депозитарии потенциально ценных линий
для биотехнологических производств и фармако-
логии, о чем будет сказано ниже. Очевидно, что
такие культуры были созданы и существуют толь-
ко в условиях in vitro, и для их поддержания целе-
сообразно использовать только коллекции in vitro
и криосохранение, то есть те же методы, которые
применяются и для вегетативно размножаемых
растений [4, 6, 8, 11, 12]. В данном обзоре, посвя-
щенном прежде всего коллекциям культур клеток
высших растений, рассматривается связь между
двумя самостоятельными концепциями – (1) кон-
цепцией биобанкирования и генетических кол-
лекций, с одной стороны, и (2) концепцией Hi-
Tech биотехнологий на основе культуры клеток, с
другой. На основе российского и мирового опыта
рассматриваются принципы формирования кол-
лекций культур клеток, их история и современное
состояние, а также использование культур клеток
в биотехнологических производствах. Особое
внимание уделяется роли Р.Г. Бутенко как осно-
вателя данного направления в России и создан-
ной ею Всероссийской коллекции культур клеток
высших растений (ВККК ВР).

КУЛЬТУРА РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК
И ТКАНЕЙ – РАЗВИТИЕ КОНЦЕПЦИИ

И ФОРМИРОВАНИЕ КОЛЛЕКЦИЙ
Ключевое понятие предлагаемого обзора –

культура клеток высших растений, которая пред-
ставляет собой пул соматических клеток, выра-
щиваемых in vitro на искусственной питательной
среде в стерильных контролируемых условиях.
Традиционно единицей формирования коллек-
ции считается клеточный штамм (линия), то есть
популяция клеток, обладающая уникальными
только для нее ростовыми, биосинтетическими,
цитогенетическими и молекулярно-генетически-
ми характеристиками. История зарождения и
развития культуры клеток растений и тесно свя-
занная с ней история биотехнологии растений де-
тально изложены в ряде публикаций [13–15] и не
являются предметом рассмотрения данного обзо-
ра. Однако для понимания принципов формиро-
вания коллекций культур клеток растений необ-
ходима рекапитуляция важнейших моментов ста-
новления метода.

В основе культуры клеток лежит идея тотипо-
тентности – возможности хранения в клетках
“памяти” о функциональном потенциале всего
организма – сформировавшаяся как результат
коллективных наблюдений, исследований и про-
гнозов микроскопистов, ботаников и анатомов
конца XVIII – начала XIX века. Отправной точкой
для экспериментов по культивированию клеток
животных и растений in vitro стали эксперименты
Vöchting, показавшие, что мельчайшие фрагменты
стеблевых черенков или таллома некоторых видов
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способны к регенерации [16, 17]. Придя к выводу
о тотипотентности клеток, Vöchting предложил
исследовать это свойство: выращивать клетки
изолированно на искусственной питательной среде,
чтобы оградить их от влияния соседних клеток. Од-
нако основателем культуры клеток растений in vitro
как отдельного научного направления справедливо
считается немецкий ботаник Haberlandt, который
первым попытался получить экспериментальные
доказательства тотипотентности путем культиви-
рования растительных клеток в питательных рас-
творах в надежде на регенерацию целых растений
[18]. Дифференцированные палисадные клетки
яснотки, клетки железистых волосков медуницы
и крапивы, клетки волосков тычиночных нитей
традесканции и другие виды клеток растений уве-
личивались в размерах, но не делились и, в конце
концов, культуры были потеряны из-за инфекции.

Начало системных работ по культурам клеток
и тканей во многом было связано с открытием
фитогормонов. Gautheret [19] (рис. 1в) и No-
becourt [20] во Франции и White [21] в США неза-
висимо получили первые культуры растительных
тканей на полностью синтетических средах на ос-
нове раствора Кнопа с добавлением глюкозы или
сахарозы, тиамина, глицина и недавно открытого
фитогормона – индолилуксусной кислоты. По-
лучение Miller и Skoog кинетина [22], важнейше-
го синтетического цитокинина и компонента
большинства современных питательных сред,
позволило значительно расширить видовой и
тканевой спектры эксплантов растений для куль-
тивирования in vitro. В конце 50-х годов XX века,
согласно классической монографии Готре [23],
список культур клеток и тканей растений вклю-
чал уже 142 вида. В 1957 г. директор Института
физиологии растений АН СССР (ныне ИФР РАН)
академик А.Л. Курсанов после посещения лабо-
ратории, руководимой Готре, предложил Р.Г. Бу-
тенко развивать это направление в ИФР РАН. В
конце 50-х – середине 60-х годов Р.Г. Бутенко с
немногочисленными сотрудниками получила
каллусные культуры из разных тканей более де-
сятка видов растений. Интересуясь лекарственными
растениями и, возможно, наблюдая за относительно
быстрым ростом культивируемых клеток и его
независимостью от внешних природных условий,
Р.Г. Бутенко приступила к получению культуры
клеток медленно растущих ценных лекарствен-
ных растений, таких как женьшень настоящий, а
также растений, не встречающихся во флоре
СССР. Впервые в мире были получены культуры
клеток Panax ginseng (рис. 1г), других представите-
лей рода Panax spp., Rauwolfia serpentina, Dichroa
febrifuga, Catharanthus roseus и др. [24–28]. В 1965 году
при Группе культуры тканей и морфогенеза ИФР
РАН была создана Коллекция культур клеток и
тканей растений. В 1978 году [29], значительно
расширив свои фонды, Всероссийская коллекция

культур клеток высших растений (ВККК ВР) во-
шла в состав Российской коллекции клеточных
культур человека, животных и растений (РККК).

В период перехода от этапа проверки концеп-
ции культуры клеток и тканей растений к ее ста-
новлению как важного и полезного инструмента
для исследований и манипуляций с растениями и
их клетками у исследователей всего мира форми-
ровались локальные рабочие коллекции линий и
штаммов клеток. С одной стороны, видовой со-
став этих коллекций определялся конкретными
задачами фитопатологии и физиологии растений
[23, 24, 26, 30], с другой стороны, был осознанный
выбор растений, связанный с их химическим со-
ставом, представляющих интерес для фармацев-
тики и других отраслей промышленности [25, 31].
С 60-х и вплоть до начала 80-х годов XX века чис-
ло публикаций с упоминанием культур клеток
растений постоянно росло и, безусловно, в по-
полнении списка тон задавали школы Р. Готре,
Ф. Уайта, А. Хильдебрандта, Ф. Скуга, Х. Стрита,
О. Гамборга, и, конечно, Р. Бутенко. Так форми-
ровались коллекции культур клеток и тканей рас-
тений in vitro, ставшие важным инструментом как
для фундаментальных исследований, так и для
практического использования.

КОЛЛЕКЦИИ КУЛЬТУР КЛЕТОК ВЫСШИХ 
РАСТЕНИЙ – СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ

До середины 60-х годов XX века коллекции
формировались в научных лабораториях в универ-
ситетах и научных институтах, и исследователи,
работавшие с культурами клеток, могли свободно
получить тот или иной штамм культивируемых
клеток для научных целей. К сожалению, важной
современной особенностью состояния коллек-
ций штаммов культур клеток высших растений
является практически полное отсутствие инфор-
мации о них в открытых источниках. В частности,
в списке членов Европейской Ассоциации кол-
лекций культур (ЕССО) (https://www.eccosite.org/
members/) на данный момент значатся всего две
национальные коллекции культур клеток расте-
ний – немецкая (http://www.dsmz.de) и финская
(http://culturecollection.vtt.fi/). Функционирует
японская коллекция культур клеток растений
(https://epd.brc.riken.jp/en/pcellc). Более деталь-
ная информация о коллекциях культур клеток
высших растений представлена в табл. 1.

Сложившаяся ситуация объясняется, по-ви-
димому, несколькими причинами. Поддержание
пересадочных коллекций культур клеток расте-
ний – процесс трудоемкий и дорогой. Вероятно,
это стало одной из причин существенного сокраще-
ния числа активно поддерживаемых коллекций
культур клеток высших растений в настоящее время
по сравнению с 70–80 гг. прошлого века, а среди
оставшихся превалируют коллекции, имеющие



230

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 3  2021

ПОПОВА и др.

государственную финансовую поддержку. Об-
ширные коллекции культур клеток поддержива-
ются также некоторыми биотехнологическими и
биофармацевтическими компаниями, о чем гово-
рят их рекламные материалы, однако подробной
информации о составе таких коллекций в откры-
том доступе найти не удалось.

Среди мировых коллекций ВККК ВР (далее
Коллекция) выделяется как по разнообразию, так

и по возрасту сохраняемых образцов. В настоящий
момент в Коллекции поддерживаются в активном
состоянии 47 линий культур клеток 29 видов высших
растений, из них 19 линий поддерживаются в виде
каллусных культур и 32 линии в виде суспензион-
ных культур (некоторые культуры дублированы в
каллусах и суспензиях). Поддерживаемые культу-
ры клеток включают как модельные штаммы, ко-
торые служат объектами для фундаментальных

Рис. 1. Каллусные и суспензионные культуры клеток высших растений: (а) каллусная культура Cladocheta candidissima*;
(б) световая каллусная культура Sutherlandia frutescens*; (в) каллусная культура, полученная из корнеплода Daucus caro-
ta R. Gautheret в 1937 г. и более 63 лет поддерживаемая в пересадочной культуре; источник – Le Conservatoire botanique
national du Bassin parisien (http://cbnbp.mnhn.fr/cbnbp/actualites/evenement.jsp), фотография Bernard Faye; (г) культура
ткани корня Panax ginseng, клон получен Р.Г. Бутенко в 1959 г., фотография из работы [28]; (д) каллусная культура
Mandragora turcomanica*; (е) каллусная культура Pancratium maritimum*; (ж) суспензионная миксотрофная культура
Arabidopsis thaliana** (задний план) и суспензионная световая культура Euonymus maximowiczianus* (передний план);
(з) клетки суспензионной культуры Taxus baccata**; (и) клетки суспензионной культуры Dioscorea deltoidea**; (к) сус-
пензионная гетеротрофная культура Arabidopsis thaliana**; (л) клетки суспензионной световой культуры Euonymus maxi-
mowiczianus*; (м) клетки суспензионной культуры Panax japonicus**; (н) клетки гетеротрофной суспензионной культуры
Arabidopsis thaliana**; (о) клетки суспензионной культуры Ajuga turkestanica*. Масштабная линейка (50 мкм) приведена на
(о) и одинакова для всех фотографий клеток. * – штаммы Отдела биологии клетки и биотехнологии ИФР РАН, не депо-
нированные в ВККК ВР; ** – штаммы Всероссийской коллекции культур клеток высших растений (ВККК ВР).

(a) (б) (в) (г)

(д)

(з)

(л) (м) (н) (о)

(и) (к)

(е)

(ж)
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Таблица 1. Информация о некоторых мировых коллекциях культивируемых клеток растений

Страна, название, 
принадлежность коллекции

Число таксонов, 
число линий/штаммов 

культур клеток 
растений

Комментарии Ссылка

Германия, Leibniz Institute 
DSMZ-German Collection
of Microorganisms and Cell 
Cultures, частная 
с правительственным 
наблюдательным советом

более 80 семейств; 
более 700 линий
культур клеток
растений на 2019 г.

в апреле 2019 г.
в каталоге значилась 
41 линия клеток
растений [36]

https://www.dsmz.de/

Финляндия, VTT
Culture Collection,
полугосударственная

23 вида растений;
25 каллусных 
культур, 
22 суспензионные 
культуры,
12 линий бородатых 
корней

для каждого штамма 
приведена основная 
информация

http://culturecollection.vtt.fi/

США, Массачусетс, Plant 
Cell Culture Library UMass 
Amherst, университет

более 1000 видов 
растений; 
все образцы заявлены 
как каллусные 
культуры клеток

для каждого штамма 
приведена основная 
информация

https://www.umass.edu/ials/pccl-database

Япония, RIKEN BRC Plant 
Cultured Cell Resources, 
полугосударственная

32 вида растений; 
38 каллусных 
культур, 
22 суспензионные 
культуры

на каждый штамм 
имеется очень 
подробный паспорт
и дополнительная 
документация

https://epd.brc.riken.jp/en/pcellc

Украина, Банк клеточных 
культур in vitro Института 
клеточной биологии 
и генетической инженерии 
НАН Украины,
полугосударственная

более 2000 линий 
культур клеток
растений

– http://germplasm.icbge.org.ua/en/

Венгрия, Tissue culture
collection Department
of Botany University
of Debrecen, университет

26 видов растений;
28 каллусных культур

информация
из публикации

http://abs.bibl.u-szeged.hu/index.php/abs/ 
article/view/2784
[37]

Чехия, Сollection of in vitro 
plant cell cultures, Institute 
of Experimental Botany
of CAS, институт

более 20 видов
растений; 
500 отобранных 
штаммов или клонов

– http://lpb.ueb.cas.cz/About.html

исследований по физиологии растений, так и
штаммы-продуценты биологически активных со-
единений (гинзенозидов и других тритерпеновых
гликозидов, стероидных гликозидов фуростаноло-
вого ряда, фенольных соединений и некоторых дру-
гих), а также штаммы редких и эндемичных видов
растений. Среди них штаммы-сверхпродуценты
диоскореи дельтовидной (содержание фуроста-
ноловых гликозидов до 12% к сухой биомассе кле-

ток), различных видов аралиевых (продуцентов
тритерпеновых гликозидов), нескольких видов ти-
са (продуцентов противоопухолевых таксоидов) и
других (табл. 2). Некоторые штаммы, например
Beta vulgaris, Dioscorea deltoidea, Mandragora turco-
manica, Medicago sativa поддерживаются методом
пересадок в активной коллекции с 70-80-х гг.
XX века. Наиболее представленными семействами
на данный момент являются Araliaceae (8 линий),
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Рис. 2. Семейства высших растений, представленные в ВККК ВР.

Zygophyllaceae
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Taxaceae
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Araliaceae
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11%

Asclepiadaceae
4%Poaceae

2%

Fabaceae (7 линий), Lamiaceae (5 линий) и Taxaceae
(5 линий) (рис. 2). Наличие в Коллекции различ-
ных видов растений одного и того же семейства, а
также линий одного вида, полученных из одного
экспланта, но культивируемых долгое время на
средах с различным минеральным и фитогормо-
нальным составом позволяет проводить уникаль-
ные исследования по влиянию условий культиви-
рования на рост культур, качественный и количе-
ственный состав вторичных соединений в них, а
также исследовать внутри- и межвидовые законо-
мерности биосинтеза в культуре изолированных
клеток по сравнению с целым растением [32–35].
Ведется работа по пополнению Коллекции новы-
ми культурами. Только в 2019 г. были получены
16 новых линий культур клеток 9 видов высших
растений, являющихся эндемиками, редкими
или лекарственными, в том числе, это культуры
видов Dioscorea bulbifera, Polyscias filicifolia, Rubus
arcticus, Rubus chamaemorus, Sutherlandia frutescens,
Cladochaeta candidissima, Thuja occidentalis, Olea eu-
ropaea, Alhagi persarum, Alcea kusjariensis. Совмест-

но с научными группами других институтов про-
водится скрининг коллекционных культур на
биологическую активность, для ряда штаммов-
продуцентов биологически активных веществ
(БАВ) ведутся исследования по токсикологии,
что является следующим шагом к их применению
в биотехнологии.

Работы ВККК ВР и опыт других коллекций
[36, 37], позволяют говорить о том, что коллекции
культур клеток, несмотря на свою немногочис-
ленность, – это не “музеи”, а живые, активно
функционирующие системы, где не только сохра-
няются ценные генетические образцы, но и ве-
дутся научные исследования по их изучению, ак-
тивный обмен и сбор нового материала. Эти осо-
бенности, наряду с используемыми методами
сохранения, такими как in vitro и криосохранение,
позволяют рассматривать коллекции культур кле-
ток как равноправную часть большой междуна-
родной сети по сохранению, изучению и обмену
генетическими ресурсами растений. Однако у
коллекций культур клеток есть и уникальная осо-
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бенность – наряду с важной функцией сохранения
генетического материала, они являются первым
звеном в многостадийной цепочке получения воз-
обновляемого сырья лекарственных растений и
продуктов на его основе, в том числе различных
препаратов, содержащих БАВ.

КУЛЬТУРА КЛЕТОК ВЫСШИХ
РАСТЕНИЙ КАК ОСНОВА 

ДЛЯ БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОГО 
ПОЛУЧЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИ

АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ
Культуры in vitro представляют собой “удоб-

ную” систему для изучения различных процессов
в клетках растений. В рамках данной методоло-
гии имеется потенциальная возможность строго
контролировать условия выращивания клеток,
что позволяет ограничивать число факторов, вли-
яющих на изучаемый процесс. Классическим
примером может служить культура клеток табака
BY-2 – одна из самых популярных моделей в био-
логии клетки растений, благодаря ее быстрой про-
лиферации, гомогенному клеточному фенотипу и
наличию эффективных протоколов синхрониза-
ции [38]. Эта культура популярна в исследованиях
регуляции клеточного цикла, запрограммирован-
ной гибели клеток, в изучении стресс-реакций
и т. п. [39]. Не меньшую роль в эксперименталь-
ной биологии клетки играют разные линии куль-
тивируемых клеток Arabidopsis thaliana, чей геном
полностью секвенирован [40, 41].

Однако традиционно наиболее важной “функ-
циональной” частью коллекций культур клеток
высших растений являются штаммы продуцентов
БАВ [25]. Как правило, БАВ растительного про-
исхождения являются продуктами вторичного
метаболизма и играют важнейшую роль в совре-
менной медицине [42]. В большинстве обзоров,
посвященных данной теме, повторяются сходные
утверждения, характеризующие преимущества
культуры клеток в качестве альтернативного спо-
соба получения БАВ [43–46]. Мы не будем нару-
шать традицию и приведем наиболее значимые
преимущества:

1. Потенциальная возможность широкого вы-
бора исходных растений независимо от наличия и
доступности ареалов их обитания в конкретной
стране, охранного статуса или угрозы исчезнове-
ния данных видов;

2. Экологическая чистота производства био-
массы в строго контролируемых условиях, гаран-
тирующих безопасность препаратов;

3. При условии оптимизации условий поддер-
жания/выращивания и ростовых/биосинтетиче-
ских характеристик конкретных линий/штаммов
культур клеток возможно гарантированное полу-
чение биомассы с заданными характеристиками,

независимо от сезона, климатических и погодных
условий;

4. Высокая производительность и более сжа-
тые сроки получения биомассы и/или целевых
БАВ по сравнению с интактными растениями;
при этом в ряде случаев, например для женьшеня
настоящего, речь может идти о сокращении срока
культивирования с нескольких лет до нескольких
месяцев;

5. Использование штаммов-сверхпродуцентов,
позволяющее в некоторых случаях решить про-
блему низкого содержания БАВ в природном рас-
тительном сырье;

6. Потенциальная возможность масштабиро-
вания производства биомассы клеток растений с
определенными свойствами.

Столь очевидные преимущества должны были
бы привести к повсеместному использованию
культур клеток высших растений для промыш-
ленного производства БАВ, однако этого не про-
изошло. В публикациях начала 1980-х – конца
1990-х годов упоминается целый ряд пилотных
производств на основе культур клеток высших
растений, запущенных в Японии, США, Герма-
нии и других странах. Это, например, производ-
ство розмариновой кислоты из культуры клеток
Coleus blumei [47], антоцианов на основе клеток
Aralia cordata [48], биомассы клеток Catharanthus
roseus [49], паклитаксела из Taxus spp. [50], бербе-
рина из клеток Coptis japonica [51], производных
шиконина из Lithospermum erythrorhizon var. eryth-
rorhizon [52] и некоторые другие [53]. Среди наибо-
лее масштабных проектов можно выделить выра-
щивание Nicotiana tabacum в биореакторах объемом
20000 л для производства биомассы и никотина
[54], Rauwolfia serpentina (75000 л) для получения
индольных алкалоидов [55] и биомассы клеток
Panax ginseng в биореакторах объемом 20000–
25000 л [56]. Однако анализ современного состо-
яния отрасли показал, что большинство этих про-
ектов были закрыты по разным причинам, среди
которых упоминается нерентабельность, а ком-
пании либо перестали существовать, либо пере-
ключились на другие продукты [57]. К настоящему
времени известны лишь единичные примеры
действующих производств БАВ на основе культур
клеток высших растений. Это, например, компания
Phyton Catalytic с производственными мощностями
в Германии и Канаде, производящая паклитаксел
(растительный дитерпеноид, обладающий выра-
женной противоопухолевой активностью) на ос-
нове клеток Taxus spp. (https://phytonbiotech.com).
Южнокорейская компания Samyang Biopharmaceu-
ticals Corp. также является производителем пакли-
таксела из культуры клеток тиса [58], препарат уже
прошел клинические испытания [59]. Культура
клеток лекарственного растения Polyscias filicifolia
является основным компонентом ряда россий-
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ских препаратов с подтвержденным общеукрепля-
ющим и антитератогенным действием (https://
www.vitagmal.ru/).

Более широкое применение клеточные биотех-
нологии получили в современной косметологии и
для производства пищевых добавок: согласно ана-
лизу [60], за последние 10 лет более 12 европей-
ских и американских компаний представили на
этих рынках продукцию, полученную из культур
клеток высших растений. Это согласуется с со-
временными тенденциями к здоровому питанию,
с одной стороны, и, с другой стороны, – с возрос-
шим интересом к новым источникам питания,
произведенным высокотехнологичным способом
с использованием экологичных технологий, от-
вечающих критериям устойчивого развития [61,
62]. В косметологии, как и следовало ожидать,
наибольшей популярностью пользуются лекар-
ственные растения, такие как Rhodiola rosea, Aloe
barbadensis, Ajuga reptans, Echinacea spp., Calendula
spp. и другие [60]. Однако все чаще используются
культуры клеток сельскохозяйственных и декора-
тивных растений и видов, ранее считавшихся ис-
ключительно модельными объектами: Nicotiana
sylvestris, Malus domestica, Rubus idaeus, Vitis vinifera,
Daucus carota, Oryza sativa, Coffea bengalensis, Syrin-
ga vulgaris, Rhododendron hirsutum, Camellia sinensis.
Показано, что экстракты культур клеток и/или
различные препараты на основе их биомассы ряда
видов влияют на экспрессию генов, отвечающих за
синтез коллагена, обладают противовоспалитель-
ной, антиоксидантной и УФ-протекторной актив-
ностью, активируют процессы регенерации кож-
ных покровов [63]. Отмечается, что высокий потен-
циал для промышленного использования имеют
культуры с высоким содержанием полифеноль-
ных соединений [64]; некоторые авторы [65] свя-
зывают возросший интерес к культурам клеток
именно с косметической индустрией.

Причиной сложившейся ситуации является,
по-видимому, целый ряд факторов. Во-первых,
это высокая стоимость биотехнологических про-
изводств. Во-вторых, для вывода любого нового
лекарственного препарата на фармацевтический
рынок необходимы многолетние и дорогие кли-
нические испытания [62], осуществить которые
под силу далеко не каждой биотехнологической
компании. Однако самым существенным факто-
ром можно назвать низкую продуктивность куль-
тур клеток по целевым вторичным соединениям
по сравнению с исходным растением. Используя
традиционные методы – селекцию продуктивных
штаммов, оптимизацию сред, элиситацию, до-
бавление химических предшественников синтеза
[45, 66], можно повысить продуктивность культур
клеток растений на один-два порядка. Безуслов-
но, свою лепту в решение проблемы внесут под-
ходы метаболической инженерии [67], поскольку
генно-инженерная настройка экспрессии генов,

определяющих синтез целевого продукта, может
существенно изменить биосинтетические спо-
собности клеток in vitro. Однако зачастую именно
низкое содержание, либо отсутствие целевых со-
единений является сдерживающим фактором при
переходе от получения и первичного скрининга
культур клеток к пилотным производствам на их
основе и затем к полномасштабной промышлен-
ной технологии. Это обусловлено спецификой
культуры клеток как биологической системы.

ОСОБЕННОСТИ СИНТЕЗА 
БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ

ВЕЩЕСТВ В КУЛЬТУРАХ КЛЕТОК
ВЫСШИХ РАСТЕНИЙ

Растения синтезируют сотни тысяч сложных
органических соединений – продуктов вторич-
ного метаболизма, среди которых выделяют не-
сколько основных групп: алкалоиды, изопренои-
ды и фенольные производные [68]. При этом в
конкретном растении каждая группа вторичных
метаболитов, как правило, представлена в виде
сложных смесей соединений, близких по химиче-
ской структуре, но отличающихся в тонких струк-
турных “нюансах”. К последним можно отнести
различные типы изомерии, характер и взаимное
расположение заместителей (гидроксилирова-
ние, метилирование, метоксилирование, прени-
лирование и т. д.), образование конъюгатов и их
модификация (ацилирование и т. д.) [69]. Так, на-
пример, в растениях Tribulus terrestris L. (Zygophyl-
laceae) к настоящему времени обнаружено более
100 индивидуальных стероидных гликозидов фу-
ростанолового и спиростанолового ряда [70], а
для растений рода Panax L. известно более полу-
тысячи индивидуальных гинзенозидов (тритер-
пеновых гликозидов) [71].

Считается, что в культурах клеток высших рас-
тений in vitro процессы вторичного метаболизма и
его регуляции отличаются от таковых в интакт-
ных растениях [30]. Это связанно с особенностя-
ми культуры клеток как уникальной системы, где
отсутствуют механизмы организменного контро-
ля, характерные для целого растения, и на первый
план выходит процесс “автоселекции” – посто-
янного отбора клеток по интенсивности роста,
скорости пролиферации и адаптивности [68, 69].
Более чем полувековой опыт изучения вторично-
го метаболизма в культурах растительных клеток
позволил предположить, что в таких системах со-
храняется и поддерживается прежде всего синтез со-
единений, способствующих пролиферации клеток.
Например, некоторые изопреноиды могут стимули-
ровать рост клеток, а также проявляют антиокси-
дантную и осмопротекторную активности [72]. Так-
же возможно, что многие вторичные соединения,
кроме участия в системе защиты растений, обла-
дают гораздо более широким спектром функций,
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чем это было принято считать. Например, стеро-
идные гликозиды диоскореи могут играть роль
резерва углеводов, а алкалоиды – принимать уча-
стие в азотном обмене [69]. В табл. 3 приведены
некоторые факторы, влияющие на синтез вто-
ричных метаболитов в культуре клеток in vitro по
сравнению с интактным растением. Логично, что
качественный и количественный состав вторичных
соединений в интактном растении и в полученной
из него культуре клеток может существенно отли-
чаться. Например, в растениях, продуцирующих
стероидные гликозиды, как правило, присутствуют
фуростаноловые и спиростаноловые формы этих
соединений, тогда как в культурах клеток in vitro
стероидные гликозиды накапливаются в основ-
ном в фуростаноловой форме [69]. 

В настоящее время большинство исследова-
ний по получению БАВ в культуре клеток высших
растений строится по сходному принципу: полу-
чение стабильно растущих культур клеток, их
скрининг на наличие целевых соединений, на-
правленное увеличение содержания целевого ме-
таболита (или группы метаболитов) с помощью
изменения условий культивирования, методов
элиситации, стрессовых воздействий, генно-ин-
женерных подходов или мутагенеза [73]. Такая
стратегия оказывается успешной, благодаря уни-
кальным свойствам культур клеток: быстрому ро-
сту, пластичности (адаптивности) и чувствитель-
ности ко внешним воздействиям [30]. Это дает
возможность воздействовать на качественный и
количественный состав синтезируемых соединений
целым арсеналом методов. Показано, например, что
изменение состава гормонов в среде выращивания
приводит к изменению состава и количественного
содержания тритерпеновых гликозидов в культуре

клеток женьшеня настоящего [74, 75] и стероидных
гликозидов в культуре клеток T. terrestris [76].
В Отделе биологии клетки и биотехнологии ИФР
РАН методом индуцированного мутагенеза из
культуры клеток диоскореи дельтовидной было
получено несколько мутантных линий, отличаю-
щихся как по ростовым характеристикам, так и
по содержанию целевых метаболитов – стероид-
ных гликозидов [77] (табл. 4). Причем одна из по-
лученных линий оказалась суперпродуцентом с
содержанием фуростаноловых гликозидов до 10%
от сухого веса, что превышает их содержание в
интактном растении [77].

Приведенные выше работы можно считать
удачными примерами применения “классической”
стратегии, где культура клеток рассматривается с це-
лью получения “мажорных” (основных в количе-
ственном отношении) и/или наиболее характерных
для конкретного вида растений специализиро-
ванных метаболитов [73]. Приходится признать,
что такие методы получения БАВ не всегда при-
водят к желаемому результату, то есть высокому
содержанию целевых БАВ в биомассе клеток in vitro.
Это не только сдерживает применение культуры
клеток в биотехнологии, как было показано вы-
ше, но и приводит к распространению представ-
ления об ограниченности специализированного
метаболизма в культивируемых in vitro клетках по
сравнению с интактными растениями [69]. Однако
развитие структурной и аналитической фитохимии,
в частности использование различных видов хрома-
то-масс-спектрометрии для качественного и коли-
чественного анализа вторичных метаболитов в ин-
тактных растениях, позволяет надеяться на возмож-
ность другого подхода. В наиболее универсальном
варианте этот экспериментальный подход основан

Таблица 3. Основные факторы, влияющие на синтез и накопление вторичных метаболитов в культивируемых
in vitro растительных клетках по сравнению с целым растением (по [69] с изменениями)

Факторы, влияющие
на синтез и накопление 
вторичных метаболитов

Культура недифференцированных 
клеток in vitro

Интактные растения

Дифференциация 
и пролиферация клеток

Вторичные метаболиты синтезируются 
в непрерывно растущей культуре 
недифференцированных клеток

Вторичные метаболиты синтезируются
в дифференцированных непролифери-
рующих клетках

Клеточная ультраструктура Пластиды редки или
рудиментированы, популяция состоит 
из меристемоподобных и/или
паренхимоподобных гетеротрофных 
клеток

Высокая степень внутриклеточной
компартментации, многочисленные 
пластиды участвуют в процессах
пластид-ассоциированного биосинтеза 
и хранения вторичных метаболитов

Специализация по типу 
ткани

Биосинтез и накопление вторичных 
соединений ограничены либо одиноч-
ной клеткой, либо агрегатами из 10–
30 клеток, или вторичные соединения 
выделяются в питательную среду

Биосинтез вторичных метаболитов
тканеспецифичен, соединения могут 
транспортироваться, синтезироваться и 
храниться в разных органах
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на совместном применении жидкостной хрома-
тографии (высокоэффективная жидкостная хрома-
тография (HPLC) или ультраэффективная жидкост-
ная хроматография (UPLC)) и квадрупольной-вре-
мяпролетной масс-спектрометрии при ионизации
электрораспылением (ESI-Q-TOF-MS) [78]. В ка-
честве примера в одной из пионерских работ этого
направления показано, что LC-ESI-Q-TOF-MS
позволяет обнаружить и структурно описать в
различных образцах видов женьшеня (Panax spp.)
более 600 тритерпеновых гликозидов (гинзенози-
дов) разной структуры [79].

Применение такого подхода для изучения
структурного разнообразия вторичных соедине-
ний в культурах клеток растений имеет большой
потенциал, поскольку позволяет получить более
полное представление об их химическом составе,
в том числе – о присутствии нехарактерных и/или
“минорных” (редко встречающиеся или присут-
ствующие в исчезающе малых количествах) для
интактных растений метаболитов, которые также
могут обладать биологической активностью. В
этом смысле, уже имеющиеся коллекции культур
клеток растений представляют прекрасное поле для
фитохимических исследований и, по аналогии с
коллекциями ценных сельскохозяйственных куль-
тур, обладают качеством “потенциальной ценно-
сти” (option value), полный потенциал которой
может быть проявлен в недалеком будущем. На
примере некоторых линий, которые поддержива-
ются в активно растущем состоянии в ВККК ВР
показана эффективность комбинированного ис-
пользования “классических” (выделение инди-
видуальных соединений и описание их структуры
с помощью спектроскопии ядерного магнитного
резонанса и масс-спектрометрии высокого разре-
шения) и “новых” (в основном основаны на хро-
мато-масс-спектрометрии) фитохимических при-
емов при биохимическом описании культур клеток
высших растений. Так, впервые было показано,
что в клетках Panax japonicus in vitro кроме семи
так называемых “мажорных” гликозидов жень-
шеня (гинзенозиды Rg1, Re, Rf, Rb1, Rb2, Rb3,
Rd) также образуются малонилированные произ-
водные гинзенозидов (например, малонил-Rg1,

-Rb1, -Rb2 и др.) [80, 81] и неполярные (так назы-
ваемые “редкие” (“rare”)) гинзенозиды (напри-
мер, гипенозид XVII и гинзенозид F2) [82, 83].
Подробный фитохимический скрининг биомас-
сы культур клеток разных видов тиса позволил
выявить некоторые закономерности изменения
(по сравнению с интактными растениями) в них
вторичного метаболизма. А именно, было показано,
что для клеток Taxus spp. характерно преимуще-
ственное образование 14-гидроксилированных так-
соидов [34]. Эта закономерность, вероятно, имеет
фундаментальное значение, поскольку полиацили-
рованные 14-гидроксилированные таксоиды были
выявлены даже в клетках Taxus canadensis in vitro (в
интактных растениях этого вида тиса неполярные
полиацилированные 14-гидроксилированные так-
соиды ранее не были обнаружены) [84]. Таким
образом, химический анализ с применением но-
вейших методов исследований открывает новые
перспективы для использования культур клеток
не только как источника целевых БАВ, но и как
продуцентов уникального набора биологически
активных компонентов, не характерных для ин-
тактных растений.

МЕТОДЫ ПОДДЕРЖАНИЯ 
КОЛЛЕКЦИОННЫХ ШТАММОВ

И СТАБИЛЬНОСТЬ КУЛЬТУР КЛЕТОК
В ПРОЦЕССЕ ДЛИТЕЛЬНОГО 

КУЛЬТИВИРОВАНИЯ
Для биологических объектов в коллекциях,

будь то растения или культуры клеток, ключевым
понятием является понятие стабильности. В иде-
альном варианте, любой запрошенный из коллек-
ции образец должен обладать всеми ключевыми
свойствами первичного образца, заложенного на
хранение. Однако в случае живых систем, для кото-
рых характерны постоянные изменения и адаптация
к внешним условиям, стабильность является скорее
нежелательным качеством. Неудивительно, что од-
ним из “столпов” биобанкирования всегда являл-
ся поиск и разработка методов хранения, которые
позволяли бы достичь баланса между наиболее
эффективным и стабильным поддержанием основ-
ных свойств образцов, с одной стороны, и сохране-

Таблица 4. Ростовые характеристики и содержание гликозидов в различных линиях культивируемых клеток Dio-
scorea deltoidea, полученных в результате мутагенеза по сравнению с исходным штаммом D-1, данные по [69, 77].

Линия
Удельная 

скорость роста, 
сут–1

Максимальное 
накопление 

биомассы, г/л
Индекс роста

Содержание гликозидов 
(% сухого веса)

фуростаноловые спиростаноловые

D-1 (исходный) 0.18 11.2 8.4 2.0 0.04
DM-0.5 0.20 11.9 8.4 9.3 0.07
DM-1 0.17 11.7 7.2 3.2 0.06
DM-8 0.16 10.9 6.8 2.1 <0.06
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нием их высокой жизнеспособности, с другой, в те-
чение наиболее длительного периода времени и с
минимальными затратами [8]. Этот принцип хо-
рошо согласуется с требованиями биотехнологи-
ческих производств, где должно быть обеспечено
стабильно высокое качество конечного продукта
при заданных технологических параметрах [73].
При масштабах многотонных биореакторов, по-
теря или непредвиденная мутация штамма проду-
цента, влияющая на его ростовые и биосинтети-
ческие свойства, грозит полной или частичной
остановкой производства, а значит и серьезными
экономическими потерями.

В литературе имеются данные об исследова-
нии влияния процесса культивирования in vitro и
криосохранения на морфологические, цитологи-
ческие и генетические характеристики высших
растений [8]. Однако для изолированных культур
клеток такие сведения достаточно скудны. Счи-
тается, что культуры изолированных клеток явля-
ются нестабильными и гетерогенными по своей
природе. Например, было показано, что культура
клеток BY-2, полученная из проростков Nicotiana
tabacum L. “BrightYellow 2” в 1970-х гг. в Японии и
являющаяся широко используемым модельным
объектом для целого ряда фундаментальных ис-
следований в биологии растений, значительно
отличается от клеток исходного растения по чис-
лу хромосом и имеет существенные модифика-
ции в геноме [85]. Изменения в геномном аппара-
те и эпигенетические вариации были зафиксиро-
ваны и для клеточных линий многих других видов
[86]. В этом смысле ВККК ВР представляет уни-
кальную платформу для исследований, так как со-
держит штаммы культур, полученные более 45 лет
назад. К сожалению, паспортные данные штам-
мов, полученных до 1990-х гг. содержат очень ли-
митированный набор сведений, таких как данные
о плоидности и об индексе роста. В данный мо-
мент в ВККК ВР ведется работа по актуализации
основных параметров поддерживаемых культур
как в ходе экспериментальной работы, так и пу-
тем сравнения литературных данных. Например,
показано, что культура клеток Panax japonicus,
поддерживаемая методом пересева с циклом суб-
культивирования 21 сут в течение 15 лет осталась
стабильной по основным ростовым параметрам:
числу клеток, накоплению сухой биомассы (рис. 3).
При этом в культуре сохраняется способность к
накоплению достаточно широкого спектра гинзе-
нозидов разных структурных групп [80, 81, 87, 88].

По сравнению с культивированием in vitro,
криосохранение растительного материала в жид-
ком азоте (–196ºС) считается более надежным
методом, позволяющим поддерживать образцы в
состоянии анабиоза без значительных изменений
в течение длительного времени. В ряде исследо-
ваний криосохранение приводится в качестве
единственного надежного способа длительного

хранения вегетативно размножаемых культур [6,
8, 12]. Методология криосохранения для культур
изолированных клеток приведена в более ранних
обзорах [11, 89], поэтому в данной статье будут
рассмотрены только примеры криосохранения
клеточных культур, используемых для промышлен-
ных или полупромышленных производств БАВ. В
большинстве исследований для криосохранения
культур клеток использовали программное (или
медленное) замораживание с предварительным
выдерживанием концентрированных суспензий
клеток в растворах криопротекторов, представля-
ющих собой комбинации ДМСО, сахарозы, эти-
ленгликоля и глицерина в низких концентрациях
(до 20%). Например, Kim с соавт. [90] добились
40% выживаемости и сохранения биосинтеза па-
клитаксела для культуры клеток Taxus chinensis
после замораживания в смеси 0.5 М ДМСО и 0.5 М
глицерина.

Успешную криоконсервацию культур клеток
Panax ginseng и P. quinquefolius проводили методом
как программного, так и прямого замораживания
[91–94]. При этом для культур после криосохра-
нения продуктивность по сырой и сухой биомас-
се увеличивалась по сравнению с контрольной
культурой [92], а содержание основных гинзенози-
дов после криосохранения оставалось неизменным
[93, 94]. Содержание диосгенина, ситостерина и
стигмастерина в клетках Dioscorea deltoidea после
предварительного культивирования на среде с аспа-
рагином и аланином и криоконсервации методом
программного замораживания также сохранялось
на уровне контроля [95].

В более поздних исследованиях была проде-
монстрирована высокая эффективность совре-
менных методов: двухэтапного замораживания,
витрификации и инкапсуляции – для криокон-
сервации культур клеток Gentiana tibetica [96],
Catharanthus roseus [97] и некоторых других [89].
Важные данные были получены в исследованиях
Отдела биологии клетки и биотехнологии ИФР
РАН на культуре Polyscias filicifolia, восстановленной
после замораживания в соломинах [98] и хранения в
криобанке в течение пяти лет. Было показано, что
при культивировании в колбах и в биореакторах с
использованием различных режимов ростовые ха-
рактеристики (удельная скорость роста, продук-
тивность) и жизнеспособность восстановленной
культуры не отличались от характеристик исход-
ной культуры и той же культуры, поддерживае-
мой в активной коллекции методом пересадок в
течение 5 лет [99]. Что касается длительности хра-
нения, уникальным экспериментом можно счи-
тать восстановление культуры Medicago sativa по-
сле 27 лет хранения в криобанке [100]. Восстанов-
ленная культура полностью сохранила свои
цитогенетические характеристики и высокую пе-
роксидазную активность. Данная работа считается
одним из немногих примеров длительного (более



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 3  2021

ПЕРСПЕКТИВНЫЕ БИОТЕХНОЛОГИИ: КОЛЛЕКЦИИ КУЛЬТУР КЛЕТОК 239

20 лет) хранения растительного материала в крио-
банке, известным в настоящий момент [8]. Полный
список коллекционных культур, сохраняющихся в
криобанке ИФР РАН, представлен в табл. 5.

Приведенные выше исследования демонстриру-
ют высокую эффективность криосохранения как
надежного метода длительного хранения культур
клеток, обеспечивающего полное восстановление
их ростовых и биосинтетических характеристик, а
также полное восстановление способности к мас-
штабированию в биореакторах разного объема для
получения БАВ. Показано также, что по крайней
мере некоторые культуры демонстрируют ста-
бильные ростовые характеристики в процессе
культивирования in vitro. Таким образом, метод
пересева может использоваться для поддержания

коллекций средней длительности хранения. Для
наиболее перспективных и часто используемых
штаммов целесообразно поддержание их в актив-
но растущей коллекции с сохранением дублика-
тов в криобанке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Коллекции культур клеток растений представ-
ляют собой уникальный тип генетического банка,
материалы которого служат нескольким целям. На-
личие штаммов одного вида, выращиваемых в раз-
личных условиях на разных средах, позволяет изу-
чать механизмы клеточного роста, а также синтеза и
накопления вторичных метаболитов в клеточных
культурах по сравнению с интактным растением.

Рис. 3. Сравнение некоторых ростовых характеристик культуры клеток Panax japonicus из ВККК ВР, культивируемой в
течение 15 лет методом пересева с циклом субкультивирования 21 сут (данные по [87, 88]). 1 – 1998 г, 2 – 2005 г, 3 – 2013 г.
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Очевидно, что коллекции культур клеток растений
in vitro будут в такой же степени востребованы в
фундаментальных исследованиях вторичного ме-
таболизма, в какой они сейчас незаменимы в ис-
следованиях биологии клетки растений. Получе-
ние новых культур и изучение содержания в них
БАВ, а также получение штаммов-суперпродуцен-
тов и усовершенствование методов химического
анализа позволяет надеяться на скорый период “ре-
нессанса” для культур клеток как возобновляемо-
го сырья лекарственных растений и продуктов на
его основе, что отвечает современным тенденци-
ям – развитию фитомедицины и здорового образа
жизни. Комбинированное использование “клас-
сического” анализа индивидуальных соединений
и описания их структуры с помощью спектроско-
пии ядерного магнитного резонанса и масс-спек-
трометрии высокого разрешения и биохимиче-
ского скрининга с помощью хромато-масс-спек-
трометрии позволит составлять биохимические
паспорта культур и, вероятно, откроет новые пер-
спективы для использования коллекционных
штаммов культур клеток не только как источника
целевых БАВ, но и как продуцентов уникального
набора биологически активных компонентов, не
характерных для интактных растений. Данные о
стабильности ростовых и биосинтетических ха-
рактеристик культур клеток, поддерживаемых
методом пересева в течение длительного време-
ни, а также разработка методов криосохранения
позволят выбирать наиболее эффективные методы
сохранения культур в коллекциях, что еще больше
укрепит их позиции как неотъемлемой части меж-

дународной сети по сохранению, изучению и об-
мену генетическими ресурсами растений.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований в рамках научного проекта “Экс-
пансия” № 19-116-50163.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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Таблица 5. Культуры клеток из ВККК ВР, находящиеся на хранении в криобанке ИФР РАН.

Вид Число штаммов Год замораживания

Daucus carota 1 1977
Dioscorea balcanica 1 1995
Dioscorea caucasica 1 1995
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В обзоре представлены данные о воздействии наночастиц золота на физиологические процессы (ре-
акции) высших растений. Золотые наночастицы могут влиять на многие процессы в растительном
организме, в том числе на интенсивность роста, показатели водного обмена, активность фотосин-
тетического аппарата и антиоксидантной системы, а также на уровень экспрессии некоторых генов,
важных для функционирования растений как в оптимальных, так и в неблагоприятных условиях,
что показано при использовании в качестве объектов растений разных систематических групп. Ана-
лиз данных литературы позволяет заключить, что наночастицы золота могут быть рекомендованы
для использования не только как стимуляторы роста и развития, но и в качестве адаптогенов, уве-
личивающих устойчивость растений к различным неблагоприятным воздействиям.

Ключевые слова: золотые наночастицы, получение, биологические эффекты, перспективы исполь-
зования
DOI: 10.31857/S0015330321020202

ВВЕДЕНИЕ
Наночастицы – мельчайшие структуры разме-

ром 1–100 нм [1–3], которые в природе появля-
ются естественным путем, например, при извер-
жении вулканов, в случае масштабных лесных по-
жаров или при выветривании горных пород [4, 5].
Изучение искусственных наночастиц, положившее
начало нанотехнологии, привело к широкому их
использованию практически во всех сферах чело-
веческой деятельности, а особенно эффективно – в
нефтехимической промышленности, электрони-
ке, катализе, косметологии, фармацевтике и био-
медицине [6–10]. Целенаправленное получение и
использование нанообъектов в последние годы
приобрело поистине глобальные масштабы. Так, в
2015 г. более 15% всех продуктов на мировом рынке
были получены с использованием нанотехноло-
гий, тем или иным образом включенных в процесс
производства [7]. Мировой оборот рынка нано-
технологий в этом же году достиг триллиона дол-
ларов [11]. Сейчас известно уже более 1300 ком-
мерческих нанопродуктов, применяемых в раз-
личных областях человеческой деятельности [3].

Наряду с этим многие наночастицы, напри-
мер, металлические, обладающие высокой физи-
ко-химической активностью, способны прони-
кать из окружающей среды в биологические объ-
екты, аккумулироваться внутри них [4, 5, 12], а в
дальнейшем распространяться по пищевым це-
пям [13–15]. Так, наночастицы золота были обна-
ружены не только в листьях обработанных ими
растений табака, но и в тканях табачного бражни-
ка, который питался этими листьями [16]. Широ-
кое распространение наноматериалов, их актив-
ное внедрение в жизнь людей и природу вызывает
оправданное беспокойство экологов. Послед-
ствия возможных взаимодействий между наноча-
стицами и живыми организмами, к сожалению,
до сих пор не очевидны. Особенно это касается
растений, ведущих прикрепленный образ жизни
и наиболее уязвимых к любым неблагоприятным
воздействиям. Именно поэтому научные иссле-
дования, раскрывающие сущность и последствия
взаимодействий между растениями и наночасти-
цами, сегодня приобретают особую актуальность.

Влияние наночастиц на растения зависит от
целого ряда факторов: типа, размеров, концен-
траций наночастиц, вида растений и условий по-

Сокращения: АОС – антиоксидантная система, ЗНЧ – зо-
лотые наночастицы, ФСА – фотосинтетический аппарат

УДК 581.1
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становки экспериментов [4, 5, 17]. В данном об-
зорном исследовании мы рассматриваем влияние
на высшие растения наночастиц только одного
типа – золотых, наиболее активно применяемых
в биомедицинской практике. В последние годы в
литературе накопилось много эксперименталь-
ного материала о влиянии золотых наночастиц
(ЗНЧ) на растения [18–22], тогда как обзорные
исследования в этой области, суммирующие и си-
стематизирующие экспериментальные данные,
немногочисленны [15, 23–25]. Учитывая сказан-
ное, мы обобщили данные литературы об особен-
ностях ЗНЧ, методах их получения, обратив осо-
бое внимание на возможные пути поступления
ЗНЧ в растительный организм, основные эффек-
ты и перспективы использования в физиологии
растений.

ОСОБЕННОСТИ ЗОЛОТЫХ НАНОЧАСТИЦ
Подобно другим нанообъектам, ЗНЧ обладают

целым рядом уникальных свойств (рис. 1). Кроме
мельчайших размеров и большой площади по-
верхности, они также характеризуются высокой
физической и химической активностью. В зави-
симости от заряда и покрытия ЗНЧ могут иметь
разное сродство к воде и, соответственно, быть
гидрофильными, гидрофобными и даже амфи-
фильными, и это дает им возможность проникать
через разнообразные барьеры, в том числе био-
мембраны. Высокая адсорбционная способность
усиливает их каталитические свойства. Наноча-
стицы могут аккумулироваться внутри организма
и вызывать токсические эффекты [5, 12, 26, 27].

В экспериментальной биологии ЗНЧ, как пра-
вило, используют в виде коллоидных растворов,

которые имеют различную окраску – от слабых
оттенков розового до интенсивного красного, а
иногда – голубого и зеленого. Цвет растворов
определяется размерами и формой наночастиц, а
также возможностями взаимодействия электро-
нов на их поверхности с электрическим полем па-
дающего света [28, 29]. Именно наличие уникаль-
ных оптических свойств, связанных с возбуждением
локализованных плазмонных резонансов при взаи-
модействии со светом, обусловливает интерес к ис-
следованию самих ЗНЧ и их использованию в био-
медицине [26, 28]. Поверхностными плазмонами в
физике называются коллективные колебания элек-
тронов на поверхности металла. Возбуждение по-
верхностных плазмонов светом называется поверх-
ностным плазмонным резонансом [28]. Другими
словами, высокая активность электронов на поверх-
ности наночастиц многократно увеличивается за
счет способности к коллективным колебаниям под
влиянием света определенной длины волны. У ЗНЧ
этот эффект наблюдается в видимом и инфра-
красном свете [26, 30]. Например, плазмонный ре-
зонанс ЗНЧ со средним диаметром ~20 нм локали-
зован в зеленой части видимого спектра (около
520 нм), что и объясняет красный цвет их раство-
ров [26, 28].

С точки зрения физиологии растений, эффект
плазмонного резонанса особо интересен, по-
скольку, благодаря ему ЗНЧ могут влиять на фо-
тосинтетический аппарат (ФСА). В опытах на
изолированных хлоропластах, в искусственных
фотосистемах и с интактными растениями пока-
зано, что ЗНЧ способны увеличивать активность
ФСА [20, 31–33]. Предполагают, что активные
электроны на поверхности наночастиц могут
“улавливать” фотоны света и облегчать передачу
энергии в светособирающем комплексе, вызывая
внутри него плазмонное усиление фотонов. При
этом более чем в 10 раз увеличивается количество
возбужденных электронов [20] и многократно уси-
ливается абсорбция света [32, 33]. Кроме того, разде-
ление зарядов в реакционном центре происходит
быстрее и эффективнее, чем в отсутствие обработки
ЗНЧ [20]. Считается, что именно вследствие этих
изменений увеличиваются скорости электронного
транспорта, фотофосфорилирования и выхода
кислорода под влиянием ЗНЧ [20, 32–34].

С другой стороны, ЗНЧ способны забирать на
себя “лишнюю” энергию возбужденных электро-
нов и, тем самым, “гасить” избыточное возбужде-
ние хлорофилла [31, 35]. При этом наблюдается
усиление фотохимического тушения и снижение
нефотохимического тушения флуоресценции
хлорофилла [32]. Фактически наночастицы вы-
ступают в качестве протекторов окислительного
стресса и фотоингибирования.

Таким образом, ЗНЧ обладают особыми свой-
ствами, в том числе большой площадью поверх-

Рис. 1. Основные свойства золотых наночастиц.
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ности, высокой стабильностью и, в отличие от
массивного металла, химической активностью.
Кроме того, благодаря особым оптическим свой-
ствам, ЗНЧ способны изменять активность ФСА
и снижать риски развития окислительного стрес-
са у растений. Уникальные свойства ЗНЧ позво-
ляют предполагать, что они могут существенно
изменять метаболизм растений. Однако для того,
чтобы рекомендовать их к дальнейшим исследо-
ваниям, необходимо остановиться на вопросах о
способах их получения.

ОСНОВНЫЕ СПОСОБЫ ПОЛУЧЕНИЯ 
НАНОЧАСТИЦ ЗОЛОТА

В целом, методы синтеза металлических кол-
лоидов, в том числе золотых, можно условно раз-
делить на две большие группы в зависимости от
способа их получения. Первая группа включает
дисперсионные методы, основанные на диспер-
гировании металлов, например, при их обработке
плазмой, лазером, электрическим током [5, 36,
37]. Вторая группа методов – конденсационных –
наиболее распространена. Конденсация – это
восстановление металла из ионов соответствую-
щих солей. В свою очередь, конденсационные
методы можно классифицировать в зависимости
от характера восстановителя на химический, фо-
то- и радиохимический синтез [5, 36, 37]. Во всех
случаях в процессе восстановления атомы и ионы
образуют отдельные частицы, которые сливаются
в кластеры все более крупных размеров, причем
постепенно происходит переход от атомно-моле-
кулярных свойств к свойствам частиц компакт-
ного металла. Этот процесс и его особенности
при различных способах получения ЗНЧ подроб-
но описаны в научной литературе [36, 37].

На сегодняшний день для химического полу-
чения различных по форме и размерам частиц на-
нозолота существует целый ряд доступных прото-
колов [36–38]. Например, широко распростра-
ненным методом получения ЗНЧ с размерами в
пределах 8–70 нм для медико-биологических ис-
следований является цитратное восстановление
золотохлористоводородной кислоты. Суть метода
заключается в том, что к кипящему 0.01% водно-
му раствору золотохлористоводородной кислоты
добавляют 1% водный раствор цитрата натрия в
количестве, варьируемом в зависимости от требу-
емого размера частиц [36–39].

В последнее время появилось множество ме-
тодов “зеленой” химии, использующих растения
для целенаправленного получения наночастиц
[40–42]. Так, при выращивании растений горчи-
цы и Arabidopsis на солях золота в их клетках были
обнаружены ЗНЧ [43, 44]. Наночастицы аккуму-
лировались преимущественно в хлоропластах.
Механизм этого явления не известен, однако
предполагают, что в восстановлении ионов золо-

та до наночастиц могут участвовать моносахара
[43], а растительные флавоноиды и другие поли-
фенолы способствуют аккумуляции и стабилиза-
ции нанокомплексов [45, 46]. Для целенаправ-
ленного синтеза ЗНЧ используют также расти-
тельные экстракты [47]. Например, частицы золота
размером 10–30 нм были синтезированы в ризосо-
мальном растворе альпинии [48]. Для синтеза нано-
золота использовали экстракты из листьев кофе,
чая, табака и многих других растительных объектов
[49]. Однако обычно для стабилизации таких нано-
комплексов требуется длительное время, а приемы
выделения наночастиц из экстрактов и растений
еще не до конца отработаны. Кроме того, получае-
мые “зеленым” методом ЗНЧ зачастую полидис-
персны и полиморфны.

Итак, самыми распространенными и востребо-
ванными в научных кругах остаются методы хими-
ческого восстановления ЗНЧ из его солей [38]. До-
ступность этих методов позволяет широко исполь-
зовать ЗНЧ в экспериментальных исследованиях.

ПУТИ ПОСТУПЛЕНИЯ ЗОЛОТЫХ 
НАНОЧАСТИЦ В РАСТЕНИЯ

Вопрос о возможных способах проникновения
наночастиц в растительный организм, а также ме-
ханизмах их дальнейшего перемещения по тканям и
клеткам растений является на сегодняшний день
наиболее спорным, поэтому мы провели краткий
обзор литературных источников, освещающих ос-
новные гипотезы и результаты экспериментальных
исследований по данному вопросу.

Первые работы, посвященные проникнове-
нию ЗНЧ в растения, появились в 70-е годы про-
шлого века [50]. Недавно опубликовано несколько
обзоров, в которых рассмотрены вопросы взаимо-
действия металлических наночастиц с высшими
растениями [51–54]. Подчеркнем, что к настоя-
щему времени способность ЗНЧ проникать в рас-
тительные ткани, а также перемещаться и накап-
ливаться в клетках растений, уже многократно
экспериментально доказана. В частности, на про-
ростках пшеницы с использованием методов лу-
чевой флюоресценции и масс-спектрометрии пока-
зано, что ЗНЧ различного размера (3, 5 и 10 нм),
проникая через поверхность листьев, за 7 сут рас-
пространяются по всему организму, аккумулиру-
ются в корнях и даже частично выводятся в почву
[21]. В исследованиях на проростках арбуза мето-
дом масс-спектрометрии установлено, что уже
через 48 ч после опрыскивания листьев раствора-
ми, содержащими ЗНЧ разных размеров и фор-
мы, их обнаруживали как в листьях, так и в кор-
нях [55]. В сосудах корней табака, выдержанного
на растворах ЗНЧ размером 3.5 и 18 нм, они были
выявлены спустя 3 сут при помощи рентгенов-
ского микроскопа [56]. С использованием элек-
тронной микроскопии ЗНЧ обнаружены в клет-
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ках корней горчицы и арбуза, выращиваемых на
растворах наночастиц [18, 57].

Следовательно, ЗНЧ способны попадать в тка-
ни растений как через корневую систему, так и
через листья. Однако механизмы этого феномена
до сих пор не до конца ясны и обсуждаются, по
большей части, гипотетически (рис. 2, 3).

Скорее всего, в корневую систему наночасти-
цы попадают вместе с поглощаемой водой – через
боковые корни, корневые волоски и клетки ризо-
дермы [58, 59]. Основным способом проникнове-
ния наночастиц через листья считают устьица [21,
55, 60]. Представленные в цитируемых работах
результаты можно использовать для идентифика-
ции транспортного пути наночастиц из ксилемы
во флоэму. Также предполагается, что благодаря
своей амфифильности наночастицы могут “про-
сачиваться” через липофильный кутикулярный
слой [21, 55] или разрушать восковый слой кути-
кулы и попадать таким образом в лист [21, 58].
Кроме того, наночастицы могут проникать в над-
земные части растений через гидатоды, трихомы
и чечевички [58].

В экспериментальных исследованиях широко
используется такой способ обработки растений
наночастицами, как замачивание семян в их рас-
творах. Вероятнее всего, в этом случае наночасти-
цы проникают внутрь семян пассивно с водой, а
также через разрушенные участки семенной ко-
журы [61]. Однако механизм дальнейшей “рабо-
ты” наночастиц при таком их способе попадания
в растительный организм не изучен, хотя экспе-
риментально доказано, что растения, выращен-
ные из семян, обработанных ЗНЧ, отличаются от
контрольных (необработанных) по целому ряду
показателей [20, 45, 48].

Рис. 2. Гипотетические пути проникновения наноча-
стиц в растения и их транспорта в растении [58].

Устьица, кутикула,
гидатоды, чечевички,
раны

К
си

ле
м

а Ф
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а

Боковые корни,
корневые волоски,
ризодерма, раны

Рис. 3. Гипотетическая модель поступления наночастиц в клетки и ткани листа [21].
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Главным барьером на пути наночастиц счита-
ется клеточная стенка [4, 58]. Как предполагают,
небольшие наночастицы (до 20 нм) способны
проходить через поры клеточной стенки, размеры
которых варьируют в пределах от 5 до 20 нм [4,
58]. Известно, что в клетки попадают наночасти-
цы и бóльших размеров, которые, по всей вероят-
ности, разрушают клеточные филаменты, обра-
зуя для себя проходы внутрь клеток [4, 58]. Затем
они могут передвигаться между клетками по апо-
пласту или же, преодолев плазмалемму, двигаться
по симпласту [21, 58, 59].

Казалось бы, именно межклеточный сим-
пластный транспорт теоретически возможен да-
же для довольно крупных наночастиц, способных
преодолеть барьер в виде плазмодесм, достигаю-
щих размеров 50 нм [58]. Однако самым “узким”
местом в дискуссии о передвижении наночастиц
по растительному организму является именно во-
прос об их проникновении в клетку через плазма-
лемму. Наиболее очевидной представляется воз-
можность преодоления этого барьера путем эндо-
цитоза [62, 63]. В работе Moscatelli с соавт. [64]
были использованы отрицательно и положитель-
но заряженные ЗНЧ для исследования процессов
эндоцитоза в прорастающих пыльцевых трубках
табака. При помощи электронной микроскопии
продемонстрировано, что ЗНЧ быстро захваты-
ваются путем эндоцитоза и оказываются в мем-
бранных везикулах. Некоторые авторы полагают,
что амфифильные наночастицы могут попадать в
клетки непосредственно через липидный слой
мембраны [4].

По сути, основными ограничивающими фак-
торами на пути наночастиц по растительному ор-
ганизму являются их размеры, химические свой-
ства (гидрофильность или липофильность) и за-
ряд, который может способствовать успешному
эндоцитозу в клетки [21]. При этом эффектив-
ность проникновения ЗНЧ в ткани растения за-
висит от размера и поверхностного заряда нано-
частиц. Эксперименты показывают, что положи-
тельно заряженные ЗНЧ активно поглощаются
только корнями растений, в то время как отрица-
тельно заряженные ЗНЧ способны эффективно
перемещаться от корней в стебли и листья [63].
Считается, что внутри организма наночастицы
способны вступать в контакты с белками, липида-
ми и углеводами, формируя вокруг себя “органи-
ческую корону”, которая способствует дальней-
шему преодолению биологических барьеров [26].
Двигаясь далее по растительному организму, на-
ночастицы могут вызывать спектр разнообразных
изменений у растений (табл. 1).

ОСНОВНЫЕ ЭФФЕКТЫ ВЛИЯНИЯ 
НАНОЧАСТИЦ ЗОЛОТА НА РАСТЕНИЯ
Анализ литературных источников наглядно

демонстрирует, что влияние ЗНЧ на высшие рас-
тения зависит от многих факторов [76]. Более то-
го, единой схемы проведения опытов в этом на-
правлении пока не существует, и эксперименты
проводятся на достаточно широком ряде объектов с
использованием наночастиц разных размеров и
концентраций коллоидных растворов (табл. 1).
Кроме того, наночастицами обрабатывают как
корни [18, 67, 69], так и листья [21, 32, 45, 48].
Длительность экспозиции с ЗНЧ может колебать-
ся от нескольких часов до месяца (табл. 1). Диапа-
зон размеров наночастиц, как правило, варьирует
в пределах от 3 до 60 нм, хотя чаще всего приме-
няются частицы со средним диаметром 10–20 нм
(табл. 1). Стоит признать, что такое разнообразие
подходов к проблеме значительно затрудняет
анализ имеющихся экспериментальных данных.
Мы проанализировали сведения об ответных ре-
акциях растений на ЗНЧ, учитывая только зави-
симость от концентрации используемых колло-
идных растворов.

Подчеркнем, что эффекты растворов нанозо-
лота в концентрациях до 200 мкг/мл носят пре-
имущественно стимулирующий характер на рас-
тения, влияя при этом на многие процессы в нем.
Наиболее часто отмечают эффекты нанозолота на
интенсивность ростовых процессов. В частности,
повышение скорости прорастания семян и ин-
тенсивности роста под влиянием ЗНЧ в концен-
трации до 200 мкг/мл показаны на примере пше-
ницы и овса [45], кукурузы [48], ячменя [70], Ara-
bidopsis [68], маша [20], горчицы [18, 66], табака
[16], глориозы [72], рукколы [74], лаванды [75],
моркови [77], арбуза [57]. Кроме того, обработка
ЗНЧ в концентрации до 80 мкг/мл стимулировала
устьичную проводимость у пшеницы [21] и увели-
чение содержания воды в листьях Arabidopsis [68].
На моделях хризантемы, герберы и стрептокарпу-
са показана стимуляция ЗНЧ ризогенеза [78].

Заметное влияние ЗНЧ оказывают на ФСА
растений [79]. Исследователи отмечают усиление
интенсивности фотосинтеза [21], скорости элек-
тронного транспорта [20], выхода кислорода и ре-
акции Хилла [20, 32], изменение параметров
флюоресценции [21, 32], увеличение содержания
фотосинтетических пигментов [20, 48, 66] и числа
тилакоидов в гранах хлоропластов [48] под влия-
нием нанозолота в концентрации до 100 мкг/мл.

Кроме того, ЗНЧ способны уменьшать риски
окислительного стресса. Так, снижение содержа-
ния МДА и пероксида водорода (Н2О2) в листьях
растений отмечены под влиянием небольших (10
и 25 мкг/мл) концентраций нанозолота [66]. При
этом ЗНЧ в концентрации до 100 мкг/мл стиму-
лировали накопление пролина в листьях горчи-
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цы [18], а также активность ферментов антиок-
сидантной системы (АОС) у Arabidopsis [68], гор-
чицы [18] и арбуза [57].

Интересные данные получены Kumar с соавт.
[68] на 2-недельных проростках A. thaliana, семе-
на которого замачивали в растворах нанозолота
(24 нм; 10 и 80 мкг/мл). Авторами отмечено уси-
ление темпов роста, увеличение числа боковых
корней, содержания воды в листьях, активности
антиоксидантных ферментов и даже увеличение
числа семян под влиянием ЗНЧ [68]. Параллель-
но показано изменение уровня экспрессии ряда
микроРНК (miR398, miR408, miR164, miR167 и
miR169), задействованных в регуляции развития
растений A. thaliana. Известно, например, что
miR398 участвует в регуляции экспрессии генов,
кодирующих супероксиддисмутазу, а также генов,
регулирующих прорастание семян и рост расте-
ний. Изменение экспрессии miR167 и miR169 мо-
жет влиять на размер проростков, быть причиной
их раннего цветения и созревания семян. К этому
стоит добавить, что отмеченные изменения могли
быть результатом влияния ЗНЧ на работу путей
передачи сигнала ауксина, поскольку одна из ми-
шеней miR167 – факторы ответа на ауксин, в
частности, ARF8 [68].

Увеличение концентрации используемых рас-
творов нанозолота может приводить к токсиче-
ским эффектам. Например, в опытах на растени-
ях горчицы показано, что 10-суточная экспози-
ция на растворах ЗНЧ в концентрациях 50 и
100 мкг/мл не вызывала накопления Н2О2 в ли-
стьях, но оно наблюдалось при обработке нанозо-
лотом в концентрации 400 мкг/мл [18]. Низкие
концентрации ЗНЧ также могут оказывать нега-
тивное действие на растительный организм, но
при увеличении экспозиции с ЗНЧ. Например, в
экспериментах на горчице установлено, что даже
обработка ЗНЧ в концентрациях 50 и 100 мкг/мл
приводила к повышению содержания МДА и
Н2О2 в листьях, то есть усиливала окислительный
стресс растений при увеличении продолжитель-
ности экспозиции с ЗНЧ до 30 сут [66].

Имеют значение и видовые особенности объ-
ектов. В опытах на сое показано, что концентра-
ции нанозолота до 1000 мкг/мл стимулировали
рост и увеличение содержания фотосинтетиче-
ских пигментов [20], в то время как у ячменя даже
концентрация 50 мкг/мл вызывала угнетение ро-
ста [69]. В ряде работ отмечено отсутствие эффек-
та ЗНЧ на растения риса, латука, перца, цуккини,
фасоли и огурца [65, 67, 71, 73]. И всего лишь у не-
которых видов отмечается ингибирующее дей-
ствие ЗНЧ на рост и развитие растений, в частно-
сти табака, полыни, ячменя, [56, 80, 81], увели-
чение хромосомных аберраций и снижение
митотического индекса у лука [82, 83].

Резюмируя вышесказанное, отметим, что ЗНЧ
влияют на многие процессы в высших растениях,
причем чаще всего, в низких концентрациях ока-
зывают стимулирующее действие на них. Данные
литературы свидетельствуют, что при постановке
опытов и анализе экспериментальных данных
важно учитывать все возможные факторы влия-
ния наночастиц на растения.

ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
ЗОЛОТЫХ НАНОЧАСТИЦ 

В ФИЗИОЛОГИИ РАСТЕНИЙ
Итак, в целом ряде исследований показано, что

ЗНЧ способны проникать в растительный орга-
низм и влиять на многие процессы в нем, а имен-
но: на рост, водный обмен, фотосинтез и актив-
ность антиоксидантных ферментов. Эти данные
позволяют, на наш взгляд, рекомендовать ЗНЧ для
дальнейшего использования в физиологии расте-
ний в качестве стимуляторов роста и развития.

Известны исследования, в которых проведены
тесты с целью выявления концентраций коллоид-
ных растворов ЗНЧ, оказывающих наиболее вы-
раженные стимулирующие эффекты на растения.
Например, в опытах на кукурузе показано, что из
семян, обработанных нанозолотом в концентра-
циях 5, 10 и 15 мкг/мл, вырастали растения, отли-
чающиеся от контрольных (необработанных)
бóльшими показателями интенсивности роста и
фотосинтеза. Кроме того, у обработанных расте-
ний было увеличено содержание белков, сахаров
и хлорофиллов в листьях, а также число тилакои-
дов в хлоропластах [48]. Опираясь на данные кон-
центрационного теста, авторы исследования ре-
комендуют прайминг семян ЗНЧ в концентрации
10 мкг/мл как доступный метод стимуляции роста
и развития растений [48]. В опытах на горчице с
использованием концентраций ЗНЧ 10, 25, 50 и
100 мкг/мл показано, что именно нанозолото в
концентрации 10 мкг/мл максимально снижает
содержание МДА и Н2О2 в листьях, то есть умень-
шает риски окислительного стресса [66]. В экспе-
риментах, проведенных на горчице и Arabidopsis,
установлено, что ЗНЧ в концентрации 10 мкг/мл
вызывали не только максимально выраженные
физиологические эффекты, но и значительное
(до трех раз) увеличение урожая семян у растений
[66, 68]. В других работах были рекомендованы
более высокие (50 мкг/мл) или низкие концен-
трации (1 мкг/мл) нанозолота как максимально сти-
мулирующие рост растений [61, 69]. Безусловно, ис-
следования в этом направлении представляются
перспективными для современной науки и сельско-
го хозяйства и должны быть продолжены.

Еще одним важным направлением в современ-
ной физиологии растений является поиск адаптоге-
нов, увеличивающих стрессоустойчивость. Основ-
ной задачей ученых, работающих в данном направ-
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лении, является поиск адаптогенов, не только
позволяющих растениям противостоять неблаго-
приятным условиям среды, но и способствующих
более полной реализации генетического потен-
циала без особых для сельского хозяйства потерь.
В этом плане использование ЗНЧ видится доста-
точно актуальным.

С одной стороны, ЗНЧ способны изменять
интенсивность таких важных процессов в расти-
тельном организме, как рост и фотосинтез. Как
известно, именно баланс между ростом и фото-
синтезом обеспечивает выживаемость и устойчи-
вость растений в неблагоприятных условиях сре-
ды. С другой стороны, важнейшим неспецифиче-
ским механизмом защиты растений от стрессоров
разной природы является активность АОС, на ко-
торую также влияют ЗНЧ. Кроме того, ЗНЧ могут
снижать риски окислительного стресса, выступая
в качестве фотопротекторов. Важным фактом яв-
ляются данные о влиянии ЗНЧ на изменения экс-
прессии генов, необходимых для функциониро-
вания растений как в оптимальных, так и в небла-
гоприятных условиях. Отметим, что такого рода
данные получены и с использованием наноча-
стиц других металлов. Например, наночастицы
серебра изменяют экспрессию генов, кодирую-
щих ферменты АОС [84, 85], а наночастицы окси-
да титана усиливают экспрессию ряда генов, ко-
дирующих белки и ферменты ФСА [86].

Приведенные в настоящем обзоре данные ли-
тературы позволяют надеяться, что ЗНЧ могут
использоваться как адаптогены, усиливающие
устойчивость растений к стрессам. Так, при ис-
пользовании наночастиц других металлов пока-
зано, что у растений нута, выращенных из семян,
обработанных наночастицами оксида титана, в
условиях закаливания при 4°С был снижен уро-
вень пероксида водорода в листьях (по сравне-
нию с необработанными растениями), повышена
активность ферментов рибулозобисфосфат-
карбоксилазы и фосфоенолпируваткарбоксики-
назы, а также увеличены уровни экспрессии ге-
нов, кодирующих эти ферменты и белки светосо-
бирающего комплекса [86–89]. Авторы считают,
что наночастицы оксида титана в концентрации 5
мкг/мл защищают растения от окислительного
стресса в условиях действия низкой температуры
и рекомендуют их для повышения холодоустой-
чивости растений. В опытах на томате показано,
что наночастицы оксида титана поддерживают
работу ФСА в условиях высокотемпературного
стресса [90]. Негативные эффекты низкой и высо-
кой температуры на растения томата нивелировали
наночастицы селена [91], а применение наночастиц
оксида цинка увеличивали солеустойчивость люпи-
на [92]. В экспериментах на пшенице и томате пока-
зано, что обработка наночастицами серебра повы-
шает солеустойчивость растений [93] и изменяет

экспрессию генов стрессового ответа на солевой
стресс [94].

Таким образом, уже ведутся исследования воз-
можного участия наночастиц разных металлов в
моделировании стрессоустойчивости растений,
и, на наш взгляд, ЗНЧ необходимо подробно изу-
чать в этом направлении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наночастицы золота относятся к уникальным
структурам, дальнейшее изучение которых может
иметь большое значение для физиологии расте-
ний и сельского хозяйства. Во-первых, благодаря
особенным физическим и химическим свой-
ствам, ЗНЧ способны проникать в растительный
организм через семена, корневую систему или
листья. Кроме того, ЗНЧ достаточно легко пере-
двигаются внутри растений и накапливаются в их
клетках и тканях. В отличие от наночастиц других
металлов, ЗНЧ чаще всего (если речь идет о невы-
соких концентрациях) стимулируют рост и разви-
тие растений. Доступность методов химического
синтеза ЗНЧ, а также влияние ЗНЧ на ряд физиоло-
гических процессов растений позволяют предло-
жить их для дальнейших исследований в качестве
стимуляторов роста и развития. При проведении ис-
следований в этом направлении необходимо при-
нимать во внимание все возможные факторы,
определяющие ответные реакции растений, а
именно: размеры частиц, их форму, химические
свойства, концентрации используемых коллои-
дов, способ внесения частиц, длительность экс-
позиции, особенности объекта.

Учитывая неблагоприятные природные усло-
вия на большей части нашей страны, а также тем-
пы роста антропогенной нагрузки в XXI веке,
особую роль приобретает проблема поиска адап-
тогенов, усиливающих устойчивость растений к
стрессам. Опираясь на данные литературы о вли-
янии нанозолота и других металлических наноча-
стиц на растения, логично апробировать ЗНЧ в
исследованиях, где будет выявлена их роль как адап-
тогенов. Такого рода исследования существенно
расширят представления об адаптационном потен-
циале растений, феномене устойчивости и возмож-
ностях использования нанотехнологий в современ-
ной науке, в частности в физиологии растений.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований в рамках научного проекта № 18-04-
00469.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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Изучили пригодность пяти генов – GAPDH1, Actin1, Ef1a(1), Ef1a(2), 18SрРНК для нормирования
данных экспрессии целевых генов методом обратной транскрипции с последующей ПЦР в реаль-
ном времени. С целью обнаружения стабильно экспрессирующихся референсных генов использо-
вали листья и ткани ствола у B. pendula var. pendula и B. pendula var. carelica. Стабильность экспрессии
потенциальных референсных генов оценивали с помощью двух пакетов программ NormFinder и
BestKeeper. С использованием как стабильно, так и менее стабильно экспрессирующихся референс-
ных генов сравнили экспрессию гена, кодирующего инвертазу клеточной стенки в тканях ствола де-
ревьев Betula pendula Roth в период активного камбиального роста. Показано, что лучшие результа-
ты получают при использовании комбинация двух генов GAPDH1 и Ef1a(1).
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ВВЕДЕНИЕ

Береза повислая (Betula pendula Roth), как пи-
онерная порода бореальных лесов Евразии, пред-
ставляет собой важный источник древесного сы-
рья в Северной Европе [1]. Ценность березы – в
ее незаменимости для производства натуральных
отделочных материалов (фанера), технологично-
сти производства из нее целлюлозы и гораздо
большей, чем у сосны и ели, скорости наращива-
ния древесной массы. Помимо практической
значимости, данный вид представляет собой уни-
кальный объект для познания механизмов ксило-
генеза и флоэмогенеза, поскольку включает фор-
мы, существенно отличающиеся по текстуре дре-
весины. У обычной березы повислой (B. pendula
var. pendula) образуется типичная для вида прямо-
слойная древесина, у карельской березы (B. pen-
dula var. carelica) в результате нарушения дифферен-
цировки камбиальных инициалей локально фор-
мируется аномальная (узорчатая) древесина [2].
Публикация полного генома B. pendula [1] откры-
ла широкие возможности для изучения профиля
экспрессии генов в различных органах и тканях и
установления их функции [3–7].

По сравнению с другими методами анализа экс-
прессии генов, метод обратной транскрипции с по-
следующей ПЦР в реальном времени (qRT-PCR)
является предпочтительным в связи с его высокой
чувствительностью, специфичностью и меньшим
временем, затрачиваемым на эксперимент [8]. Для
объективной оценки уровней экспрессии целе-
вых генов необходимо нормирование результатов
qRT-PCR по отношению к референсным генам.
Пригодный для нормализации референсный ген
должен иметь стабильную экспрессию в различ-
ных тканях и в различных экспериментальных
условиях [9–13]. В качестве референсных, как
правило, выбирают гены, участвующие в поддер-
жании клеток, регулирующие основные метабо-
лические функции/пути, такие как синтез компо-
нентов цитоскелета, гликолитический путь, син-
тез субъединиц рибосом, синтез факторов
элонгации, свертывание белков и деградация
белков [13]. Вариабельность экспрессии любых
референсных генов не является постоянной и в
различных экспериментальных условиях может
сильно изменяться, поэтому выбор генов для
нормализации данных является необходимым
этапом эксперимента, и даже применение широ-
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ко используемых в современных исследованиях
референсных генов требует предварительной
оценки их стабильности [8, 13–16]. Подбор под-
ходящих референсных генов для изучения экс-
прессии генов-интереса на растениях разных
форм березы повислой (B. pendula var. pendula и
var. carelica) ранее не проводился.

С целью выявления референсных генов, при-
годных для нормирования уровня транскриптов,
мы проанализировали стабильность экспрессии
генов ACT1, 18S рРНК, GAPDH1, Ef1a(1), Ef1a(2) в
разных тканях (лист, флоэма, ксилема) у двух
форм березы повислой, различающихся по струк-
туре образующейся древесины.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал и отбор образцов. Объ-
ектами исследования были 13–14-летние деревья
B. pendula var. pendula и B. pendula var. carelica. Де-
ревья B. pendula var. pendula (“обычная” береза)
имели типичную для вида прямослойную древе-
сину со слабо выраженной текстурой. Поскольку
при любом варианте скрещивания родительских
форм в потомстве карельской березы появляются
особи, как с узорчатой, так и безузорчатой тексту-
рой древесины, среди деревьев карельской бере-
зы подбирали экземпляры (1) с высокой степенью
узорчатости древесины (узорчатые растения) и (2)
растения, у которых признаки аномального строе-
ния древесины отсутствовали (безузорчатые расте-
ния). Растения выращены из семян, полученных от
контролируемого опыления плюсовых деревьев
(Forelia OY, Финляндия). Число растений в каждой
группе составило 3 штуки. Все растения произраста-
ли на Агробиологической станции КарНЦ РАН в
2 км от Петрозаводска (61°45′ с.ш., 34°20′ в.д.).

Для анализа отбирали листья с удлиненных
побегов, ткани ствола (флоэма и ксилема). Образ-
цы флоэмы и ксилемы отбирали на высоте 1.3 м от
поверхности земли. У карельской березы выбира-
ли участки с наибольшей степенью проявления
структурных аномалий проводящих тканей. Для
отбора образцов на стволе вырезали окошки 2 × 6 см
и отделяли кору от древесины. С обнаженной по-
верхности древесины бритвенным лезвием соскаб-
ливали тонкий слой, куда входили дифференцирую-
щиеся клетки ксилемы и наружные слои прироста
ксилемы текущего года. С внутренней поверхно-
сти коры препарировали комплекс тканей, вклю-
чающий камбиальную зону, проводящую флоэму
и самые внутренние слои непроводящей флоэмы.
В дальнейшем эти ткани обозначены как “флоэма”.
Весь растительный материал замораживали в жид-
ком азоте и хранили в низкотемпературной моро-
зильной камере при –80°C. Отбор образцов тканей
ствола контролировали под световым микроско-
пом. Анализ срезов показал, что для всех исследу-

емых растений был характерен активный камби-
альный рост.

Выделение и очистка суммарной РНК, синтез
кДНК. Для выделения суммарной РНК навеску рас-
тительной ткани (50–100 мг) растирали в жидком
азоте. Процедуру выделения проводили с использо-
ванием двух лизирующих буферов (на основе цетил-
триметиламмонийбромида (ЦТАБ) и додецилсуль-
фата натрия (ДДС)) и хлороформ-изоамиловой сме-
си (24 : 1) по методике, описанной М. Су с соавт.
[18], дополнительно лизат ткани обрабатывали
ингибитором РНКаз для предотвращения воз-
можной деградации проб и ДНКазой (“Синтол”,
Россия) для избавления от примеси геномной
ДНК. Соотношение ткань/буфер составило 1 : 10.
Состав экстракционного ЦТАБ буфера: 100 мМ
Tris–HCl (pH 8.0); 25 мМ ЭДТА, 2 M NaCl,
2% CTAB, 2% PVP, 2% меркаптэтанол (добавляют
перед использованием); экстракционного ДДС
буфера: 10 мМ Tris–HCl, 1 мМ ЭДТА, 1 M NaCl,
0.5% ДДС.

Осаждение РНК проводили 100% изопропано-
лом. Осадок РНК растворяли в необходимом объ-
еме свободной от РНКаз воды. Целостность полу-
ченной РНК анализировали при помощи метода
электрофореза в 1% агарозном геле. Определение
концентрации РНК проводили спектрофотометри-
чески (планшетный спектрофотометр SPECTROstar
NANO, “BMG Labtech”, Германия) по поглоще-
нию на длине волны 260 нм. Чистоту полученного
препарата оценивали по соотношению оптиче-
ских плотностей, измеренных при 230, 260 и 280 нм
(А260/А280 и А260/А230). Отсутствие примесей
геномной ДНК подтверждали с помощью поста-
новки ПЦР с использованием в качестве матри-
цы полученного препарата РНК.

кДНК синтезировали согласно протоколу про-
изводителя, используя набор реактивов для обрат-
ной транскрипции MMLV RT kit (“Евроген”, Рос-
сия) в 20 мкл реакционной смеси, содержащей 6 мкл
РНК-матрицы (1 мкг), 1 мкл Oligo(dT) праймера и
1 мкл случайного праймера (Randoom (dN)10-prim-
er) (20 мкМ), 1 мкл обратной транскриптазы
(MMLV ревертазы) (100 ед.), 4 мкл 5х буфера для
синтеза первой цепи кДНК (280 мМ Трис-HCl,
pH 8.7; 37 5 мМ КСl; 30 мМ MgCl2), 2 мкл смеси
dNTP (10 мМ каждого), 2 мкл DDT (20 мМ), 3 мкл
стерильной, свободной от РНКаз воды. Реакцию
обратной транскрипции проводили на амплифи-
каторе QuantStudio 5 (“Thermo scientific”, США).

Поиск генов в геноме березы повислой методами
биоинформатики. В качестве референсных генов бы-
ли выбраны гены рибосомной РНК 18S (18S рРНК),
актина (ACT1), фактора элонгации 1ɑ (Ef1a(1),
Ef1a(2)), глицеральдегид-3-фосфатдегидрогена-
зы (GAPDH1) – как наиболее часто используемые
для этой цели [18–20 и др.].
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Поиск генов проводили в геноме березы по-
вислой (Betula pendula Roth), опубликованном на
портале CoGe [1]. С этой целью были получены
нуклеотидные последовательности CDS и соот-
ветствующие им белковые последовательности
генов Arabidopsis thaliana и Populus trichocarpa из
баз данных The Arabidopsis Information Resource
(TAIR) (release 13, https://www.arabidopsis.org) и
Phytozome (release 3.0, http://www.phytozome.net/
poplar). Указанные последовательности исполь-
зовали в качестве поискового запроса BLAST по
геному B. pendula (release 1.2, https://genomevolu-
tion.org/coge) для выявления гомологичных по-
следовательностей.

Предсказание структуры белков березы повис-
лой выполняли с использованием ресурса National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml). Фи-
логенетический анализ проводили с помощью
программы MEGA X [21]. Множественное вырав-
нивание последовательностей осуществляли с
помощью алгоритма ClustalW. Филогенетическое
древо было построено с использованием метода
присоединения ближайшего соседа (Neighbor-
Joining method), оценку достоверности кластери-
зации проводили методом bootstrap с 1000 повто-
рами [22, 23]. Определение процента идентично-
сти/сходства последовательностей выполняли с
помощью ресурса EMBOSS Needle (https://
www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).

Подбор праймеров для qRT-PCR и их проверка.
Специфические праймеры (“Синтол”, Россия)
для амплификации участков исследуемых рефе-
ренсных генов конструировали с помощью про-
граммного обеспечения Beacon Designer 8.21
(PREMIER Biosoft). С целью подтвердить, что
получен единственный продукт реакции, прово-
дили анализ кривой плавления, а также электро-
форез продуктов количественной ПЦР в 8% ак-
риламидном геле с окраской бромистым этидием.

Условия количественной ПЦР в режиме реаль-
ного времени. Амплификацию образцов проводи-
ли на амплификаторе QuantStudio 5 (“Thermo sci-
entific”, США), используя наборы для амплифи-
кации с интеркалирующим красителем SYBR
Green – qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”, Россия).
ПЦР-РВ проводили в реакционной смеси объе-
мом 25 мкл, содержащей 5 мкл qPCRmix-HS
SYBR, по 1 мкл прямого и обратного праймера
(0.4 мкМ) (“Синтол”, Россия), 2 мкл матрицы
кДНК, 16 мкл деионизированной, свободной от
нуклеаз воды. Конечное содержание кДНК в ре-
акционной среде для всех образцов составляло
100 нг, согласно рекомендации протокола произ-
водителя. ПЦР проводили при следующих усло-
виях: 95°C в течение 5 мин, затем 40 циклов по
95°C в течение 15 с для денатурации, 55°C в тече-
ние 30 с для отжига и 72°C в течение 30 с для элон-

гации. Для каждой пары праймеров применяли
отрицательный контроль – постановка ПЦР в от-
сутствие матрицы кДНК.

Анализ стабильности экспрессии генов. Специ-
фичность полученных продуктов ПЦР оценивали
с помощью анализа кривых плавления. Для опре-
деления эффективности (Е) ПЦР проводили c
каждой парой праймеров на серии 10-кратных
разведений (10–1, 10–2, 10–3, 10–4 и 10–5) кДНК.
Для определения значений Сt строили калибро-
вочные кривые, используя программное обеспе-
чение Excel, в соответствии с коэффициентами
корреляции R и значениями наклона кривой
(slope, к), которые можно рассчитать по калибро-
вочным кривым значений Ct для каждого гена.
Эффективность ПЦР-амплификации (Е) рассчи-
тывали по формуле E = (10^(–1/к) – 1) × 100.

Поиск подходящего референсного гена прово-
дили с помощью двух пакетов программ Norm-
Finder и BestKeeper, анализируя стабильность
экспрессии каждого претендента на эту роль. Ис-
ходные значения Ct переводили в формат, необхо-
димый для анализа в NormFinder. Максимальный
уровень экспрессии (наименьшее значение Ct) при-
нимали равным 1. Относительные уровни экспрес-
сии рассчитывали, используя формулу: 2–ΔgCt, в ко-
торой ΔgCt – это наименьшее значение Ct, вы-
чтенное из соответствующего значения Ct для
каждого гена и каждого образца. Отобранные
NormFinder гены анализировали с помощью
BestKeeper с учетом непреобразованных значе-
ний Сt и эффективности амплификации.

Проверка референсных генов. С использованием
потенциальных референсных генов сравнили отно-
сительную экспрессию гена CWIN1, кодирующего
изоформу апопластной инвертазы (АпИнв), в тка-
нях ствола растений обычной березы и узорчатых
растений карельской березы. Ранее было показа-
но, что возрастание узорчатости древесины у ка-
рельской березы коррелирует с увеличением ак-
тивности АпИнв [4]. Относительный уровень
транскриптов генов CWIN1 (RQ) вычисляли по
формуле:

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческая обработка данных осуществлялась в среде
Microsoft Excel и PAST. На диаграммах приведены
средние значения с учетом трехкратной биологи-
ческой и трехкратной аналитической повторно-
стей и их стандартные отклонения. Выборки про-
верялись на нормальность с использованием кри-
терия Шапиро-Уилка. Для оценки различий
использовали критерий Манна-Уитни (обозначе-
ние на графиках латинскими буквами). Статисти-
чески значимыми считали различия при P < 0.05.

tC

t t

RQ E , где E эффективность ПЦР,
C C (целевого гена) (референсного гена).

−Δ= −
Δ = −



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 3  2021

ВЫБОР РЕФЕРЕНСНЫХ ГЕНОВ ДЛЯ НОРМАЛИЗАЦИИ ДАННЫХ 261

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оценка качества РНК. Оценка качества полу-
ченной РНК при помощи электрофореза в 1%
агарозном геле с визуализацией бромистым эти-
дием позволила выявить отчетливое разделение
полос 18S и 28S рРНК, что свидетельствует о хо-
рошем качестве суммарной РНК. Отношение оп-
тических плотностей, измеренные на длинах
волн 260 и 230 нм (А260/А230), показывает уро-
вень загрязнения препарата РНК полисахарида-
ми и полифенолами, а их отношение при 260 и
280 нм (А260/А280) – загрязнение образца белка-
ми. Полученные нами для всех органов и тканей
значения А260/А230 были выше 2, а значения
А260/А280 составляли 1.97–2.0 (табл. 1), что гово-
рит об отсутствии загрязнения препарата РНК
полифенолами, полисахаридами и белками. От-
сутствие примеси геномной ДНК в полученных
препаратах подтверждали также постановкой
ПЦР-РВ с использованием в качестве матрицы

полученной суммарной РНК, при этом не было
зафиксировано появление ПЦР продукта после
40 циклов реакции.

Поиск последовательностей потенциальных
референсных генов и подбор праймеров для ко-
личественной ПЦР в режиме реального времени.
В геноме березы повислой нам не удалось иден-
тифицировать последовательности, обладающие
достаточно высоким уровнем сходства с последо-
вательностями 18S рРНК других видов. В базе дан-
ных NCBI была найдена частичная последователь-
ность 18S рРНК березы повислой (номер доступа в
базе данных NCBI GU476453.1) длиной 1493 п.н.,
которая была использована для конструирования
праймеров для количественной ПЦР [24]. На основе
последовательности GU476453.1 нами были скон-
струированы праймеры для ПЦР-РВ, используе-
мые в данной работе (табл. 3).

В геноме березы повислой было идентифици-
ровано по 6 генов, кодирующих белки, гомоло-

Таблица 1. Спектрофотометрические показатели качества суммарной РНК, полученной из растений двух форм
Betula pendula Roth.

Объект Ткань/орган А260/А280 А260/А230

Betula pendula var. pendula Лист 1.980 ± 0.002 2.033 ± 0.020
Флоэма 1.968 ± 0.005 2.036 ± 0.011
Ксилема 1.985 ± 0.006 2.022 ± 0.001

Betula pendula var. carelica Лист 1.986 ± 0.002 2.069 ± 0.020
Флоэма 1.972 ± 0.002 2.070 ± 0.021
Ксилема 1.979 ± 0.003 2.057 ± 0.019

Таблица 2. Результаты попарного выравнивания аминокислотных последовательностей белков B. pendula и
A. thaliana

ID гена, кодирующего белок
B. pendula

Ближайший гомологичный белок
A. thaliana (номер локуса в TAIR)

Процент идентичности 
аминокислотных 

последовательностей белков 
B. pendula и A. thaliana

Bpev01.c0427.g0027.m0001 Actin 1 (AT2G37620) 93.8
Bpev01.c1225.g0009.m0001 Actin 7 (AT5G09810) 98.7
Bpev01.c0556.g0017.m0001 Actin 7 (AT5G09810) 97.6
Bpev01.c0029.g0002.m0001 Actin 11 (AT3G12110) 97.1
Bpev01.c0564.g0031.m0001 Actin 11 (AT3G12110) 96.8
Bpev01.c0365.g0049.m0001 Actin 12 (AT3G46520) 97.1
Bpev01.c0052.g0178.m0001 Сytosolic GAPDH 1 (AT3G04120) 89.1
Bpev01.c1040.g0016.m0001 Сytosolic GAPDH 1 (AT3G04120) 89.4
Bpev01.c1513.g0002.m0001 Сytosolic GAPDH 1 (AT3G04120) 87.9
Bpev01.c0288.g0008.m0001 EF1a (AT1G07940) 95.3
Bpev01.c0437.g0013.m0001 EF1a (AT1G07940) 94.2
Bpev01.c0437.g0013.m0002 EF1a (AT1G07940) 94.0
Bpev01.c0437.g0018.m0001 EF1a (AT1G07940) 94.2
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гичные актину и GAPDH, и 4 гена, кодирующих
белки, гомологичные Ef1a A. thaliana и P. trichocar-
pa (рис. 1). Аминокислотные последовательности
предсказанных белков B. pendula продемонстри-
ровали высокий процент идентичности с после-
довательностями гомологичных белков A. thaliana
(табл. 2). Для дальнейшего анализа были отобраны
гены из каждого семейства и сконструированы
специфичные пары праймеров (табл. 3). Размер
продуктов количественной ПЦР для всех иссле-
дуемых генов находился в диапазоне 94–188 п.н.,
а температура отжига праймеров имела диапазон
от 52 до 60°C.

Определение эффективности и специфично-
сти амплификации ПЦР. Прежде чем оценивать
стабильность экспрессии изучаемых референс-
ных генов, мы установили эффективность ампли-
фикации в ходе ПЦР. Полученные значения эф-
фективности (E) находились в диапазоне от 98.5
до 100% для всех рассмотренных генов (табл. 3).
В ходе оценки специфичности ПЦР при помощи

гель-электрофореза в 8% акриламидном геле бы-
ли обнаружены ампликоны ожидаемой длины и
показано отсутствие димеров праймеров. При
анализе кривых плавления продуктов ПЦР с каж-
дой парой праймеров был выявлен один пик и не
обнаружено неспецифических продуктов реак-
ции (рис. 2).

Анализ стабильности экспрессии потенциаль-
ных референсных генов. Значения пороговых цик-
лов (Ct), полученные для различных образцов, поз-
волили выявить существенные различия в уровне
транскрипции исследуемых генов (рис. 3а). Полу-
ченные для 5 генов значения Ct находились в диа-
пазоне от 8 до 35 циклов. Ген 18S рРНК имел са-
мые низкие значения Ct (9.9), что говорит о наи-
более высоком уровне транскрипции. Самый
низкий уровень экспрессии был показан для гена
GAPDH1 (27.7).

Анализ стабильности экспрессии потенциаль-
ных референсных генов при помощи программы

Рис. 1. Филогенетические деревья, построенные на основе сравнительного анализа аминокислотных последователь-
ностей известных белков Arabidopsis thaliana (светлые точки) и Populus trichocarpa (серые точки) и потенциальных бел-
ков Betula pendula (черные точки). а – актин, б – GAPDH, в – Ef1a. Длина ветвей пропорциональна генетической ди-
станции (число замещений на сайт). Существенные значения bootstrap (процент деревьев, в которых ассоциирован-
ные таксоны кластеризуются вместе) для 1000 выборок показаны в основании ветви. Рядом с названиями белков
A. thaliana и P. trichocarpa указаны коды доступа в базах данных TAIR и Phytozome.
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Таблица 3. Описание референсных (18S рРНК, Actin1, Ef1а(1), Ef1a(2), GapDH1) и целевого (CWIN1) генов. Тm –
температуры плавления; R2 – коэффициент корреляции порогового цикла и логарифма концентрации ДНК
матрицы

Ген Локус/номер доступа
(NCBI)

Праймер (5′ → 3′)
(прямой / обратный)

Длина
продукта 

(п.н.)
Tm, °C

Эффективность
амплификации, 

%
R2

18S
рРНК

GU476453.1 CTACTATGGTGGTGACGGGTGAC
CGCCTGCTGCCTTCCTTGG

94 60 98.8 0.993

Actin1 Bpev01.c0427.g0027 GGTGGTGAATGAGTAGCC
TTCTTTCCCTTTATGCC

167 54 100.7 0.998

Ef1а(1) Bpev01.c0437.g0013.m0001 TGTGCTGTTCTTATCATTGACTCC
TTCCTCGTACCTTGCCTTGG

145 54 98.7 0.989

Ef1a(2) Bpev01.c0437.g0018.m0001 GCCACACCTGCCACATTGC
AGCGAAAGTCTCCACCACCATAG

188 52 98.5 0.999

GapDH1 Bpev01.c1040.g0016.m0001 AGAATACAAGCCAGAACTCAAC
CTCTACCACCTCTCCAATCC

188 54 98.7 0.984

CWIN1 Bpev01.c0333.g0031.m0001 AGTGCCCCGATTTCTTCCCTG
GTCCACCTGCCCCTTGTCCG

181 55 99.0 0.990

Рис. 2. Специфичность амплификации и кривые плавления продуктов ПЦР потенциальных референсных генов.
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NormFinder позволил выявить, что наилучшими
референсными генами для проведения ПЦР на
различных образцах B. pendula Roth являются
GAPDH1 и Actin1, имеющие сходные значения по-
казателя стабильности (0.054 и 0.056, соответ-
ственно), затем располагались Ef1a(1) и Ef1a(2)
(0.067 и 0.071, соответственно) и 18SрРНК (0.148)
(рис. 3б).

Используемая нами программа NormFinder
оценивает стабильность экспрессии на основе
математической модели [25]. Данная программа
выстраивает исследуемые гены на основе их ми-
нимальной меж- и внутригрупповой вариации.
Поскольку в данной работе по оценке пригодно-
сти референсных генов мы использовали образцы
разных форм березы повислой, то выборка образ-
цов (n = 30) была разделена на две группы (n = 15) –

образцы B. pendula var. pendula и B. pendula var.
carelica. В результате оценки стабильности экс-
прессии потенциальных референсных генов и их
внутри- и межгрупповой вариации, референсные
гены GAPDH1 и Ef1a(1) были предложены про-
граммой NormFinder как лучшая комбинация
двух генов. Показатель стабильности данных ге-
нов составил при этом 0.044.

Оценка референсных генов при помощи про-
граммы BestKeeper основана на анализе пороговых
значений Ct, по которым рассчитывается коэффи-
циент вариации (CV), стандартное отклонение (SD)
и коэффициент корреляции (r) для каждого гена в
ряду данных [26]. Наименьшие значения SD и
наиболее близкий к 1 показатель r имеют наибо-
лее стабильно экспрессирующиеся гены. По ре-
зультатам анализа NormFinder исключили наиме-

Рис. 3. Значения Ct референсных генов (а) и стабильность их экспрессии, определенная с помощью программы Norm-
Finder (б).
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нее стабильно экспрессирующийся ген 18SрРНК,
остальные гены ранжировали в соответствии со
значениями CV ± SD в образцах. Анализ исследу-
емых генов при помощи программы BestKeeper
показал, что наиболее стабильными генами с наи-
меньшим показателем SD являются гены Actin1,
GAPDH1, Ef1a(1), наименее стабильным оказался
ген Ef1a(2).

Таким образом, анализ стабильности экспрес-
сии референсных генов при помощи двух пакетов
программ показал сходные результаты.

Экспрессия гена, кодирующего апопластную
инвертазу, в тканях ствола двух форм березы по-
вислой относительно потенциальных референс-
ных генов. В результате экспериментальной про-
верки потенциальных референсных генов было
показано, что использование для расчета относи-
тельного уровня транскрипции референсных ге-
нов с разной стабильностью экспрессии может
приводить к значительному искажению результа-
тов. При использовании стабильных референс-
ных генов (GAPDH1/Ef1a(1); GAPDH1 и Ef1a(1))
закономерности в распределении экспрессии
CWIN1 у двух форм березы повислой были схожи.
Так, у карельской березы, по сравнению с “обыч-

ной” березой, относительный уровень транскрип-
тов CWIN1 был в 3.5–4 и 20–30 раз больше в тканях
ксилемы и флоэмы, соответственно (рис. 4а, б, в),
что согласуется с нашими предыдущими данны-
ми [4].

При использовании в качестве внутреннего кон-
троля ACT1 и наименее стабильного гена Ef1a(2) до-
стоверных отличий в экспресии CWIN1 в ксилеме
между растениями карельской и “обычной” бере-
зой не наблюдали (рис. 4г, д)

Относительный уровень транскрипции гена
CWIN1 при использовании в качестве рефе-
ренсного гена 18SрРНК был близок к нулю, что
значительно усложняет оценку различий в экс-
прессии целевого гена. Кроме того, как и в случае
с ACT1 и Ef1a(2), не наблюдали отличий между
узорчатой древесиной B. pendula var. carelica и
прямоствольной древесиной B. pendula var. pendu-
la (рис. 4е).

ОБСУЖДЕНИЕ
Универсального референсного гена, имеюще-

го стабильную экспрессию у разных видов расте-
ний, не существует. Ранее для растений B. pendula

Рис. 4. Относительные уровни экспрессии (отн. ед) целевого гена (CWIN1.1), рассчитанные посредством нормализа-
ции на различные референсные гены в ксилеме деревьев Betula pendula Roth. var pendula (светлые столбики) и var carel-
ica (темные столбики). Бары – стандартные отклонения, рассчитанные на основании трех биологических и трех ана-
литических повторностей.
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при нормализации данных количественной
ПЦР-РВ использовали гены Actin [4, 6, 29], Tubu-
lin [5, 28], GAPDH [27] и 18SрРНК [7, 30]. В прове-
денном исследовании у двух форм березы повис-
лой была впервые оценена пригодность пяти ге-
нов – GAPDH1, Actin1, Ef1a(1), Ef1a(2), 18SрРНК
для использования в качестве референсных при
постановке qRT-PCR, основываясь на стабиль-
ности их экспрессии.

Результаты исследования уровня экспрессии
потенциальных референсных генов были проана-
лизированы при помощи программ NormFinder и
BestKeeper. Данные программы используют раз-
личные алгоритмы оценки стабильности рефе-
ренсных генов, в связи с чем возможны некото-
рые различия в результатах. В нашем исследова-
нии данные, полученные при помощи данных
программ, различались незначительно. Было по-
казано, что из числа изученных генов наиболее
стабильно экспрессируемыми в образцах B. pen-
dula являются Actin1, GAPDH1, Ef1a(1), при этом
гены GAPDH1 и Ef1a(1) были предложены про-
граммой NormFinder как лучшая комбинация
двух референсных генов и имели наиболее низкое
значение показателя стабильности.

Согласно результатам нашего исследования,
наименее стабильно экспрессирующимся оказал-
ся ген 18SрРНК. Несмотря на частое использова-
ние этого гена в качестве референсного, встреча-
ются и противоположные данные, согласно кото-
рым 18SрРНК не может служить в качестве
внутреннего контроля, поскольку он транскри-
бируется РНК-полимеразой I, тогда как мРНК
синтезируются РНК-полимеразой II [8]. Соглас-
но полученным данным, 18SрРНК имеет самые
низкие значения Сt, что при расчетах приводит к
очень низким значениям относительного уровня
экспрессии целевого гена и искажению результа-
тов. На основании вышеперечисленных данных
ген 18SрРНК был исключен из числа возможных
референсных генов для проведения ПЦР-РВ на
образцах B. pendula.

Помимо проверки стабильности экспрессии
референсных генов нами была проверена надеж-
ность и целесообразность использования описан-
ных генов в качестве референсных. Показано, что
использование различных генов в качестве рефе-
ренсных без предварительной оценки стабильно-
сти их экспрессии может приводить к значитель-
ному искажению данных об уровне транскрип-
ции целевого гена.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на
выполнение государственного задания Карель-
ского научного центра РАН (Институт леса
КарНЦ РАН) и при частичной финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных ис-
следований (№ 19-04-00622_a).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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Проведено сравнение физиологической активности брассиностероидов (БС) разного химического
строения – лактонсодержащего 24-эпибрассинолида (ЭБЛ) и кетонсодержащего брассиностероида
24-эпикастастерона (ЭПК), при темновом старении отсеченных листьев ячменя. Оценивали функ-
циональное состояние фотосинтетического аппарата, количество фотосинтетических пигментов,
содержание продуктов перекисного окисления липидов, а также экспрессию гена HvS40 – маркера
старения. Отделенные листья ячменя инкубировали на растворах ЭБЛ и ЭПК в диапазоне концен-
траций 0.01–1 мкМ в чашках Петри на фильтровальной бумаге. В качестве положительного контро-
ля использовали синтетический цитокинин – 6-бензиламинопурин (БАП) в концентрации 10 мкМ,
в качестве отрицательного – дистиллированную воду. Чашки Петри с листьями выдерживали в те-
чение пяти суток в темноте. Измерения анализируемых показателей проводили на 1, 3 и 5 сутки с
начала инкубации, преимущественно в средней части листовой пластины. ЭПК в концентрации 1 мкМ
снижал окислительный стресс к пятым суткам инкубации в большей степени, чем ЭБЛ в аналогичной
концентрации. В отношении поддержания уровня хлорофилла a (Хл а) 24-эпикастастерон (1 мкМ) был
более эффективен, чем 24-эпибрассинолид. Показано, что экзогенные брассиностероиды проявляли
протекторный эффект на основные фотохимические процессы второй фотосистемы при старении
листьев ячменя. Причем при оценке коэффициента нефотохимического тушения (qN), показателей
регулируемого (Y(NPQ)) и нерегулируемого (Y(NO)) рассеивания тепловой энергии ЭПК демон-
стрировал более выраженное защитное действие для второй фотосистемы по сравнению с ЭБЛ.
Установлено, что обработка брассиностероидами снижала уровень экспрессии гена HvS40 – марке-
ра старения на пятые сутки инкубации, что было особенно характерно для кетонсодержащего брас-
синостероида. Таким образом, можно заключить, что кетонсодержащий брассиностероид не только
проявляет высокую биологическую активность, но и, по ряду параметров, является более эффек-
тивным по сравнению с лактонсодержащим брассиностероидом для уменьшения повреждений,
вызванных старением.

Ключевые слова: Hordeum vulgare, брассиностероиды, старение, фотосинтетические пигменты, фо-
тосистема II, 24-эпибрассинолид, 24-эпикастастерон
DOI: 10.31857/S0015330321030088

ВВЕДЕНИЕ
Старение растений представляет собой слож-

ный физиологический процесс, реализация кото-
рого значительно влияет на жизнедеятельность
растений, приводя к угнетению функционирова-

ния фотосинтетического аппарата, снижению
продуктивности растений и их естественной ги-
бели [1]. С одной стороны, благодаря искусствен-
ной регуляции процессов старения можно до-
биться сокращения жизненного цикла растений
для ускоренного получения плодов и семян, что
представляет значительный интерес в регионах с
коротким летним периодом в условиях быстрого
сокращения длины светового дня. С другой сто-
роны, управляемое ингибирование процесса ста-

Сокращения: БЛ – брассинолид, БС – брассиностероиды,
ТБК-активные вещества – вещества, реагирующие с тио-
барбитуровой кислотой, Хл – хлорофилл, ФлХ – флуорес-
ценция хлорофилла, ЭБЛ – 24-эпибрассинолид, ЭПК –
24-эпикастастерон.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 3  2021

ВЛИЯНИЕ ЛАКТОН- И КЕТОНСОДЕРЖАЩИХ БРАССИНОСТЕРОИДОВ 269

рения позволит дольше поддерживать активное
физиологическое состояние растения, что пред-
ставляет особый интерес при транспортировке и
хранении срезанных цветов, фруктов и овощей. Ис-
следование влияния различных факторов на замед-
ление или ускорение старения растений имеет боль-
шое практическое значение [2].

Старение является четко контролируемым
процессом, который регулируется и реализуется в
определенном порядке. В ходе старения наблюда-
ются значительные морфологические, физиологи-
ческие, молекулярные и цитологические преобра-
зования, что выражается в изменении экспрессии
определенных генов, колебании уровня и соотно-
шения фитогормонов, а также в запускании про-
цессов разрушения клетки. В листьях одним из на-
чальных признаков старения является деградация
хлоропластов, что, в свою очередь, приводит к
угнетению фотосинтеза. Кроме того, существуют
сведения, что старение может запускаться хлоро-
пластами, а механизмы его развития могут зави-
сеть как от факторов окружающей среды, так и от
вида растения [3].

Значительную роль в регуляции старения иг-
рают фитогормоны. Известно, что этилен, жас-
моновая и абсцизовая кислоты могут способство-
вать старению, тогда как цитокинины, напротив,
замедляют его. Среди всех гормонов особое место
занимают брассиностероиды (БС), представляю-
щие собой полигидроксилированные производ-
ные стеринов, близкие по строению стероидным
гормонам млекопитающих [4]. Они выполняют
решающую роль в реализации жизненного цикла
растений: от прорастания семян до естественной
смерти. БС на протяжении всего онтогенеза рас-
тений способны влиять на процессы деления и
растяжения клеток, сосудистую дифференциров-
ку, процесс этиоляции, фотоморфогенез, имму-
нитет, репродуктивное развитие, а также могут ока-
зывать протекторный эффект в ответ на действие
различных стрессоров [5]. В настоящее время выде-
лено около 70 природных брассиностероидов. На
основании различий в структуре циклической ча-
сти молекулы их можно отнести к В-лактонам, 6-ке-
тонам и 6-дезоксопроизводным [6].

Для некоторых представителей брассиностеро-
идов, таких как брассинолид (БЛ), 24-эпибрасси-
нолид и 28-гомобрассинолид, показана высокая
биологическая активность, которая обусловлена
такими структурными особенностями молекул,
как присутствие 6-кето- или 7-окса-6-оксо струк-
турного фрагмента в кольце В, наличие 2α-, 3α-ди-
ольной группировки в кольце А, существование
диольной системы в положениях 22 и 23 с R-конфи-
гурацией гидроксильных групп, наличие метиль-
ной или этильной группы в положении 24 (боковая
цепь), транс-сочленение циклов А/В [7].

Лактонсодержащие брассиностероиды явля-
ются продуктом ключевой стадии биосинтеза
брассиностероидов из их кетонсодержащих пред-
шественников. 24-эпибрассинолид (ЭБЛ) относит-
ся к лактонсодержащим БС, тогда как 24-эпикаста-
стерон (ЭПК) – к кетонсодержащим. Предполага-
ется, что наличие цис-диольной группировки в
цикле А, а также присутствие гидроксильных групп
в положениях 22 и 23 боковой цепи необходимы для
проявления высокой биологической активности БС
в растениях [7], что характерно для молекул ЭБЛ и
ЭПК. Важно отметить, что физиологическое дей-
ствие ЭБЛ, как лактонсодержащего брассиносте-
роида, исследовано более детально, в отличие от
его кетонсодержащего предшественника.

Исследование влияния брассиностероидов на
старение растений представляет значительный
интерес, однако до сих пор остается невыясненной
их роль в этом процессе. Ряд исследований свиде-
тельствует о том, что брассиностероиды способны
ускорять старение [8–11], однако существуют до-
казательства, указывающие на их способность
ингибировать эти процессы [12, 13]. На примере
мутантного растения Arabidopsis thaliana, у кото-
рого инактивирован ген, кодирующий один из
ключевых ферментов биосинтеза брассиностеро-
идов, было показано, что недостаток гормонов
приводит к замедлению старения и формирова-
нию карликовых растений с продолжительным
жизненным циклом [14]. С другой стороны, экзо-
генные лактонсодержащие брассиностероиды спо-
собствуют мобилизации фотосинтетических про-
цессов, повышению уровня пигментов и активно-
сти транскрипции хлоропластных генов у растений
исходного родительского фенотипа [15]. Показано,
что у растений картофеля баланс кетон- и лактон-
содержащих БС характеризуется органоспецифич-
ностью, а также зависит от возраста растений. Так,
например, в корнях преобладали представители
лактонового ряда, в побегах – кетонового, при
этом по мере роста растений содержание лакто-
нов снижалось, а кетонов возрастало [16]. Тем не
менее, данные о динамике и балансе брассино-
стероидов разного химического строения в расте-
ниях представлены недостаточно, а влияние эк-
зогенных фитогормонов на уровень эндогенных
брассиностероидов слабо изучено.

Можно предположить, что в зависимости от
химического строения (лактон- или кетонсодержа-
щие) и действующей концентрации брассиностеро-
иды могут оказывать различное по направленности
и степени выраженности влияние на процесс старе-
ния. Кроме того, до сих пор остается открытым во-
прос об эффективности действия лактон- (ЭБЛ) и
кетонсодержащих (ЭПК) брассиностероидов на
состояние фотосинтетической системы, как од-
ного из основных маркеров оптимального физио-
логического состояния растений при темновом
старении срезанных листьев ячменя. Для иссле-
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дования специфичности действия ЭБЛ и ЭПК не
только на физиологическом, но и на молекуляр-
ном уровне изучена активность экспрессии гена
HvS40, продукт которого участвует в регуляции
старения и может быть использован в качестве
молекулярного маркера.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на растениях ячменя
обыкновенного (Hordeum vulgare L.) сорта “Луч”.
Это однодольное травянистое растение семейства
Злаковые (Poaceae), которое широко использует-
ся во многих странах мира как одна из основных
сельскохозяйственных культур. Удобство экспе-
риментального использования ячменя для оценки
активности и эффективности действия веществ
гормональной природы обусловлено доступностью
семенного материала, неприхотливостью растений,
возможностью их выращивания в лабораторных
условиях с быстрым получением большого коли-
чества растений.

Семена ячменя проращивали в почве в климати-
ческой камере при температуре 21 ± 2°С, с фото-
периодом 16/8 ч (день/ночь), при 150 мкмоль
фотонов/м2с под люминесцентными лампами
(“OSRAM”, Германия) в течение 5 суток. Перед
началом эксперимента часть растительного мате-
риала фиксировали для определения содержания
фотосинтетических пигментов, показателей ак-
тивности ФС II и оценки уровня транскриптов
гена HvS40 – исходная точка (ИТ). Отделенные
листья H. vulgare инкубировали на растворах
24-эпибрассинолида и 24-эпикастастерона в кон-
центрациях 0.01, 0.1 и 1 мкМ в чашках Петри на
фильтровальной бумаге. В качестве положительно-
го контроля использовали синтетический аналог
природного цитокинина – 6-бензиламинопурин в
концентрации 10 мкМ, в качестве отрицательного –
дистиллированную воду. Важно отметить, что
именно БАП используется в качестве положи-
тельного контроля, поскольку ранее были полу-
чены данные о его ингибирующем влиянии на
старение [17]. Чашки Петри со срезанными ли-
стьями выдерживали в течение пяти суток без
света. Измерения анализируемых показателей
проводили на 1, 3 и 5 сутки после начала инкуба-
ции, фиксацию растительного материала осу-
ществляли на зеленом свету низкой интенсив-
ности (0.25 мкмоль/м2 с). Каждый лист условно
разделяли на три части – низ (2 см от основания ли-
ста), верх (2 см от верхушки листа), середина (часть
листа между верхом и низом, около 2–3 см).

О возникновении окислительного стресса при
старении отделенных листьев ячменя судили по
накоплению веществ, реагирующих с тиобарби-
туровой кислотой (ТБК-активные вещества). За-
фиксированную в жидком азоте пробу листьев

(около 100 мг) растирали в 1 мл 20% трихлорук-
сусной кислоты (ТХУ). Перемешивали на вортек-
се, центрифугировали 15 мин, при 12000 g при 4°C.
500 мкл супернатанта отбирали и добавляли в
стеклянные пробирки, содержащие 1.5 мл тио-
барбитуровой кислоты. В контрольные образцы
вместо супернатанта добавляли равный объем
ТХУ. Реакцию с образованием окрашенного ком-
плекса проводили в течение 30 мин при 98°C на во-
дяной бане [18]. Оптическую плотность получен-
ных растворов измеряли на спектрофотометре
(Genesys 10S UV-Vis, “ThermoScientific”, США)
при длине волны 532 и 600 нм.

Содержание фотосинтетических пигментов в
листьях рассчитывали на сырую массу. Навеску
растительного материала (около 10 мг), зафиксиро-
ванную в 96% спирте, растирали и центрифугирова-
ли (MiniSpin, “Eppendorf”, Германия) в течение
8 мин при 8000 g. Надосадочную жидкость пере-
носили в чистую пробирку типа Эппендорф и до-
водили объем до 1.5 мл 96% спиртом. Оптическую
плотность растворов промеряли при длине волн:
470, 664, 648, 720 нм на спектрофотометре (Genesys
10S UV-Vis, “ThermoScientific”, США). В каче-
стве контрольного образца использовали 96%
этанол. Количество фотосинтетических пигментов
в спиртовой вытяжке рассчитывали по формулам
согласно Lichtenthaler [19].

Исследование фотохимической активности
ассимиляционного аппарата растений проводили
при помощи модулирующего импульсного флуо-
риметра Junior-PAM (“Heinz-Walz”, Germany)
[20]. Параметры флуоресценции регистрировали
при наведении светодиода флуориметра на пробы
листьев после 20 минут темновой адаптации. Хло-
рофиллы фотосистемы II (ФС II) возбуждали све-
тодиодом при длине волны 450 нм. Детекция флу-
оресценции хлорофилла (ФлХ) осуществлялась
PIN-фотодиодом, защищенным фильтром (длина
волны при 50% пропускании – 645 нм). Макси-
мальная плотность светового потока составляла
10000 мкмоль фотонов/(м2с), продолжительность
светового импульса – 0.6 с. Параметры флуорес-
ценции рассчитывали в программе WinControl.
Параметры флуоресценции хлорофиллов: Fo –
базовый уровень ФлХ при низкой интенсивности
света, не вызывающей фотохимических реакций;
Fm – максимальный уровень ФлХ, вызванный
импульсом света после адаптации тканей к тем-
ноте;  – максимальный уровень ФлХ, вызван-
ный импульсом света после адаптации тканей к
свету; Fv – “вариабельность” ФлХ, рассчитывается
как разность Fo и Fm;  – “вариабельность” ФлХ,
рассчитывается как разность Fo и ; Fv/Fm – мак-
симальный фотохимический квантовый выход
ФС II после адаптации тканей к темноте; Y(II),
или  – эффективный фотохимический
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v m' 'F F
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квантовый выход ФС II после адаптации тканей к
свету; qP, или (  – Ft)/(  – Fo) – коэффициент
фотохимического тушения ФлХ; qN, или (Fm –

)/(Fm – Fo) – коэффициент нефотохимическо-
го тушения ФлХ; доля открытых центров второй
фотосистемы – qL; Y(NPQ) – регулируемое рас-
сеяние тепловой энергии; Y(NO) – нерегулируемое
рассеивание тепловой энергии; ETR – плотность
транспорта электронов по электрон-транспорт-
ной цепи тилакоидных мембран.

Нуклеотидную последовательность гена HvS40
(маркера старения) брали из биоинформатической
базы данных NCBI (National Center for Biotechnolog-
ical Information, USA – FI496079.1). Специфические
праймеры подбирали с использованием программ
Primer-BLAST и Vector NTI 11 [21]. Выделение
ДНК, для проверки специфичности отжига прай-
меров, проводили с помощью коммерческого на-
бора Сорб-ГМО-А (“Синтол”, Россия). РНК вы-
деляли с использованием коммерческого набора
RNeasy miniKit (“Qiagen”, Германия). Для синтеза
кДНК использовали набор MMLV RT kit (“Евро-
ген”, Россия). Оценку уровня экспрессии целево-
го гена проводили методом ПЦР в режиме реаль-
ного времени в амплификаторе LightCycler96
(“Roсhe”, Швейцария) с применением красителя
SybrGreen I (“Евроген”, Россия). Амплификацию
проводили с использованием специфических прай-
меров для референсных генов (Ef1 (KP293845.1),
прямой: GAAGATGATTCCCACCAAGC, обратный:
TGACACCAACAGCCACAGTT; TubB (AM502854),

m'F m'F

m'F

прямой: TCCAAGGTTTCCAGGTGTG, обратный:
AGACGGAGAAGGTGAGCATC [22], при темпе-
ратуре отжига 60°C) и целевого гена – маркера
старения – HvS40 (прямой: GGAGACATCGC-
CAAGGTGTC, обратный: TGCAGTCGTCGTTGC-
CACT, при температуре отжига 62°C).

Каждый эксперимент был повторен не менее
трех раз. Для каждого биологического повтора
использовали не менее 25 листьев. Полученные
результаты представлены на рисунках в виде
средней арифметической со стандартной ошибкой.
Для оценки достоверности различий использовали
критерий Стьюдента. Значения t-критерия находи-
ли для 95% уровня значимости (P < 0.05). Статисти-
ческая обработка данных была проведена с ис-
пользованием программы Statistica 10.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка пигментного состава 

в разных частях листовой пластины

Известно, что листья однодольных растений
растут основанием, поэтому распределение фото-
синтетических пигментов в разных частях листо-
вой пластины неодинаково. Мы проанализирова-
ли содержания фотосинтетических пигментов в
разных частях листьев ячменя при их темновой
инкубации на 1, 3 и 5 сутки (рис. 1).

В исходной точке эксперимента (ИТ) содержа-
ние хлорофиллов было одинаково во всех частях
листа, при этом уровень каротиноидов в верхней

Рис. 1. Содержание фотосинтетических пигментов в разных частях листовой пластины ячменя при темновой инкуба-
ции. Столбики черного цвета – хлорофилл a, белого цвета – хлорофилл b, серого цвета – каротиноиды. Достоверные
различия в пределах одних суток на уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).
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части листовой пластины был выше. После суток
инкубации, в нижней части листа, содержание
всех исследуемых групп пигментов снизилось
примерно в 2 раза. На пятые сутки наибольшее
содержание хлорофилла a наблюдалось в средней
части листовой пластины (рис. 1).

Оценка функционального состояния второй 
фотосистемы в разных частях листовой пластины

При исследовании фотохимической активности
второй фотосистемы в разных частях листа 5-днев-
ных проростков ячменя было показано, что величи-
ны максимального (Fv/Fm) и эффективного (Y(II))
квантового выхода, показатель плотности потока
электронов (ETR) существенно не отличались в
разных частях листа, тогда как показатели регули-
руемого (Y(NPQ)) и нерегулируемого (Y(NO))
рассеивания тепловой энергии, коэффициентов
фотохимического (qP) и нефотохимического (qN)
тушения, а также доля открытых центров второй
фотосистемы (qL) были сходны в верхней и сред-
ней части листа, при этом значительно отличаясь
от данных показателей в нижней части листовой
пластины (табл. 1).

Таким образом, основываясь на этих результа-
тах, для проведения дальнейших исследований
использовали среднюю часть листовой пластины.

Влияние ЭБЛ и ЭПК 
на пигментный состав листьев ячменя

Для определения оптимальной действующей
концентрации гормонов исследовали содержа-
ние основных фотосинтетических пигментов в
отделенных листьях ячменя при их старении, ин-
дуцированном темнотой. Использовали ЭБЛ и
ЭПК в диапазоне концентраций 0.01–1 мкМ. Об-
работка брассиностероидами не оказала значи-
тельного влияния на содержание хлорофилла b

(Хл b) и каротиноидов. К пятым суткам инкуба-
ции наблюдалось большее содержание хлорофил-
ла a при обработке 1 мкМ ЭПК в сравнении с су-
точным контролем (табл. 2).

Влияние ЭПК и ЭБЛ 
на перекисное окисление липидов

Наряду с содержанием фотосинтетических
пигментов определяли степень окислительного
стресса по накоплению веществ, реагирующих с
тиобарбитуровой кислотой. Анализ показал, что
как лактон-, так и кетонсодержащие БС снижали
перекисное окисление липидов к пятым суткам
воздействия при большинстве исследуемых кон-
центраций. Особенно ярко данный эффект выра-
жен для ЭБЛ и ЭПК в концентрации 1 мкМ (рис. 2).

Опираясь на полученные данные, для даль-
нейшей оценки эффективности функционирова-
ния второй фотосистемы нами была использова-
на концентрация брассиностероидов 1 мкМ.

Влияние ЭБЛ и ЭПК на активность 
фотосинтетических процессов

второй фотосистемы

PAM-флуориметрия, основанная на импульсной
амплитудной модуляции, широко используется для
исследования активности фотосинтетических про-
цессов [23]. Одним из основных показателей функ-
ционирования фотосинтетического аппарата яв-
ляется максимальный фотохимический кванто-
вый выход, который определяют как отношение
значения переменной флуоресценции к макси-
мальной (Fv/Fm). В течение пяти суток показатель
Fv/Fm постепенно снижался у всех вариантов,
включая контрольный и варианты с гормональ-
ной обработкой (рис. 3а). Тем не менее, на третьи
сутки величина данного показателя у контроль-
ного варианта была выше, чем у опытных. На пя-

Таблица 1. Параметры фотосинтеза в разных частях листовой пластины.

Примечание. Fv/Fm – максимальная фотохимическая эффективность второй фотосистемы, Y(II) – эффективный квантовый
выход, Y(NPQ) – регулируемое рассеивание тепловой энергии, Y(NO) – нерегулируемое рассеивание тепловой энергии,
ETR – плотность потока электронов, qP – коэффициент фотохимического тушения, qN – коэффициент нефотохимического
тушения, qL – доля открытых центров второй фотосистемы. Достоверные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).

низ середина верх

Fv/Fm 0.764 ± 0.014 0.761 ± 0006 0.779 ± 0.005
Y (II) 0.656 ± 0.007 0.646 ± 0.006 0.651 ± 0.008
Y(NPQ) 0.072 ± 0.003* 0.126 ± 0.009 0.138 ± 0.010
Y (NO) 0.272 ± 0.008* 0.229 ± 0.014 0.211 ± 0.003
ETR 52.322 ± 0.532 51.511 ± 0.445 51.956 ± 0.589
qP 0.912 ± 0.021* 0.962 ± 0.019 0.956 ± 0.005
qN 0.255 ± 0.010* 0.431 ± 0.033 0.470 ± 0.026
qL 0.745 ± 0.060* 0.894 ± 0.054 0.875 ± 0.017
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Таблица 2. Влияние ЭБЛ и ЭПК на содержание фотосинтетических пигментов в отделенных листьях ячменя

Примечание. Достоверные различия относительно суточного контроля на уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).

Вариант Концентрация, 
мкМ

Хл а,
мг/г сырой массы

Хл b,
мг/г сырой массы

Каротиноиды, 
мг/г сырой массы

ИТ ИТ 0 0.73 ± 0.05 0.19 ± 0.02 0.22 ± 0.01

1 сутки

К 0 0.83 ± 0.01 0.21 ± 0.01 0.26 ± 0.00
БАП 10 0.98 ± 0.06* 0.26 ± 0.02* 0.29 ± 0.02*

ЭБЛ
0.01 0.81 ± 0.07 0.20 ± 0.02 0.24 ± 0.02
0.1 0.78 ± 0.07 0.22 ± 0.02 0.23 ± 0.02
1 0.90 ± 0.07 0.24 ± 0.02 0.26 ± 0.02

ЭПК
0.01 0.95 ± 0.07* 0.26 ± 0.02* 0.27 ± 0.02
0.1 0.79 ± 0.03 0.21 ± 0.01 0.24 ± 0.01*
1 0.85 ± 0.06 0.24 ± 0.02 0.24 ± 0.02

3 сутки

К 0 0.64 ± 0.06 0.17 ± 0.02 0.21 ± 0.02
БАП 10 0.83 ± 0.03* 0.23 ± 0.01* 0.26 ± 0.01*

ЭБЛ
0.01 0.57 ± 0.04 0.15 ± 0.01 0.20 ± 0.01
0.1 0.59 ± 0.05 0.16 ± 0.01 0.20 ± 0.02
1 0.57 ± 0.04 0.16 ± 0.01 0.19 ± 0.01

ЭПК
0.01 0.58 ± 0.04 0.17 ± 0.01 0.19 ± 0.02
0.1 0.68 ± 0.04 0.19 ± 0.02 0.22 ± 0.01
1 0.65 ± 0.09 0.19 ± 0.03 0.20 ± 0.03

5 сутки

К 0 0.29 ± 0.03 0.10 ± 0.01 0.14 ± 0.01
БАП 10 0.75 ± 0.03* 0.20 ± 0.01* 0.24 ± 0.01*

ЭБЛ
0.01 0.22 ± 0.04 0.07 ± 0.01* 0.12 ± 0.01
0.1 0.23 ± 0.02* 0.07 ± 0.01* 0.12 ± 0.01
1 0.31 ± 0.03 0.08 ± 0.01 0.14 ± 0.02

ЭПК
0.01 0.26 ± 0.03 0.08 ± 0.01 0.13 ± 0.02
0.1 0.25 ± 0.02 0.07 ± 0.00* 0.13 ± 0.00
1 0.39 ± 0.04* 0.08 ± 0.01 0.14 ± 0.02

Рис. 2. Влияние ЭБЛ (0.01, 0.1 и 1 мкМ) и ЭПК (0.01, 0.1 и 1 мкМ) на содержание ТБК-активных веществ в средней
части листа ячменя в динамике. Достоверные различия относительно суточного контроля на уровне P ≤ 0.05 отмечены
звездочкой (*).
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Рис. 3. Влияние ЭБЛ (1 мкМ) и ЭПК (1 мкМ) на параметры фотосинтеза: максимальный квантовый выход (а), эффек-
тивный квантовый выход (б), регулируемое рассеивание тепловой энергии (в), нерегулируемое рассеивание тепловой
энергии (г), плотность потока электронов (д), доля открытых центров второй фотосистемы (е), коэффициент фотохи-
мического тушения (ж), коэффициент нефотохимического тушения (з). Черная пунктирная линия – контроль, серая
пунктирная линия – БАП, серая сплошная линия – ЭБЛ, черная сплошная линия – ЭПК. Достоверные различия на
уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).
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тые сутки отмечалось некоторое повышение по-
казателя Fv/Fm у опытных вариантов в сравнении
с суточным контролем (рис. 3а).

На протяжении всего периода инкубации бы-
ло отмечено снижение эффективного квантового
выхода (Y(II)) во всех исследуемых вариантах.
При этом уже на третьи сутки данный показатель
увеличивался у вариантов с обработкой брасси-
ностероидами относительно контроля. У всех ва-
риантов с гормональной обработкой на пятые сутки
показатель Y(II) был выше примерно на 17%, чем у
суточного контроля (рис. 3б).

Для оценки нефотохимического тушения флу-
оресценции используется параметр регулируемо-
го рассеяния тепловой энергии (Y(NPQ)). Дан-
ный показатель служит оценкой интенсивности
нефотохимического тушения возбужденных со-
стояний хлорофилла – защитного механизма ре-
гуляции фотосинтеза от избыточного облучения.
Было отмечено незначительное повышение данного
показателя на пятые сутки воздействия ЭПК, тогда
как для варианта с ЭБЛ этот параметр был ниже су-
точного контроля (рис. 3в). Величина нерегулируе-
мого рассеивания тепловой энергии (Y(NO)) повы-
шалась к пятым суткам инкубации, особенно в
контрольном варианте. Гормональная обработка
приводила к снижению данного показателя на
20–30% (рис. 3г).

О стабильной эффективности ФС II свидетель-
ствует восстановление скорости переноса электро-
нов (ETR) в ответ на гормональное воздействие.
Так, на рисунке 3д показано, что относительная ско-
рость транспорта электронов совпадала с динами-
кой эффективного квантового выхода Y(II).

Показатель qL отражает долю открытых реак-
ционных центров ФС II. ЭПК и ЭБЛ способство-
вали увеличению данного показателя на третьи и
пятые сутки воздействия (рис. 3е).

Данные, представленные на рисунке 3ж, сви-
детельствуют о том, что значение коэффициента
фотохимического тушения флуоресценции (qP) в
присутствии лактон- и кетонсодержащих брасси-
ностероидов было выше в сравнении с контролем
на третьи и пятые сутки инкубации. qN – коэф-
фициент нефотохимического тушения флуорес-

ценции – к пятым суткам эксперимента повы-
шался при инкубации с 24-эпикастастероном и
не отличался от суточного контроля при обработ-
ке 24-эпибрассинолидом (рис. 3з).

Оценка экспрессии гена HvS40
Ген HvS40 ячменя относится к семейству генов

S40, участвующих в регуляции старения растений, и
может быть использован для оценки процесса ста-
рения, индуцированного темнотой, у отделенных
листьев ячменя. После суток инкубации экспрес-
сия гена HvS40 была выше, чем в исходной точке
эксперимента (до начала воздействия) (рис. 4).
При этом гормональная обработка листьев сни-
жала активность экспрессии гена старения.

На третьи сутки воздействия наблюдалось
выравнивание с суточным контролем уровня
транскриптов гена HvS40 при обработке брасси-
ностероидами. К пятым суткам эксперимента
экспрессия гена HvS40 в суточном контроле бы-
ла выше, чем в вариантах с гормональным воз-
действием (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Брассиностероиды, как класс фитогормонов,

открыты сравнительно недавно и значительные
успехи по исследованию их свойств и функций в
растениях достигались благодаря использованию
мутантных растений. При этом у разных видов рас-
тений, содержащих мутации по генам, отвечающим
за синтез или сигналлинг брассиностероидов, на-
блюдалось проявление сходных фенотипических
черт, в частности, карликовость [24]. Данные иссле-
дования положили начало изучению стероидных
гормонов растений, как регуляторов развития, ока-
зывающих значительное воздействие на рост, растя-
жение, деление и дифференциацию клеток. Позже
было установлено, что влияние БС на рост осу-
ществляется путем сложного сигнального каска-
да, модулирующего активность генов и баланс
других фитогормонов [25]. Также было показано,
что брассиностероиды способны участвовать в
формировании защитного потенциала растений
от биотических и абиотических стрессоров [26].

Рис. 4. Влияние ЭБЛ (1 мкМ) и ЭПК (1 мкМ) на относительный уровень транскриптов гена HvS40 в листьях ячменя.
Достоверные различия относительно суточного контроля на уровне P ≤ 0.05 отмечены звездочкой (*).
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Несмотря на то, что ученые вплотную приблизи-
лись к пониманию механизмов действия брасси-
ностероидов, вопрос об их регуляторной роли
при старении до сих пор остается открытым. Так-
же не определено, зависит ли направленность
действия разных представителей БС от их хими-
ческой структуры.

Например, отмечено ускорение процессов
старения отделенных листьев гороха в результате
изменения липидного состава при действии
0.1 мкМ 24-эпибрассинолида [8]. Кроме того, на
15 сутки воздействия снижалось накопление хло-
рофиллов a и b при действии 0.1 мкМ ЭБЛ по
сравнению с контролем и ЭБЛ в концентрациях 1
и 10 нМ [8]. Брассинолид способствовал ускоре-
нию старения отделенных семядолей проростков
огурца [9] и листьев пшеницы [10]. Было показано,
что брассинолид способствовал опосредованному
этиленом послеуборочному созреванию плодов то-
матов, увеличивая содержание растворимых саха-
ров, аскорбиновой кислоты, содержание ликопина,
скорости дыхания и выработки этилена, но значи-
тельно снижал содержание хлорофилла по сравне-
нию с контролем. При этом применение брасси-
назола – ингибитора биосинтеза брассиностеро-
идов – задерживало созревание томатов [11].
В исследованиях по влиянию брассинолида на рост
и развитие сои продемонстрировано замедление
процесса опадения и пожелтения листьев при фи-
зиологическом старении растений. Анализ экс-
прессии генов белков семейства WRKY, участву-
ющих в регуляции старения, показал снижение их
активности при действии брассинолида [12]. Кроме
того, важно учитывать зависимость эффекта брасси-
ностероидов от возраста листьев. Было показано,
что обработка брассиностероидами зрелых ли-
стьев папайи отсрочила их пожелтение и опаде-
ние, тогда как развитию старения более молодых
листьев она не препятствовала [13]. По большей
части исследование влияния брассиностероидов
на старение проводится с применением гормонов
лактонового ряда – брассинолида, 24-эпибрасси-
нолида. Тогда как кастастерон и 24-эпикастасте-
рон – представители кетонового ряда БС, пред-
шественники БЛ и ЭБЛ, в данном аспекте изуче-
ны недостаточно [27].

Ведущая роль в функционировании ассими-
лирующих систем листа принадлежит фотосинте-
тическим пигментам. Содержание и соотноше-
ние разных групп пигментов отражает состояние
фотосинтетического аппарата. Важной характе-
ристикой фотосинтетической активности также
является соотношение скорости образования но-
вых и разрушение старых молекул хлорофилла.
Последнее же напрямую зависит от физиологиче-
ского состояния клетки и растения в целом.
К условиям, снижающим фотосинтетическую
активность, относится и старение. На пятые сут-
ки инкубации листьев ячменя отмечено положи-

тельное влияние 1 мкМ 24-эпикастастерона на со-
держание фотосинтетических пигментов (табл. 2).

Хлорофиллы содержатся в составе фотосистем
растений, и снижение их количества может значи-
тельно тормозить протекание фотохимических про-
цессов. Оценка функционального состояния второй
фотосистемы показала зависимость ее активности
от старения. Так, к пятым суткам воздействия на-
блюдалось значительное снижение максимального
и эффективного квантового выхода, плотности по-
тока электронов, регулируемого рассеивания тепло-
вой энергии, коэффициентов фотохимического и
нефотохимического тушения электронов, а также
доля открытых центров второй фотосистемы.
При этом наблюдалось увеличение нерегулируе-
мого рассеивания тепловой энергии (рис. 3а-з).
Все это, несомненно, свидетельствует об угнете-
нии активности фотосинтетического аппарата при
старении.

ЭБЛ и ЭПК способствовали поддержанию ряда
показателей на уровне выше суточного контроля
к пятым суткам эксперимента. Величина эффек-
тивного квантового выхода, плотности потока
электронов и доля открытых центров второй фо-
тосистемы была выше как при обработке ЭБЛ,
так и ЭПК в сравнении с суточным контролем
(рис. 3б, д, е).

Чтобы избежать повреждений реакционных
центров повышенной инсоляцией, растениям не-
обходимо рассеивать в виде тепла часть энергии
поглощенных квантов света. Такие процессы так-
же активизируются, когда листья повреждены в
результате действия других стрессовых факторов.
Ведущую роль в этом процессе играют каротино-
иды. Для оценки нефотохимического тушения
флуоресценции используется параметр регулиру-
емого рассеяния тепловой энергии (Y(NPQ)),
служащий для оценки функционирования за-
щитного механизма регуляции фотосинтеза от
избыточного облучения. Исходя из полученных
данных, 24-эпикастастерон влиял на поддержа-
ние данного показателя на уровне выше суточно-
го контроля, тогда как ЭБЛ снижал его на пятые
сутки (рис. 3в). Показатель, характеризующий
нерегулируемое рассеивание тепловой энергии,
повышался к пятым суткам во всех исследуемых ва-
риантах в сравнении с исходной точкой экспери-
мента. При этом на пятый день воздействия гормо-
нальная обработка значительно снижала данный
показатель относительного суточного контроля, а
кетонсодержащий брассиностероид – ЭПК, в срав-
нении с лактонсодержащим – ЭБЛ, оказался бо-
лее эффективен (рис. 3г).

В основе фотохимического тушения флуорес-
ценции хлорофилла лежит тот факт, что, в зави-
симости от окислительно-восстановительного
состояния первичного акцептора второй фотоси-
стемы – пластохинона, уровень флуоресценции
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хлорофиллов может различаться в несколько раз:
увеличиваться при восстановлении пластохинона и
уменьшаться при его окислении. Для оценки доли
окисленных пластохинонов используют коэффици-
ент фотохимического тушения (qP). Чем выше
значение qP, тем больше количество окисленных
пластохинонов, а значит эффективность исполь-
зования энергии света и пропускной способности
фотосинтетической электрон-транспортной цепи
достаточно высока для продуктивного функциони-
рования фотосинтетического аппарата. При этом
как 24-эпибрассинолид, так и 24-эпикастастерон
повышали данный показатель уже на третьи сут-
ки воздействия (рис. 3ж).

Старение способно вызывать разрушение хло-
ропластов. Во время деструкции пластид одно-
временно с уменьшением содержания хлорофил-
лов значительно понижается и содержание воды в
листьях. Возникновение водного дефицита ведет
к развитию осмотического стресса и, как след-
ствие, к усилению генерации активных форм
кислорода [28]. АФК обладают высокой реакци-
онной способностью и могут окислять липиды,
значительное количество которых содержится в
клеточных мембранах [29]. При распаде жирных
кислот, сопровождающим перекисное окисление
липидов, первоначально образуются нестойкие и
довольно быстро разрушающиеся диеновые ко-
ньюгаты [30]. Они быстро разрушаются с образо-
ванием вторичных продуктов, таких как малоно-
вый диальдегид, составляющий основной компо-
нент группы так называемых ТБК-активных
веществ, которые взаимодействуют с тиобарби-
туровой кислотой. Таким образом, нагрузка на
фотосинтетический аппарат при старении зна-
чительно возрастает не только за счет АФК, об-
разующихся в процессе фотосинтеза, но и за счет
окислительного стресса, возникающего в клетках
растений. Нами показано значительное увеличе-
ние ПОЛ к пятым суткам инкубации в контроль-
ном варианте, при этом гормональная обработка
способствовала снижению стрессорного воздей-
ствия на липидную мембрану, о чем свидетель-
ствует уменьшение содержания ТБК-активных
веществ в пробах. На основании описанных пара-
метров можно сделать заключение об эффектив-
ности ЭБЛ и ЭПК в поддержании структуры фо-
тосинтетического аппарата и фотосинтетической
активности стареющих листьев ячменя (рис. 2).

Оценка уровня экспрессии гена старения HvS40
на пятые сутки инкубации показала снижение
накопления его транскриптов при гормональной
обработке, причем кетонсодержащий брассино-
стероид оказался более эффективен (рис. 4).

Полученные данные свидетельствую о том, что
кетонсодержащий брассиностероид – 24-эпикаста-
стерон – оказывает значительное физиологическое
действие на растения. В условиях старения отделен-

ных листьев как лактон-, так и кетонсодержащие
брассиностероиды оказали протекторное действие,
однако при обработке 24-эпикстастероном защит-
ный эффект был выражен сильнее. На фотосинте-
тический аппарат брассиностероиды также ока-
зали положительное влияние, поддерживая фото-
химическую активность второй фотосистемы.
Однако в отношении защиты фотосинтетического
аппарата кетонсодержащий брассиностероид ока-
зался эффективнее лактонсодержащего. Снижение
накопления транскриптов гена HvS40 при действии
брассиностероидов на 5 сутки может свидетельство-
вать о замедлении развития старения в сравнении с
суточным контролем. При этом для большинства
анализируемых параметров гормоны играли реша-
ющую роль к пятым суткам воздействия. Таким
образом, кетонсодержащий брассиностероид, как
предшественник лактонсодержащего брассино-
стероида, не менее эффективен, а в некоторых
случаях биологически более активен в отноше-
нии исследуемых показателей.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний, проект № 19-34-50076 мол_нр.
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Проблема стрессовой устойчивости сельскохозяйственных растений традиционно находится в фо-
кусе пристального внимания исследователей. Как известно, яровая пшеница проявляет высокую
чувствительность к действию различных стрессовых факторов. Важную роль в формировании
стрессовой устойчивости растений играют вторичные метаболиты. В настоящей работе методами
тонкослойной хроматографии и хромато-масс-спектрометрии комплексно изучены состав и осо-
бенности изменения содержания тритерпенов и стеринов в корнях и листьях проростков пшеницы
Triticum aestivum L. при действии стрессовых фитогормонов – абсцизовой кислоты, метилжасмона-
та и салициловой кислоты. Выявлены значительные изменения тритерпенового и стеринового ком-
понентов пшеницы, а также уровня транскриптов ключевых генов стеринового биосинтеза. Обна-
ружено, что листья и корни проростков пшеницы проявляют различную чувствительность к дей-
ствию фитогормонов. Полученные данные способствуют расшифровке роли мембранных стеринов
в стрессовых ответах растений.

Ключевые слова: Triticum aestivum, тритерпены, стерины, гены, фитогормоны
DOI: 10.31857/S0015330321020159

ВВЕДЕНИЕ

Проблема стрессовой устойчивости сельско-
хозяйственных растений – предмет пристального
внимания исследователей в течение многих лет.
Как известно, одна из важнейших сельскохозяй-
ственных культур, пшеница, проявляет высокую
чувствительность к действию различных стрессо-
вых факторов. В связи с этим актуально выявле-
ние эндогенных механизмов защиты растений
пшеницы с целью направленного повышения их
устойчивости к действию неблагоприятных факто-
ров окружающей среды. Важную роль в формиро-
вании стрессовой устойчивости растений играют
вторичные метаболиты, в том числе изопреноиды,

фенолы, необычные жирные кислоты и другие со-
единения. К одной из самых многообразных и
многочисленных групп вторичных метаболитов
растений относятся изопреноиды. В эту группу
входят тритерпены (C30) и стерины (C18–C29) –
структурно разнообразные молекулы, которые,
по большей части, недоступны химическому син-
тезу [1]. В растениях эти соединения синтезиру-
ются по мевалонатному пути из сквалена (рис. 1).
В ходе биохимических превращений сначала об-
разуются тритерпены – циклоартенол и ланосте-
рин, из которых далее синтезируются различные
стерины, такие как β-ситостерин, стигмастерин,
кампестерин и холестерин [2]. Стерины являются
важным структурным элементом биологических
мембран, а также предшественниками раститель-
ных гормонов брассиностероидов, регулирую-
щих рост и развитие растений [3]. В отличие от
животных и грибов, где преобладает один стерин
(холестерин и эргостерин соответственно), расте-
ния характеризуются сложным стериновым со-

Сокращения: ГХ–МС – газовая хроматография – масс-
спектрометрия; МеЖ – метилжасмонат; СК – салицило-
вая кислота; CAS – циклоартенол синтаза; CYP710A –
С22-стерин десатураза; HMGR – 3-гидрокси-3-метилглю-
тарил-КоА редуктаза; SMT – С24-стерин метилтрансфера-
за; SQE – сквален эпоксидаза; SQS – сквален синтаза

УДК 581.1
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ставом. В частности, стериновый профиль расте-
ний Arabidopsis thaliana включает в себя β-сито-
стерин в качестве основного соединения (64%), а
также 24-метилхолестерин (11%), стигмастерин
(6%), изофукостерин (3%) и брассикастерин (2%)
и несколько других минорных стеринов [4]. Мевало-
натный путь биосинтеза стеринов представляет
собой последовательность более чем 30 фермен-
тативно-катализируемых реакций, протекаю-
щих в мембранах (рис. 1) [2]. Ключевыми фер-
ментами биосинтеза растительных стеринов,
определяющих соотношение их молекулярных
видов, являются С24-стерин метилтрансфераза 1
(SMT1), С24-стерин метилтрансфераза 2 (SMT2)
и С22-стерин десатураза (CYP710A) [4–6].

С24-стерин метилтрансфераза катализирует пе-
ренос метильной группы от S-аденозил-L-метиони-
на на субстрат с образованием метил-/этилстери-
нов. Выделяют два фермента SMT, катализирующих
первичное и вторичное метилирование, соответ-
ственно, SMT1 и SMT2. Предполагают, что С24-ме-
тилирование является ключевым регулятором био-
синтеза стеринов, от которого зависит получение
конечного продукта. C22-стерин десатураза, или
CYP710A, относится к подсемейству раститель-
ных белков цитохрома P450, семейства 710А, ка-
тализирует реакцию десатурации, в результате
которой происходит образование стигмастерина из
β-ситостерина. Показано, что данная реакция яв-
ляется важной точкой, координирующей соотноше-
ние β-ситостерина и стигмастерина, значительные
изменения которого происходят в стрессовых усло-
виях [5, 7, 8].

В настоящее время становится ясно, что наряду
со структурной функцией, стерины играют роль в
регуляции внутриклеточных процессов. При дей-
ствии различных стрессовых факторов меняется
соотношение молекулярных видов стеринов и их
общее содержание, происходит изменение содер-
жания специфических вторичных метаболитов, в
том числе тритерпенового ряда, и активности
стресс-индуцируемых генов. Необходимым эта-
пом при формировании ответной реакции растения
на действие биотических и абиотических стрессо-
вых факторов является выработка растительными
клетками фитогормонов, таких как абсцизовая кис-
лота (АБК), метилжасмонаты (МеЖ) и салициловая
кислота (СК). Например, известно, что содержание
АБК увеличивается при солевом стрессе и засухе, а
МеЖ и СК при раневом стрессе и атаке патогенов
[9, 10]. Кроме того, фитогормоны могут регулиро-
вать экспрессию многих генов, имеющих инду-
цируемые фитогормонами цис-регуляторные эле-
менты в промоторах [11]. К сожалению, роль фи-
тогормонов в регуляции биосинтеза тритерпенов
и стеринов в клетках растений в условиях стресса
остается малоизученной.

Цель работы – анализ качественных и количе-
ственных изменений содержания тритерпенов и
стеринов, а также уровня транскриптов ключевых
генов ферментов биосинтеза стеринов в корнях и
листьях проростков яровой пшеницы при дей-
ствии фитогормонов АБК, МеЖ и СК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В качестве объекта ис-

следований использовали проростки яровой
пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта “Казанская
юбилейная”. Растения выращивали на 0.25 мМ
СаCl2 при температуре +22 ± 1° С и освещенности
100 Вт/м2 с 12 ч фотопериодом в течение 4 суток.
Затем растения перемещали в растворы фито-
гормонов АБК, МеЖ и СК в концентрациях
100 мкM в течение 12 ч. Фитогормоны растворя-
ли в 0.25 мМ СаCl2.

Определение содержания тритерпенов и стери-
нов. Образцы пшеницы экстрагировали  смесью
изопропанола и хлороформа. Для разделения и
идентификации липидных соединений в полу-
ченных экстрактах использовали метод ТСХ. Ис-
следование осуществляли на лабораторном ком-
плексе для высокоэффективной тонкослойной
хроматографии (“СAMAG”, Швейцария). В со-
став комплекса входят приборы: Linomat 5 для ав-
томатического нанесения образцов на ТСХ пла-
стину, ADS 2 для элюирования ТСХ пластины в
системе растворителей, TLS Scanner 3 для денси-
тометрической обработки ТСХ пластин. Работа
комплекса и обработка полученных результатов
осуществлялась с помощью специализированной
компьютерной программы winCATS, версия 1.4.9.
Для количественного определения в образцах три-
терпенов и стеринов использовали калибровоч-
ные графики по стандартам – циклоартенолу
(08172, “Sigma-Aldrich”, США) и β-ситостерину
(132720050, “Acros Organics”, Бельгия).

Идентификация молекулярных видов стеринов.
Состав стеринов анализировали с помощью га-
зовой хроматографии в сочетании с масс-спек-
троскопией (ГХ–МС) (GC-17A/MS-QP5050,
“Shimadzu”, Япония). Выделенные стерины
предварительно подвергали силилированию. Иден-
тификацию стеринов проводили путем сравнения
их времен удержания с достоверными стандартами
масс-спектрометрии с использованием масс-спек-
трометрической библиотеки данных ГХ–МС [12].
Количественную обработку осуществляли с исполь-
зованием специализированной компьютерной про-
граммы UNICHROM (http://www.unichrom.com).

Анализ экспрессии генов. Относительный уро-
вень транскриптов генов С24-стерин метил-
трансфераз и С22-стерин десатураз определяли
методом ПЦР в реальном времени (ПЦР–РВ).
Для этого были подобраны ген-специфичные прай-
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Рис. 1. Схема пути биосинтеза стеринов у растений. HMGR – 3-гидрокси-3-метилглютарил-КоА редуктаза; SQE1 – сква-
лен эпоксидаза; CAS1 – циклоартенол синтаза; LAS1 – ланостерин синтаза; SMT1/2 – C24-cтерин метилтрансфераза;
DIM/DWF1 – стерин-Δ24-изомераза/редуктаза; CYP710A – С22-стерин десатураза. Пунктирные стрелки обозначают не-
сколько ферментативных реакций. Прямоугольником показаны метаболиты, которые количественно были определены в
этом исследовании. Овалом выделены ферменты, анализ генов которых проводился в данном исследовании.
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меры с использованием Universal ProbeLibrary Assay
Design Centre (http://lifescience.roche.com/shop/en/
global/overviews/brand/universal-probe-library) и про-
ведены эксперименты по оптимизации реакции
при различной температуре и концентрации
праймеров. Праймеры синтезировали в ЗАО “Ев-
роген” (Россия). Нуклеотидные последовательно-
сти праймеров представлены в таблице S1 (Supple-
mentary). Тотальную РНК пшеницы выделяли с
помощью набора RNeasy Plant Mini Kit (“Qiagen”,
Германия), согласно протоколу производителя.
Реакцию обратной транскрипции проводили в ам-
плификаторе С1000 TouchTM Thermal Cycler
(“Bio-Rad”, США) с использованием набора
MMLV RT Kit (“Евроген”, Россия). ПЦР–РВ
проводили с использованием готовой реакцион-
ной смеси qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”, Рос-
сия) при следующих условиях: 95°C – 5 мин,
40 циклов амплификации (95°C – 15 сек, 55/60°C –
10 сек, 72°С – 30 сек), 55/60°C – 0.5 сек, 95°С –
5 сек. Количество целевых транскриптов оценивали
относительно стабильно экспрессирующихся тран-
скриптов референсных генов, в качестве которых
были использованы гены фактора АДФ-рибози-
лирования (TaARF), ингибитора РНКазы L-по-
добного белка (TaRLI) и белка контроля клеточного
деления (TaCDC) [13]. Амплификацию и флуорес-
центный мониторинг проводили с использованием
системы детекции ПЦР–РВ CFX96 (“Bio-Rad”,
США). Расчеты относительного содержания тран-
скриптов были выполнены с использованием срав-
нительного ΔCT метода [14]. Нуклеотидные по-
следовательности исследуемых генов определяли
с помощью ДНК-анализатора ABI 3130 Genetic
Analyser (“Applied Biosystems”, США) [6].

Статистический анализ. Все опыты проводили
как минимум в трех биологических и четырех анали-
тических повторностях. В таблицах и на рисунках
данные представлены в виде среднеарифметических
значений и их стандартных отклонений. Статисти-
ческую обработку результатов осуществляли с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента в Microsoft
Excel 2013.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Количественное определение тритерпенов
и стеринов в корнях и листьях проростков пшеницы

Анализ тритерпенов и стеринов в растениях
контрольного варианта показал, что их содержа-
ние было значительно выше в листьях, чем в кор-
нях, почти в 10 и 2 раза, соответственно (табл. 1).
При действии фитогормонов наблюдались измене-
ния в содержании тритерпенов и стеринов в корнях
и листьях проростков пшеницы. Воздействие АБК
приводило к активации синтеза тритерпенов и сте-
ринов в корнях и листьях. Содержание тритерпенов
в исследуемых объектах увеличивалось в 2 раза по
сравнению с контролем. В отличие от корней, в
листьях проростков наблюдалось значительное
возрастание (более чем в 1.5 раза) содержания
стеринов в присутствии АБК (табл. 1). Действие
МеЖ индуцировало обратно направленные изме-
нения как в содержании тритерпенов, так и в со-
держании стеринов. Содержание тритерпенов в
корнях увеличивалось, тогда как в листьях мы на-
блюдали незначительное уменьшение. Содержа-
ние стеринов, наоборот, уменьшалось в корнях и
увеличивалось почти в 2 раза в листьях (табл. 1).
Действие СК вызывало снижение содержания
тритерпенов и стеринов в корнях проростков, то-
гда как в листьях их количество значительно воз-
растало (табл. 1).

Качественный состав стеринов и их количе-
ство определили методом ГХ–МС. В корнях и в
листьях пшеницы были обнаружены основные
молекулярные виды стеринов – β-ситостерин,
стигмастерин, кампестерин и холестерин (рис. 2).
Установлено, что при действии фитогормонов
происходили изменения в содержании стеринов в
корнях и листьях пшеницы. На рисунке 2 приве-
дены данные расчета содержания идентифициро-
ванных стеринов в процентном соотношении.
Значительные изменения в составе стеринов бы-
ли выявлены при действии АБК на проростки
пшеницы, наблюдалось увеличение содержания
стигмастерина практически в 2 раза как в корнях,
так и в листьях (рис. 2). Стоит отметить, что в ли-
стьях увеличение стигмастерина сопровождалось

Таблица 1. Содержание тритерпенов и стеринов в корнях и листьях проростков пшеницы при действии фито-
гормонов

Воздействие

Содержание, мкг/г сырой массы

тритерпены стерины

корни листья корни листья

Контроль 28.39 ± 1.15 261.71 ± 4.41 150.93 ± 1.18 305.89 ± 5.41
АБК 50.99 ± 1.77 544.20 ± 3.14 160.54 ± 0.72 492.09 ± 2.70
МеЖ 47.79 ± 0.99 213.62 ± 8.26 114.87 ± 1.13 576.49 ± 2.29
СК 14.45 ± 1.18 607.52 ± 10.8 117.69 ± 2.37 445.37 ± 4.13
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значительным уменьшением содержания β-сито-
стерина (рис. 2б). При действии МеЖ в листьях
происходило увеличение доли холестерина, соот-
ношение других видов стеринов практически не
менялось по сравнению с контролем. При дей-
ствии СК мы также наблюдали увеличение содер-
жания стигмастерина как в корнях, так и в ли-
стьях проростков пшеницы (рис. 2).

Отличительной структурной особенностью ос-
новных растительных стеринов, по сравнению с
холестерином, является наличие метильных или
этильных групп при 24 атоме углерода боковой це-
пи [2]. По этому признаку растительные стерины
делят на 24-метил- и этилстерины. Кампестерин
содержит только одну метильную группу при С24,
а β-ситостерин и стигмастерин характеризуются
наличием этильной группы при С24. В настоящее
время известно, что соотношение количества
24-метил-/этилстеринов является важным показа-
телем метаболизма растений, а его регуляция –
ключевым звеном многих процессов роста, разви-
тия, а также стрессовых ответов растений [15].

Анализ изменений в соотношении 24-метил-/
этилстеринов в корнях и листьях проростков
пшеницы при действии фитогормонов показал,
что в растениях контрольного варианта соотно-
шение содержания 24-метилстеринов к 24-этил-
стеринам в листьях было ниже, чем в корнях
(табл. 2). При действии АБК в корнях соотноше-
ние количества 24-метил-/этилстеринов не меня-

лось, тогда как в листьях увеличивался показатель
соотношения, что говорит об увеличении доли
относительного содержания кампестерина. При
действии МеЖ незначительно увеличивалась до-
ля метилстеринов в корнях, тогда как в листьях
она оставалась прежней. При действии СК соот-
ношение количества 24-метил-/этилстеринов в
корнях также оставалось неизменным, тогда как в
листьях наблюдалось уменьшение соотношения
24-метил-/этилстеринов вследствие увеличения
относительной доли 24-этилстеринов – β-сито-
стерина и стигмастерина (табл. 2).

Можно полагать, что изменения содержания
тритерпенов и стеринов при действии фитогор-
монов обусловлены также изменениями на ген-
ном уровне. В связи с этим, нами был проведен
анализ уровня транскриптов генов, контролиру-
ющих биосинтез стеринов.

Экспрессия генов биосинтеза стеринов
при действии фитогормонов

Известно, что мягкая пшеница (T. aestivum) об-
ладает одним из сложнейших геномов, встречае-
мых у растений. Аллогексаплоидный геном пшени-
цы (2n = 6x = 42, AAВВDD) образован в ходе есте-
ственной гибридизации трех геномов. В связи с
этим многие гены у данного злака представлены в
трех гомеологичных копиях. Нуклеотидные после-
довательности генов TaSMT1 были ранее нами кло-

Рис. 2. Содержание молекулярных видов стеринов в корнях (а) и листьях (б) пшеницы при действии фитогормонов в
процентном соотношении от общего количества стеринов. Последовательность распределения стеринов в гистограм-
ме снизу вверх: β-ситостерин, стигмастерин, кампестерин, холестерин. Представлены данные среднеарифметических
значений из трех независимых повторностей. Относительное стандартное отклонение среднего не превышало 5%.
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Таблица 2. Соотношение 24-метил-/этилстеринов в корнях и листьях проростков пшеницы при действии фито-
гормонов

Контроль АБК МеЖ СК

Корни 0.43 ± 0.07 0.41 ± 0.04 0.50 ± 0.08 0.43 ± 0.01
Листья 0.35 ± 0.02 0.60 ± 0.07 0.37 ± 0.01 0.32 ± 0.01
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нированы и секвенированы [6], нуклеотидные
последовательности генов TaSMT2 и TaCYP710A8
были взяты из статьи Tang с соавт. [16]. Кроме того,
ранее нами было проведено секвенирование про-
моторных областей генов TaSMT1-5A/-4B/-4D и их
анализ на наличие консервативных сайтов, а так-
же стресс-чувствительных цис-элементов [6].

Так, относительное содержание транскриптов
генов TaSMT1-5A, TaSMT1-4D и TaSMT2 при
действии всех фитогормонов практически не из-
менялось в корнях проростков пшеницы, лишь
незначительное повышение уровня транскрип-
тов гена TaSMT2 мы наблюдали при действии СК
(рис. 3в). В листьях так же, как и в корнях, дей-
ствие АБК не вызывало изменений в уровне тран-

скриптов генов TaSMT1 и TaSMT2 (рис. 3). На-
против, в листьях при действии МеЖ уровень
транскриптов генов TaSMT1-5A и TaSMT1-4D
увеличивался в 5 раз, а TaSMT2 в 3 раза. Влияние
СК также повышало уровень транскриптов генов
TaSMT1 и TaSMT2 примерно в 2 раза (рис. 3).

Анализ генов CYP710A8 показал, что при дей-
ствии АБК в корнях наблюдалось 10-кратное уве-
личение относительного содержания транскрип-
тов гена TaCYP710A8-3А, а уровень транскриптов
TaCYP710A8-3B/3D повышался незначительно
(рис. 4). В листьях, напротив, изменения уровня
транскриптов генов TaCYP710A8 не происходило.
Действие МеЖ также индуцировало повышение
уровня транскриптов гена TaCYP710A8-3А в кор-
нях в 8 раз, а в листьях в 6 раз (рис. 4а). Относи-
тельное содержание транскриптов другого гена,
TaCYP710A8-3B/3D, в корнях практически оста-
валось на уровне контроля, а в листьях значитель-
но повышалось (в 8 раз) (рис. 4б). Действие СК
индуцировало только повышение уровня тран-
скриптов генов TaCYP710A8-3B/3D примерно в
3 раза в листьях (рис. 4б) и не приводило к значи-
тельным изменениям уровня транскриптов генов
TaCYP710A8 в корнях проростков пшеницы (рис. 4).

Рис. 3. Влияние фитогормонов на уровень тран-
скриптов генов TaSMT1-5A (а) и TaSMT1-4D (б) и
TaSMT2 (в) в корнях и листьях пшеницы. Варианты
воздействий (слева направо): контроль, АБК, МеЖ,
СК. Уровень транскриптов контрольных вариантов
принят за единицу. Различия достоверны при * P ≤ 0.05,
** P ≤ 0.01 и *** P ≤ 0.001.
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Рис. 4. Влияние фитогормонов на уровень транскрип-
тов генов TaCYP710A8-3А (а) и CYP710A8-3B/3D (б) в
корнях и листьях пшеницы. Варианты воздействий
(слева направо): контроль, АБК, МеЖ, СК. Уровень
транскриптов контрольных вариантов принят за еди-
ницу. Различия достоверны при * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01 и
*** P ≤ 0.001.
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Растения обладают богатым стериновым со-
ставом, что определяет их вовлечение в разнооб-
разные процессы жизнедеятельности растения,
в том числе, в их ответы на стрессовые факторы.
Стерины являются важными компонентами
клеточных мембран, а также предшественника-
ми гормонов брассиностероидов, участвующих в
регуляции роста растений. Тритерпены – вто-
ричные метаболиты, участвующие, в том числе, в
защитных реакциях растений. Путь биосинтеза
стеринов при стрессе может претерпевать различ-
ные изменения, приводя к накоплению промежу-
точных соединений, которые могут способствовать
адаптации растений к воздействиям неблагоприят-
ных факторов окружающей среды. Циклоартенол
и ланостерин являются тритерпенами и представ-
ляют собой промежуточные продукты биосинтеза
стеринов. Их накопление может привести к акти-
вации генов ферментов биосинтеза стеринов и,
соответственно, к увеличению их содержания.
Результаты наших экспериментов показали, что
листья и корни проростков пшеницы проявляют
различную чувствительность к действию стрессо-
вых фитогормонов.

АБК контролирует в растениях множество
жизненно важных процессов, таких как регуляция
покоя семян и почек, ранние этапы онтогенеза, за-
крывание устьиц, ответные реакции растений на
стрессовые воздействия – засуху, засоление, пони-
женную температуру [9]. Показано, что раститель-
ные стерины предотвращают вызванное AБК на-
рушение искусственных бислоев фосфатидилхо-
лин/фосфатидилэтаноламин. Влияние АБК на
мембраны в равной степени ингибируется расти-
тельными стеринами и холестерином, что может
свидетельствовать об участии растительных сте-
ринов в контроле негативного действия АБК на
мембраны [17]. Экзогенное действие АБК на расте-
ния Cannabis sativa L. индуцировало накопление
вторичных метаболитов, таких как α-токоферол и
тетрагидроканнабинол, и значительно снижало со-
держание хлорофилла, каротиноидов, сквалена,
стигмастерина, β-ситостерина, а также актив-
ность 3-гидрокси-3-метилглютарил-КоА редук-
тазы (HMGR) [18]. В наших экспериментах при
действии АБК мы наблюдали увеличение абсо-
лютного содержания тритерпенов и стеринов как
в корнях, так и в листьях проростков пшеницы
(табл. 1). Можно полагать, что в растениях при
действии АБК происходят изменения в состоя-
нии мембран, что, в свою очередь, индуцирует
накопление промежуточных (циклоартенола и
ланостерина) и конечных (стеринов) продуктов
мевалонатного пути биосинтеза.

Жасмонаты обладают разнообразной биологи-
ческой активностью, включая ингибирование
прорастания семян и пыльцы или ингибирование

роста корней и активности фотосинтетического
аппарата [19]. Известно, что МеЖ индуцирует
биосинтез многих вторичных метаболитов, игра-
ющих важную роль в адаптации растений к био-
тическому стрессу [20]. Наиболее значимой
функцией МеЖ является участие в ответных ре-
акциях при повреждении растений патогенами и
насекомыми. СК является ключевой сигнальной
молекулой в регуляции защиты растений от пато-
генов. Действие МеЖ и СК вызывает у растений
состояние, возникающее при атаке патогенов, в
результате чего происходит увеличение концен-
трации метаболитов, участвующих в защитных
механизмах. В некоторых работах МеЖ и СК ис-
пользовали как индукторы синтеза флавоноидов
и полифенолов в клеточной суспензии, каллусах
и тканевых культурах различных семейств расте-
ний [21]. У Medicago truncatula МеЖ индуцирует на-
копление сапонинов и активность генов, кодирую-
щих ранние ферменты образования тритерпеново-
го агликона в культурах клеточной суспензии [22].
В наших экспериментах при действии МеЖ была
выявлена обратная взаимосвязь между изменения-
ми в содержании тритерпенов и стеринов. Умень-
шение содержания стеринов в корнях сопровожда-
лось увеличением содержания тритерпенов, а в ли-
стьях, напротив, в присутствии МеЖ уменьшение
тритерпенов сопровождалось увеличением стери-
нов (табл. 1). Наличие таких согласованных изме-
нений тритерпенов и стеринов может свидетель-
ствовать об общей функциональной активности
этих метаболитов и предполагает компенсатор-
ный характер изменений. При действии СК мы
наблюдали прямую зависимость изменений со-
держания тритепренов и стеринов (табл. 1). Сни-
жение уровня тритерпенов в корнях на фоне СК со-
провождалось снижением стеринов, а значительное
повышение уровня тритерпенов в листьях – увели-
чением стеринов. Аналогичный эффект был пока-
зан в одной из работ, где экзогенное применение СК
значительно увеличивало синтез вторичных ме-
таболитов (кумаринов, стеринов, ксантопротеи-
нов, сердечных гликозидов и сапонинов) в листьях
растений Simarouba glauca в условиях водного стрес-
са [23]. Таким образом, значительные изменения
при действии всех фитогормонов наблюдались в
содержании тритерпенов по сравнению с измене-
ниями уровня стеринов, что, возможно, связано с
более ранним образованием тритерпеновых про-
дуктов в процессе биосинтеза стеринов.

В условиях стресса важным для обеспечения
функциональной активности мембран является
поддержание соотношения 24-метил-/этилстери-
нов. Ранее нами было показано увеличение относи-
тельного содержания 24-этилстеринов в листьях
пшеницы в условиях кратковременного холодового
стресса, что, возможно, является одним из механиз-
мов, способствующих повышению устойчивости
мембран к изменению температур. Более дли-
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тельное (12 ч) воздействие низкой температуры
сопровождалось восстановлением соотношения
24-метил-/этилстерины до контрольного уровня и в
корнях, и в листьях [24]. В настоящих эксперимен-
тах заметные изменения соотношения 24-метил-/
этилстеринов в сторону увеличения доли метилсте-
ринов наблюдались в корнях при действии МеЖ и в
листьях при действии АБК (табл. 2). В листьях при
действии СК обнаружено небольшое увеличение
доли этилстеринов, главным образом, стигмасте-
рина. Содержание стигмастерина в корнях и ли-
стьях увеличивалось при действии АБК и СК
(рис. 2). Известно, что активация синтеза стигма-
стерина происходит во время абиотического
стресса, гравистимуляции, атаки патогенов и в от-
вет на сигнальные молекулы, такие как АБК,
МеЖ, СК, кальций (Ca2+) и перекись водорода
(H2O2) [25]. В растениях A. thaliana показано пато-
ген-индуцированное увеличение содержания стиг-
мастерина, что, в свою очередь, приводило к умень-
шению проницаемости мембран и, как следствие, к
повышению устойчивости растения к неспецифи-
ческому патогену. Мутанты A. thaliana с нуль-мута-
цией гена Atcyp710a1 имели повышенную чув-
ствительность к бактериальным патогенам [5, 7].

Как отмечалось выше, баланс между 24-метил-
и этилстеринами специфичен для отдельного ви-
да растения, органа и ткани. Предполагается, что
изменение состава и соотношения различных ти-
пов стеринов является ключевым звеном регуля-
ции многих клеточных процессов [15]. В частно-
сти, соотношение 24-метил- и этилстеринов
определяется активностью ферментов С24-сте-
рин метилтрансфераз, которые катализируют ре-
акцию метилирования 24 атома углерода боковой
цепи стеринов. Соотношение β-ситостерина и стиг-
мастерина, в свою очередь, определяется активно-
стью С22-стерин десатуразы. Можно полагать, что
количественные и качественные изменения стери-
нов при действии фитогормонов обусловлены из-
менениями на уровне транскриптов. Анализ от-
носительного содержания транскриптов TaSMT1
и TaSMT2 при действии АБК не выявил измене-
ний как в корнях, так и в листьях проростков
пшеницы (рис. 3). Возможно, имеющегося пула
транскриптов данных генов было достаточно, одна-
ко анализ уровня транскриптов TaCYP710A8-3А по-
казал его значительное повышение в корнях
(рис. 4а). Действие МеЖ в корнях индуцировало
повышение уровня транскриптов только одного
гена TaCYP710A8-3А (рис. 4а). Значительное по-
вышение уровня транскриптов пяти исследован-
ных генов биосинтеза стеринов было выявлено в
листьях (рис. 3, 4). Эти данные согласуются с уве-
личением количественного содержания стеринов
в листьях. При действии СК в корнях наблюдалось
незначительное повышение уровня транскриптов
только одного гена, TaSMT2 (рис. 3в). В листьях, на-
против, уровень транскриптов всех исследуемых ге-

нов TaSMT1, TaSMT2 и TaCYP710A8 повышался
(рис. 3, 4), что также согласуется с повышением
содержания стеринов в листьях (табл. 1). Сложно
говорить о прямой связи между активацией генов и
увеличением продукта, поскольку биосинтез любо-
го продукта является многофакторным процессом.
В работе Wentzinger с соавт. [26] показано, что инги-
бирование ферментов сквален синтазы (SQS) и
сквален эпоксидазы (SQE) в клетках табака сопро-
вождалось повышением активности HMGR и
снижением содержания стеринов. Анализ экс-
прессии генов GmSMT2 в сое выявил, что биоти-
ческие и абиотические факторы, в том числе
обезвоживание, холод и АБК, индуцировали экс-
прессию этих генов в ходе роста проростков [27].
Анализ уровня транскриптов другого гена изо-
преноидного пути показал, что мРНК гена
BfSQS1 у Bupleurum falcatum L. накапливается по-
всеместно в органах растений и заметно увеличи-
вается в корнях после обработки МеЖ и АБК [28].
Обнаружено влияние МеЖ в качестве элиситора
на уровни экспрессии генов, участвующих в изо-
преноидном пути метаболизма тритерпенов, та-
ких как CaSQS (Centella asiatica), CabAS (C. asiatica
β-амирин синтаза) и CaCAS, в культивируемых
клетках центеллы [29, 30].

Транскрипционная регуляция играет важную
роль в активации или подавлении экспрессии ге-
нов и в значительной степени контролируется
промоторными областями генов с помощью цис-
элементов [11]. Секвенирование и анализ промо-
торных областей гомеологичных генов TaSMT1,
проведенный нами ранее, показал наличие и
АБК- и МеЖ- и СК- и элиситор-чувствительных
элементов [6]. Можно предположить, что дей-
ствие фитогормонов на относительное содержа-
ние транскриптов генов стеринового биосинтеза
различалось в зависимости от наличия того или
иного цис-элемента.

Таким образом, нами выявлены изменения
тритерпенового и стеринового компонента в про-
ростках пшеницы при действии стрессовых фи-
тогормонов. Полученные данные способствуют
расшифровке регуляторных функций мембран-
ных стеринов растений.

Работа выполнена в рамках выполнения госу-
дарственного задания ФИЦ КазНЦ РАН, а также
при финансовой поддержке гранта Российского
фонда фундаментальных исследований № 20-04-
00988 (для А.Г. Ренковой и Ю.Н. Валитовой), гран-
та Президента РФ МК-264.2020.4 (для А.Г. Ренко-
вой) и частично Программы Повышения Конку-
рентоспособности КФУ (для Ф.В. Минибаевой).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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Изучено влияние салициловой кислоты (СК) на реакцию растений огурца (Cucumis sativus L.) на
действие низких положительных температур. Установлено, что обработка СК способствует сниже-
нию выхода электролитов из тканей семядольных листьев проростков, подвергнутых действию суб-
повреждающей (12°С) и повреждающей (4°С) температур. В листьях проростков, обработанных СК
и подвергнутых действию холода, зафиксирована более высокая активность супероксиддисмутазы,
каталазы и гваякол-специфичной пероксидазы, а также выявлено усиление накопления транскриптов
кодирующих их генов (CuZnSOD и CAT) по сравнению с контрольным вариантом (без обработки СК).
В условиях действия на проростки низких температур (12°С и 4°С) СК также снижала образование
одного из конечных продуктов перекисного окисления липидов – малонового диальдегида в ли-
стьях проростков. Сделан вывод, что при действии на проростки огурца низких положительных
температур СК оказывает защитный эффект, который выражается в активизации работы антиокси-
дантных ферментов и снижении уровня окислительного стресса.

Ключевые слова: Cucumis sativus, салициловая кислота, низкие положительные температуры, окис-
лительный стресс, антиоксидантная система
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ВВЕДЕНИЕ

Фитогормоны являются важнейшими компо-
нентами регуляторной системы растений, играя
ключевую роль не только в контроле их роста и
развития, но и активно участвуя в защитно-при-
способительных реакциях [1]. Особый интерес
представляют те из них, которые способны сти-
мулировать рост растений и одновременно с этим
являются индукторами неспецифической устой-
чивости [2]. К их числу, в частности, относится
салициловая кислота.

Салициловая, или 2-гидроксибензойная кис-
лота (СК) – физиологически активное природное
соединение, биосинтез которого осуществляется
по фенилпропаноидному (основной) или изохо-
ризматному путям [3, 4]. В клетках растений СК
представлена в свободной форме и/или в виде
производных – конъюгатов с аминокислотами, ме-
тилсалицилата, β-D-глюкозида, эфиров глюкози-
дов и др. [5]. В норме большинство синтезирован-
ных молекул СК находится в клетке в форме биоло-
гически неактивных производных, которые при
необходимости могут быть преобразованы в сво-
бодную активную форму [6].

СК участвует в регуляции многих физиологи-
ческих процессов в растениях, включая рост и
развитие (прорастание семян, вегетативный рост,
цветение, созревание плодов, старение и др.), фо-
тосинтез, транспирацию, термогенез, транспорт
органических веществ, гравитропизм и др. [4, 6, 7].
Но особый интерес СК и ее производные вызыва-
ют в связи с их способностью индуцировать си-
стемную приобретенную устойчивость при ин-
фицировании патогенами [8], формирование ко-
торой обусловлено накоплением так называемых
PR-белков (Pathogenesis Related proteins), или
белков, связанных с патогенезом. В последние го-
ды накапливаются данные, свидетельствующие о
способности СК оказывать защитное действие на
растения и при действии стресс-факторов абио-
тической природы. Так, выявлено, что СК инду-
цирует повышение устойчивости растений к за-
сухе [9], высоким температурам [10] и тяжелым
металлам [11]. Что касается низких температур,
при их действии в клетках растений обнаружено
увеличение эндогенного уровня СК и повышение
активности ферментов, участвующих в ее био-
синтезе [12, 13]. Кроме того показано, что экзо-
генные СК и ее производные участвуют в сниже-
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нии негативного действия холода на растения,
включая такие теплолюбивые культуры, как томат,
рис, кукуруза, огурец, перец, баклажан, олива, ба-
нан [3, 12–16]. Роль СК в повышении холодо-
устойчивости растений связывают с поддержанием
ростовых процессов [3], фотосинтеза [8], снижени-
ем интенсивности окислительного стресса [13],
стабилизацией клеточных мембран [16], активиза-
цией альтернативной оксидазы [14], увеличением
уровня пролина [16], аскорбата и глутатиона [15],
усилением экспрессии генов белков холодового
шока [12] и др. Высказано мнение, что важную
роль в проявлении защитного эффекта СК при
действии на растения низких температур может
играть ее способность активизировать работу ан-
тиоксидантных ферментов [7, 13, 16]. Однако сле-
дует отметить, что имеющиеся в литературе сведе-
ния о регуляции их активности СК зачастую носят
противоречивый характер. В частности, результа-
ты одних исследований указывают на повышение
активности антиоксидантных ферментов под вли-
янием СК у теплолюбивых растений в условиях
гипотермии [12], а из других следует, что экзоген-
ная СК вызывает снижение их активности [17].
В одной из работ [17] высказано предположение,
что именно уменьшение активности антиокси-
дантных ферментов, индуцируемое СК, приво-
дит к снижению устойчивости растений к низ-
кой температуре. Еще в меньшей степени иссле-
довано влияние экзогенной СК на экспрессию
генов, кодирующих антиоксидантные фермен-
ты, у растений, испытывающих действие низких
температур [12, 15].

Учитывая это, в настоящей работе изучено
влияние экзогенной СК на устойчивость, актив-
ность антиоксидантных ферментов и содержание
транскриптов кодирующих их генов в листьях ти-
пичного представителя теплолюбивых растений –
огурца (Cucumis sativus L.), при действии на него
низких положительных температур.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследования были выбра-
ны растения огурца (Cucumis sativus L.) гибрида F1
Зозуля. Их выращивали на модифицированном
питательном растворе Кнопа, содержащем 3.15 мМ
NH4NO3, 1.55 мМ KH2PO4, 1.55 мМ MgSO4, 24 мкМ
H3BO3, 21 мкМ FeC6H5O7, 10 мкМ MnSO4, 3.1 мкМ
CuSO4, 2.55 мкМ (NH4)2MoO4, 1.55 мкМ ZnSO4 и
5 мМ Ca(OH)2, в контролируемых условиях: при
температуре воздуха 22°С, его относительной влаж-
ности 60–70%, освещенности ФАР 180 мкмоль/м2 · с
и фотопериоде 14 ч. По достижении недельного
возраста растения помещали на раствор СК
(“Sigma-Aldrich”, США) и через 1 сут подвергали
воздействию температуры 12°С или 4°С в камере
искусственного климата (ВКШ-73, Россия), со-

храняя прочие условия неизменными. При этом
часть растений на протяжении всего опыта нахо-
дилась на питательном растворе без добавления
СК. Эти растения служили контролем, отражаю-
щим характер изменения изучаемых показателей
при действии только низких температур.

Выбор низких температур (12°С и 4°С) и про-
должительности (3 сут) их действия основан на ре-
зультатах предыдущих исследований [1, 18]. Ис-
пользуемая в опытах концентрация СК (100 мкМ)
была также выбрана на основании предваритель-
ных экспериментов. Все измерения проводили на
семядольных листьях.

Проницаемость мембран клеток определяли
по выходу электролитов из высечек листьев с ис-
пользованием кондуктометра (“HANNA”, Италия).
Полный выход электролитов определяли по элек-
тропроводности вытяжки после разрушения мем-
бран кипячением. Результирующий выход элек-
тролитов рассчитывали в процентах от полного
выхода [19].

Интенсивность ПОЛ в листьях оценивали по
накоплению продукта окисления – МДА, по
цветной реакции с тиобарбитуровой кислотой
[20]. Для этого навеску (0.1 г) растительного мате-
риала (листья) гомогенизировали в смеси, содер-
жащей трихлоруксусную кислоту и тиобарбиту-
ровую кислоту. Гомогенат центрифугировали
(“BR 4i”, Франция) в течение 15 мин при 10000 g
и температуре 4°С, затем нагревали при 95°С в те-
чение 30 мин, охлаждали во льду 5 мин и вновь
центрифугировали 5 мин при 10000 g. Содержание
МДА определяли на спектрофотометре СФ-2000
(“Спектр”, Россия), измеряя оптическую плот-
ность при 532 нм и неспецифическое поглощение
при 600 нм. Для расчета содержания МДА ис-
пользовали коэффициент молярной экстинкции,
равный 155 л / (ммоль см).

Для определения активности антиоксидант-
ных ферментов навеску листьев (0.3 г) гомогени-
зировали на льду в К-, Na-фосфатном буфере,
рН 7.8. Далее гомогенат центрифугировали в те-
чение 20 мин при 14000 g и температуре 4°С. Су-
пернатант использовали для определения актив-
ности ферментов.

Общую активность супероксиддисмутазы (СОД,
КФ 1.15.1.1) определяли спектрофотометрически
при 560 нм по способности фермента ингибиро-
вать фотохимическое восстановление нитроси-
него тетразолия до формазана [21]. Активность
каталазы (КАТ, КФ 1.11.1.6) определяли по фер-
ментативному разложению H2O2 при 240 нм [22]
и рассчитывали с учетом коэффициента моляр-
ной экстинкции ε = 39.6 л/(моль см). Об активно-
сти гваякол-специфичной пероксидазы (ГПО,
КФ 1.11.1.7) судили по увеличению оптической
плотности при 470 нм в результате окисления гвая-
кола (ε = 26.6 л/(моль см)) в присутствии H2O2 [23].
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Общее содержание белка анализировали методом
Бредфорд, используя в качестве стандарта бычий
сывороточный альбумин [24].

Накопление транскриптов генов CuZnSOD и
CAT определяли с помощью ПЦР в режиме реаль-
ного времени. Навеску листьев (0.05 г) растирали
в жидком азоте. Тотальную РНК выделяли с по-
мощью набора ExtractRNA (“Синтол”, Россия).
Количество и качество тотальной РНК проверяли
спектрофотометрически на приборе SmartSpec
Plus (“Био-Рад”, США) по соотношению длин
волн 260/280 и с помощью электрофореза в
1% агарозном геле. Для удаления остатков ДНК
препарат РНК обрабатывали ДНКазой (“Син-
тол”, Россия). кДНК синтезировали, используя
набор для обратной транскрипции с обратной
транскриптазой МMLV и случайными (random)
гексапраймерами (“Евроген”, Россия) (Supple-
mentary, Table S1). В качестве референсного гена
использовали актин C. sativus. Количество и каче-
ство синтезированой кДНК проверяли спектрофо-
тометрически на приборе SmartSpec Plus (“Био-
Рад”, США). Амплификацию образцов проводили
на приборе iCycler с оптической приставкой iQ5
(“Био-Рад”, США), используя наборы для ам-
плификации с интеркалирующим красителем
SYBR Green (“Евроген”, Россия). Специфич-
ность продуктов амплификации проверяли плав-
лением ПЦР фрагментов. Эффективность ПЦР,
оцениваемая по стандартной кривой, достигала
98%. Содержание транскриптов генов вычисляли
по формуле 2–ΔΔСт и выражали в относительных
единицах. В качестве контрольных образцов были
выбраны кДНК, выделенные из растений, не под-
вергавшихся действию низких температур и обра-
ботке СК.

Биологическая повторность в пределах каждого
варианта опыта в зависимости от анализируемого
показателя была 3–5-кратной, аналитическая –
3-кратной. Каждый опыт повторяли не менее 3 раз.
Статистическую значимость различий между
средними значениями определяли при P < 0.05 на
основе дисперсионного анализа (LSD-тест) с ис-
пользованием программного обеспечения Stat-
graphics (v. 2.1). На рисунках и в таблице представле-
ны средние арифметические значения и их стан-
дартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведенные исследования показали, что

действие низких температур (12°С и 4°С) на рас-
тения огурца вызывает повышение выхода элек-
тролитов из листьев (рис. 1). При температуре
12°С его увеличение наблюдалось только в течение
24 ч и было относительно небольшим (рис. 1а), а при
4°С проницаемость мембран значительно возраста-
ла в течение всего опыта (рис. 1б). Обработка расте-
ний СК (100 мкМ) вызывала снижение экзоосмо-

са электролитов еще до начала холодовых воздей-
ствий (при 22°С) (рис. 1). В условия холода (12°С
и 4°С) под влиянием СК в течение всего экспери-
мента был зарегистрирован более низкий уровень
выхода электролитов из тканей листьев по сравне-
нию с вариантом без обработки проростков СК.

Действие низких температур (12°С и 4°С) при-
водило также к накоплению одного из конечных
продуктов ПОЛ – МДА (табл. 1). При этом к кон-
цу опыта (72 ч) его содержание при 12°С повыси-
лось относительно исходного уровня примерно в
2 раза, а при 4°С – примерно в 5 раз (табл. 1). Об-
работка проростков СК вызывала небольшое (на
15% относительно исходных значений) увеличе-
ние уровня МДА в листьях при 22°С (табл. 1). При
действии на проростки низких температур, как
12°С, так и 4°С, в листьях проростков, обработан-
ных СК, выявлено меньшее содержание МДА,
причём на протяжении всего опыта (табл. 1).

При воздействии на растения огурца низких
температур в их листьях уже через 1 ч зафиксиро-
вано повышение активности СОД (рис. 2а, б).

С увеличением продолжительности действия
температуры 12°С активность СОД (рис. 2а) и
содержание мРНК кодирующего ее гена CuZn-
SOD (рис. 2в) продолжали возрастать, тогда как
при 4°С активность фермента снижалась уже че-

Рис. 1. Влияние СК (100 мкМ) на выход электролитов
из листьев огурца при действии низких температур –
12°С (а) и 4°С (б). Варианты: 1 – 12°С; 2 – 12°С + СК;
3 – 4°С; 4 – 4°С + СК. Разными латинскими буквами
отмечены статистически значимые отличия между
средними значениями при P < 0.05.
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рез 24 ч (рис. 2б), а уровень мРНК гена CuZnSOD
не изменялся (рис. 2г). Экзогенная СК еще до

начала действия низких температур (при 22°С)

вызывала повышение активности СОД на

30% относительно исходного уровня (рис. 2а, б).

При последующем действии низких температур

(12°С и 4°С) активность фермента в листьях рас-

тений огурца, обработанных СК, превышала та-

ковую в контрольном варианте в течение всего
опыта (рис. 2а, б). Наряду с повышением актив-
ности СОД под влиянием СК отмечено возрас-
тание экспрессии гена CuZnSOD (рис. 2в, г).

Сходным образом с СОД, под влиянием низ-
ких температур изменялась активность КАТ –
повышалась в течение всего эксперимента при
12°С (рис. 3а) и резко снижалась спустя сутки

Рис. 2. Влияние СК (100 мкМ) на активность СОД (а, б) и содержание транскриптов гена CuZnSOD (в, г) в листьях
огурца при действии низких температур. Варианты: 1 – 12°С; 2 – 12°С + СК; 3 – 4°С; 4 – 4°С + СК. Разными латин-
скими буквами отмечены статистически значимые отличия между средними значениями при P < 0.05.
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Таблица 1. Влияние СК (100 мкМ) на содержание МДА в листьях огурца при действии низких температур.

Примечание. Разными латинскими буквами отмечены статистически значимые отличия между средними значениями в пре-
делах каждого температурного воздействия при P < 0.05.

Экспозиция, ч
Содержание МДА, нмоль/г сырого веса

12°С 12°С + СК 4°С 4°С + СК

0 8.8 ± 0.5g 10.1 ± 0.4def 8.8 ± 0.5i 10.1 ± 0.4h

1 10.6 ± 0.3def 9.7 ± 0.5dfg 12.0 ± 0.7f 9.6 ± 0.4hi

5 11.1 ± 0.5de 9.9 ± 0.7fg 13.3 ± 0.7f 10.6 ± 0.6gh

24 12.1 ± 0.3c 11.0 ± 0.3ef 15.9 ± 0.7e 12.8 ± 1.1fg

48 14.4 ± 0.7ab 12.9 ± 0.4bc 26.3 ± 1.4c 20.1 ± 1.5d

72 16.1 ± 0.6a 12.8 ± 0.5bc 41.7 ± 1.6a 35.1 ± 1.5b
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действия температуры 4°С (рис. 3б). Содержание

мРНК гена CAT превышало исходный уровень в

течение всего периода действия температуры

12°С (рис. 3в), а при 4°С – к концу опыта не отли-

чалось от него (рис. 3г). Под влиянием СК актив-

ность КАТ и уровень мРНК гена CAT увеличива-

лись уже при 22°С (рис. 3). При последующем

действии холода (особенно температуры 4°С) ак-

тивность КАТ и содержание мРНК гена CAT под

влиянием СК существенно превышали таковые в

контроле (рис. 3).

Анализ активности ГПО в листьях растений,

подвергнутых холодовому воздействию, показал,

что при температуре 12°С она возрастает с увели-

чением продолжительности опыта (рис. 4а), а при

4°С – после некоторого повышения возвращает-

ся к исходному уровню (рис. 4б). При этом в ва-

рианте, в котором растения на протяжении всего

периода действия холода находились на пита-

тельном растворе с добавлением СК, обнаружена

более высокая активность ГПО (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Как известно, адаптивные возможности тепло-
любивых растений, к которым относится огурец,
крайне ограничены [18]. Действие на них низких
температур приводит к различным структурно-
функциональным нарушениям и сопровождается
появлением симптомов холодового повреждения
[1, 19]. Как правило, под влиянием низких темпера-
тур, особенно при их продолжительном действии,
происходит нарушение целостности мембранных
структур [25]. СК, как показывают исследования,
способна оказывать защитный эффект на мембра-
ны клеток растений, обусловленный, в первую оче-
редь, предотвращением ПОЛ [3, 14, 16]. В нашем
случае при действии субповреждающей темпера-
туры (12°С) СК способствовала сохранению их
целостности, и судя по выходу электролитов, хо-
лодоустойчивость растений огурца к концу опыта
под влиянием СК повышалась. Важно отметить,
что и при повреждающей температуре (4°С) СК
частично нивелировала ее негативный эффект на

Рис. 3. Влияние СК (100 мкМ) на активность КАТ (а, б) и содержание транскриптов гена CAT (в, г) в листьях огурца
при действии низких температур. Варианты: 1 – 12°С; 2 – 12°С + СК; 3 – 4°С; 4 – 4°С + СК. Разными латинскими
буквами отмечены статистически значимые отличия между средними значениями при P < 0.05.
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мембраны клеток, способствуя снижению их
проницаемости (по сравнению с контролем), хо-
тя и не предотвращая ее рост с повышением про-
должительности воздействия.

Механизмы протекторного действия СК и ее
производных в настоящее время активно изучают-
ся [3, 5, 7]. При этом отмечается, что СК сочетает в
себе свойства сигнальной молекулы и стрессового
фитогормона [8]. Например, при атаке патогенов в
местах их внедрения СК индуцирует у растений
развитие реакции сверхчувствительности. Она
выражается в быстром отмирании части клеток, в
том числе инфицированных, в результате интен-
сивного накопления АФК [6]. Последние, в свою
очередь, не только обладают прямым биоцидным
действием, но и являются одними из сигнальных
посредников в реализации эффектов СК [26, 27].
С другой стороны, имеются данные о том, что при
обработке растений СК в их клетках, наоборот,
происходит снижение уровня АФК и продуктов
ПОЛ, что, в конечном итоге, способствует повы-
шению их устойчивости к неблагоприятным фак-
торам среды [5–7, 9].

Об участии СК в регуляции устойчивости теп-
лолюбивых растений к низким температурам че-

рез снижение уровня окислительного стресса уже
сообщалось в ряде работ [12–14, 28]. Например,
показано, что предобработка растений огурца
[14] и кукурузы [13] СК значительно снижала со-
держание пероксида водорода и/или МДА в усло-
виях действия низких температур (10°С и 5°С).
Интересно отметить, что при использовании ин-
гибиторов биосинтеза СК негативное действие
холода на растения усиливалось, о чем свидетель-
ствовало более интенсивное накопление индикато-
ров развития окислительного стресса, которое по-
давлялось в случае совместного использования ин-
гибиторов биосинтеза СК и экзогенной СК [12, 13].

Как следует из полученных нами результатов,
действие низких температур, как 12°С, так и 4°С,
вызывает усиление процессов ПОЛ в значительно
большей степени развивающихся в клетках расте-
ний огурца, испытывающих действие температуры
4°С. При этом в варианте с экзогенной СК интен-
сивность процессов ПОЛ, индуцируемых холодо-
выми воздействиями, была меньше, на что указы-
вает более низкий уровень МДА в течение всего
опыта. В случае действия температуры 12°С это,
очевидно, способствовало более успешной адапта-
ции проростков к холоду. Напротив, с увеличением
продолжительности повреждающего воздействия
(4°С) независимо от присутствия в питательном
растворе СК в листьях огурца происходило значи-
тельное накопление МДА. Последнее, в свою оче-
редь, приводило к резкому повышению проницае-
мости мембран клеток, которое сопровождалось
потерей их содержимого, и в конечном итоге к ги-
бели растений.

Согласно литературным данным об участии
СК и ее производных в защитно-приспособитель-
ных реакциях растений, одним из механизмов их
протекторного действия является регуляция ак-
тивности антиоксидантных ферментов [3, 5, 6].
При этом, как показывают исследования, СК мо-
жет и стимулировать, и ингибировать их актив-
ность. В частности, СК-индуцированное повыше-
ние устойчивости растений к патогенам обуслов-
лено ее способностью ингибировать активность
железосодержащих ферментов, что приводит к на-
коплению АФК и способствует уничтожению па-
тогенов [6, 28]. С другой стороны, увеличение ак-
тивности антиоксидантных ферментов под влия-
нием СК способствует повышению устойчивости
растений к другим стресс-факторам, включая
низкие температуры [9, 10, 12, 13, 16].

Нашими исследованиями показано, что СК
индуцировала активизацию основных антиокси-
дантных ферментов (СОД, КАТ и ГПО) в листьях
огурца еще до начала действия низких температур
(при 22°С). Можно предположить, что СК вызы-
вала в этом случае эффект, сходный с действием мо-
дуляторов окислительного стресса, т. е. увеличение
активности антиоксидантных ферментов могло

Рис. 4. Влияние СК (100 мкМ) на активность ГПО в
листьях огурца при действии низких температур –
12°С (а) и 4°С (б). Варианты: 1 – 12°С; 2 – 12°С + СК;
3 – 4°С; 4 – 4°С + СК. Разными латинскими буквами
отмечены статистически значимые отличия между
средними значениями при P < 0.05.
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быть обусловлено усилением генерации их субстра-
тов. В пользу этого предположения говорят, к при-
меру, данные о том, что обработка растений пшени-
цы СК вызывает повышение активности суперок-
сид-генерирующих ферментов (НАДФН-оксидазы
и внеклеточной пероксидазы), содержания АФК
(супероксдного радикала и пероксида водорода)
и активности ряда антиоксидантных ферментов
(СОД, КАТ и ГПО) [29]. При этом ингибиторы
НАДФН-оксидазы (α-нафтол) и пероксидазы
(салицилгидроксамовая кислота), а также анти-
оксидант ионол частично нивелировали действие
СК и существенно снижали ее положительное влия-
ние на устойчивость пшеницы к высокой темпера-
туре. О способности СК индуцировать увеличение
уровня АФК, в частности супероксидного радика-
ла, вследствие активизации внеклеточных перок-
сидаз свидетельствуют данные, полученные на
корнях растений пшеницы [30].

Исходя из этого можно полагать, что в наших
опытах СК усиливала образование АФК в клетках
огурца, что, в свою очередь, активизировало ра-
боту антиоксидантных ферментов. При последу-
ющем действии температуры 12°С, благодаря уже
произошедшей активизации работы СОД, КАТ и
ГПО, их активность в листьях обработанных СК
растений в течение всего опыта превышала тако-
вую у необработанных. Существенно, что и при
температуре 4°С СК хотя и не предотвращала
снижения активности СОД и КАТ, но способ-
ствовала их поддержанию на более высоком уровне.

Как показывают исследования, регуляция актив-
ности антиоксидантных ферментов под влиянием
СК может осуществляться не только посредством
постранскрипционной и пострансляционной акти-
вации ранее синтезированных в клетках молекул, но
и через их синтез de novo. Так, Dong с соавт. [12] по-
казали участие СК в регуляции транскрипции генов
ферментов, осуществляющих антиоксидантную
функцию, в листьях огурца при действии темпе-
ратуры 8°С. При этом использование ингибитора
биосинтеза СК (паклобутразола) вызывало сни-
жение уровня мРНК генов SOD, CAT и APX, что, в
свою очередь, сказывалось и на активности фер-
ментов, кодируемых этими генами. В случае сов-
местного использования паклобутразола и экзоген-
ной СК уровень экспрессии этих генов и актив-
ность антиоксидантных ферментов не только не
уменьшались, а даже превышали значения в кон-
троле (без паклобутразола и СК), что способствова-
ло снижению негативного действия охлаждения на
проростки огурца [12].

В наших опытах выявлено значительное уси-
ление экспрессии генов CuZnSOD и CAT, кодиру-
ющих СОД и КАТ, в листьях огурца под влиянием
СК даже при 22°С. По всей видимости, это стало
причиной того, что при последующем воздей-
ствии низких температур в листьях огурца в опыт-

ном варианте (с обработкой СК) уровень мРНК ге-
нов CuZnSOD и CAT и активность кодируемых ими
ферментов были существенно выше, чем у расте-
ний, не подвергавшихся подобной обработке. Одна-
ко, даже в присутствии СК активность КАТ и СОД с
увеличением продолжительности действия темпе-
ратуры 4°С уменьшалась и к концу опыта была ниже
исходных значений. По-видимому, это было свя-
зано с холодовой инактивацией ферментов вслед-
ствие повреждения их белковой части. Кроме того,
инактивация железосодержащих ферментов могла
быть обусловлена необратимым окислением их
Fe-S-центров, которое вызывают АФК [26].

Таким образом, суммируя полученные нами
результаты и сопоставляя их с имеющимися в ли-
тературе данными, можно заключить, что в усло-
виях действия низких положительных температур
защитный эффект СК в отношении растений
огурца обеспечивается за счет ее участия в регуля-
ции деятельности антиоксидантной системы.
Увеличение активности ключевых антиоксидант-
ных ферментов (СОД, КАТ и ГПО) под влиянием
СК приводит к снижению интенсивности окис-
лительного стресса в клетках растений и, как
следствие, способствует сохранению целостности
их мембранных структур. В конечном итоге, ука-
занные изменения, наряду с функционированием
других адаптивных механизмов, обеспечивают по-
вышение холодоустойчивости огурца в условиях
действия субповреждающей температуры, а так-
же частично нивелируют ее негативный эффект в
случае повреждающего воздействия на растения.

Исследования выполнены на научном обору-
довании Центра коллективного пользования Фе-
дерального исследовательского центра “Карель-
ский научный центр Российской академии наук”.
Финансовое обеспечение исследований осуществ-
лялось из средств федерального бюджета на выпол-
нение государственного задания Федерального го-
сударственного бюджетного учреждения науки Фе-
дерального исследовательского центра “Карельский
научный центр Российской академии наук” (тема
№ 0218-2019-0074).
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Исследовали способность брассиностероидов (БС) разной химической структуры (на примере
24-эпибрассинолида (ЭБЛ) и 24-эпикастастерона (ЭКС)) индуцировать у растений рапса (Brassica
napus L.) состояние прайминга, повышающего устойчивость к “отсроченному” солевому стрессу
(150 мМ NaCl). После 2-недельного роста проростков рапса на гидропонной установке на среде Хо-
гланда-Снайдера (ХС) их переносили на ту же среду с добавлением ЭБЛ или ЭКС (10 нМ) на 4 ч.
Далее растения находились на среде ХС без добавления БС 20 ч. В дальнейшем их выращивали на
питательной среде ХС в отсутствие или в присутствии 150 мМ NaCl в течение 6 суток. Засоление
тормозило ростовые процессы (длину стебля, число листьев, площадь ассимилирующей поверхно-
сти, сырую массу растений (на 30–35%)), понижало уровни хлорофиллов a и b и каротиноидов (на
38–44%), оводненность тканей (на 3.54%), осмотический потенциал клеток (в 1.7 раза) и повышало
перекисное окисление липидов (ПОЛ) (на 62%) в листьях. Одновременно солевой стресс стимули-
ровал в 6 раз уровень пролина в листьях, в 11 раз в стеблях и корнях, в 2.3 раза активность суперок-
сиддисмутазы (СОД) и на 26% пероксидазы. При засолении во всех частях растений возрастала кон-
центрация (At%) Na и Cl, но снижалась концентрация ионов K, Ca, Mg, S, P, Al и Fe. Обработка рас-
тений БС (10 нМ, 4 ч) стимулировала ростовые процессы в оптимальных условиях, что в бóльшей
степени было характерно для ЭКС, который также увеличивал содержание хлорофилла а и кароти-
ноидов (на 11 и 18% в листьях, соответственно). БС стимулировали активность антиоксидантных
ферментов (ЭБЛ повышал в 4.6 раза активность СОД, ЭКС увеличивал активности СОД и перокси-
дазы (на 48%)), что могло влиять на развитие состояния прайминга у растений. Предобработка про-
ростков рапса БС повышала устойчивость к последующему солевому стрессу. Протекторный эф-
фект БС проявлялся на уровнях ростовых реакций (прежде всего, у ЭКС), водного статуса и осмо-
тического потенциала листьев. Уровень ПОЛ понижался за счет активации СОД и пероксидазы в
случае с ЭБЛ и ЭКС, соответственно. Накопление ионов в растениях, подвергнутых гормональному
праймингу, зависело от химической структуры БС. Высказано предположение, что протекторный
эффект прайминга БС обусловлен способностью гормонов до стресса активировать антиоксидант-
ные ферменты и воздействовать на систему транспорта неорганических ионов таким образом, что
при последующем засолении растения более активно аккумулировали ионы, следствием чего явля-
лось понижение осмотического потенциала клеток и поддержание водного статуса. Полученные ре-
зультаты могут быть полезны при разработке технологии повышения солеустойчивости рапса.

Ключевые слова: Brassica napus L., прайминг, засоление, окислительный и осмотический стресс,
пролин, ионы, брассиностероиды
DOI: 10.31857/S0015330321020081

ВВЕДЕНИЕ
Интенсивное техногенное загрязнение окружа-

ющей среды привело к серьезному обострению эко-

логической ситуации в мире, в том числе, к расши-
рению засоленных территорий. В настоящее время
засоленные почвы составляют 932.2 млн га и встре-
чаются, по меньшей мере, в 100 странах, прежде
всего, в Пакистане, Китае, США, Индии, Аргенти-
не, в странах Центральной и Западной Азии, а так-

Сокращения: БС – брассиностероиды, ЭБЛ – 24-эпибрас-
синолид, ЭКС – 24-эпикастастерон

УДК 581.1
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же на побережье Средиземного моря [1]. Засоление
является следствием неэффективного управления
агропроизводством и чрезмерной эксплуатации
водных ресурсов, особенно в условиях засушли-
вого климата [2]. В России засолению почв под-
вержены территории почти половины субъектов
страны. Основные сельскохозяйственные угодья
России, включая 80% пахотных земель, локализо-
ваны в южных регионах, значительная часть ко-
торых может быть отнесена к засоленным терри-
ториям [3].

Повышенное содержание солей в почве или
поливной воде оказывает губительное влияние на
растения, в основе которого лежат нарушения
клеточного метаболизма, баланса эндогенных ре-
гуляторов, основных физиологических процес-
сов и, в конечном итоге, приводит к снижению
продуктивности растений и их пищевой ценно-
сти [4]. Ситуация усугубляется увеличением в гео-
метрической прогрессии численности населения на
планете, что предполагает рост производства про-
довольствия. При этом производство 90% всей ми-
ровой агрономической продукции достигается за
счет выращивания 30 видов сельскохозяйствен-
ных культур, подавляющее большинство которых
являются гликофитами, т. е. растениями, не-
устойчивыми к избыточному засолению [5].

В настоящее время не существует эффективных
технологий снижения степени засоленности зе-
мель. По этой причине использование засоленных
почвенных ресурсов в интересах аграрного произ-
водства требует повышения солеустойчивости хо-
зяйственно ценных сортов растений. Подобная
ситуация предполагает изучение физиологических
механизмов адаптации растений к засоленным ме-
стообитаниям.

Ключевая роль в регуляции онтогенеза и адап-
тации растений к неблагоприятным условиям, в
том числе и засолению, принадлежит фитогормо-
нам, таким как абсцизовая кислота, гибберелли-
ны, ауксины, цитокинины, этилен и брассиносте-
роиды [6]. Брассиностероиды (БС) представляют
собою группу стероидных гормонов растений,
вовлеченных в регуляцию практически всех фи-
зиологических функций [7]. На клеточном уров-
не это проявляется в дифференциальной регуля-
ции биосинтеза белков и нуклеиновых кислот,
способности изменять свойства мембран и других
клеточных структур, что приводит к стимуляции
роста, оптимизации онтогенетического развития,
улучшению пищевой ценности плодов и повыше-
нию урожайности [7, 8]. В то же время БС обладают
стресс-протекторными и адаптогенными свойства-
ми, повышающими устойчивость растений ко мно-
гим повреждающим воздействиям [7, 9, 10].

Среди преимуществ БС можно отметить их
экологическую безопасность и способность вы-
зывать биологические эффекты в крайне низких

по сравнению с другими гормонами концентра-
циях. В последние годы была существенно рас-
ширена область агроприложений стероидных
гормонов растений и созданы новые способы и
средства повышения с их помощью урожайности
и качества продукции растениеводства [11–13].
Подавляющее большинство опубликованных ра-
бот было направлено на изучение протекторных ме-
ханизмов БС в условиях стресса [13–15], тогда как их
способность индуцировать состояние прайминга,
повышающего устойчивость растений к отсрочен-
ному действию повреждающего фактора в результа-
те кратковременной гормональной обработки рас-
тений, практически не изучена [11, 12, 16]. Тем не
менее, было установлено, что высокую биологи-
ческую активность проявляет лактонсодержащий
брассиностероид – 24-эпибрассинолид (ЭБЛ) [17].
Потенциально активным соединением может
быть и его предшественник в химическом синтезе –
кетон-содержащий 24-эпикастастерон (ЭКС), чей
механизм стресс-протекторного действия в на-
стоящее время слабо исследован.

Цель работы – изучение способности лактон-
и кетонсодержащего БС индуцировать состояние
прайминга у растений рапса, а также специфич-
ности их действия в условиях солевого стресса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводили на растениях рапса

(Brassica napus L.) сорта Вестар канадской селек-
ции. Семена проращивали в перлите на дистил-
лированной воде в течение 7 суток, после чего
проростки переносили на жидкую питательную
среду Хогланда-Снайдера (ХС) для дальнейшего
культивирования под люминесцентными лампами
L36W/77 Fluora (“Osram”, Германия) при плотно-
сти потока квантов ФАР 100 мкмоль ∙ м–2 ∙ с–1 в фи-
тотроне с 16-часовым фотопериодом и темпера-
турой 23 ± 0.5°C (при освещении) и 20 ± 0.5°C
(ночью). После 2-недельного роста на гидропон-
ной установке в среде ХС растения переносили на
ту же среду с добавлением ЭБЛ или ЭКС в кон-
центрациях 10 нМ на 4 ч. Далее растения находи-
лись на среде ХС без добавления БС 20 ч. В даль-
нейшем их помещали на питательную среду ХС в
отсутствие или в присутствии 150 мМ NaCl. Кон-
трольные растения росли на стандартной среде
ХС в течение всего эксперимента. Используемые в
данной работе концентрации NaCl и БС были подо-
браны в предварительных опытах. Растительный
материал фиксировали через 6 суток, после добав-
ления в среду NaCl.

Для оценки активности антиоксидантных
ферментов и оценки интенсивности перекисного
окисления липидов (ПОЛ) листья средних ярусов
(далее – листья) фиксировали в жидком азоте;
для измерения содержания фотосинтетических
пигментов – 96% этанолом. С целью определения
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величины осмотического потенциала клеточного
содержимого листья замораживали при –20°С.
Для анализа пролина листья, стебли и корни рас-
тений фиксировали жидким азотом.

Для оценки содержания фотосинтетических
пигментов листья растирали в 96% этаноле, и по-
лученный гомогенат центрифугировали 10 мин
при 8 тыс. об/мин (центрифуга MiniSpin, “Eppen-
dorf”, Германия). Оптическую плотность спирто-
вого раствора (итоговый объем вытяжки 1.5 мл)
измеряли на спектрофотометре Genesys 10S UV-Vis
(“ThermoScientific”, США) при 470.0, 648.6; 664.2,
720.0 нм.

Свежую и сухую биомассы растительного ма-
териала оценивали гравиметрическим методом.
Сухую массу определяли после фиксации матери-
ала при 90°С в течение 1.5 ч и его высушивания
при 70°С до постоянного веса. Содержание воды
(% от сырой массы) рассчитывали, исходя из от-
ношения разности сырой и сухой биомассы, от-
несенной к сырой массе и умноженной на 100%.

Осмотический потенциал клеточного экссуда-
та определяли на криоскопическом осмометре
Osmomat 030 (“Gonotec”, Германия) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Клеточный
сок отжимали из размороженных образцов ли-
стьев растений.

Концентрации неорганических ионов (Na, K,
Cl, Al, P, Mg, Ca, S и Fe) определяли в высушен-
ных листьях, стеблях и корнях методом энергодис-
персионного анализа на электронном ионно-раст-
ровом сканирующем микроскопе “Quanta 200 3D”
EDAX (Нидерланды). Данные представлены в атом-
ных процентах (At%) от общего количества элемен-
тов в данной точке образца (100 At%) за вычетом до-
ли углерода и кислорода. Сканирование каждого
варианта проводили не менее шести раз.

Интенсивность ПОЛ оценивали в образцах
растений по образованию окрашенного комплек-
са – продукта малонового диальдегида (МДА) в
реакции с тиобарбитуровой кислотой при нагре-
вании. Определение содержания пролина оцени-
вали в образцах растений согласно методике,
описанной ранее [12].

Для оценки активности супероксиддисмутазы
(СОД) (ЕС 1.15.1.1) и гваякол-зависимой пероксида-
зы (ПО) (ЕС 1.11.1.7) листья растений растирали в
жидком азоте с нерастворимым поливинилпирро-
лидоном, экстрагировали 0.066 М калий-фосфат-
ным буфером (рН 7.4), содержавшим 0.5 М дитио-
трейтола, 0.1 М фенилметилсульфонилфторида в
диметилсульфоксиде, затем центрифугировали
20 минут при 8000 об/мин и температуре 4°С (“Ep-
pendorf 5430R”, Германия). Из полученного су-
пернатанта отбирали аликвоты для определения
активности СОД и ПО. Общую активность СОД
определяли по методу, описанному ранее [12]. Ре-
акционная смесь объемом 2 мл содержала: 10 мкл

супернатанта, 1.75 мл 50 мМ Трис-HCl-буфера
(рН 7.8), 0.2 мл 0.1 М DL-метионина, 0.063 мл
1.7 мМ нитросинего тетразолия (“Fermentas”,
США), 0.047 мл 1% Тритона Х-100 и 0.060 мл
0.004% рибофлавина. Реакцию проводили при
освещении белыми светодиодными лампами
(I = 232 мкмоль ∙ м–2 ∙ с–1) в течение 30 мин. По-
глощение раствора измеряли при 560 нм на спек-
трофотометре Genesys 10S UV-Vis (“Thermo-
Scientific”, США).

Активность ПОЛ определяли так, как описано
ранее [12]. Реакционная смесь содержала 50 мкл
супернатанта, 1.95 мл 0.066 М калий-фосфатного
буфера (рН 7.4), 200 мкл 7 мМ гваякола, 250 мкл
0.01 М H2O2. Поглощение раствора измеряли при
470 нм на спектрофотометре Genesys 10S UV-Vis
(“ThermoScientific”, США).

Концентрацию белка оценивали по методу,
описанному ранее [12].

Все эксперименты повторяли не менее трех раз.
Для каждой биологической повторности использо-
вали 50 растений. Полученные результаты представ-
лены на рисунках в виде средней арифметической со
стандартной ошибкой. Для сравнения независимых
выборок, подчиняющихся закону нормального рас-
пределения, использовали параметрический крите-
рий Стьюдента. Значения t-критерия находили для
95% уровня значимости (Р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние ЭБЛ, ЭКС и NaCl на рост растений
рапса при солевом стрессе

В оптимальных условиях выращивания вне-
сение БС в питательный раствор на 4 ч стимули-
ровало ростовые процессы. Так, добавление
ЭКС приводило к увеличению длины стебля,
суммарной площади листовой поверхности и
сырой массы растений на 29, 22 и 15%, соответ-
ственно. В сравнении с ЭКС, стимулирующий
эффект ЭБЛ был менее выражен и проявлялся
лишь в ускорении на 13% роста стебля. Хлорид-
ное засоление (150 мМ NaCl) тормозило рост
стебля, уменьшало площадь ассимилирующей
поверхности и, в конечном итоге, подавляло на
30–35% накопление сырой массы растений.
Кратковременное воздействие ЭКС заметно сни-
жало степень подавления роста растений в усло-
виях отсроченного действия солевого стресса.
Общая сырая масса растений и их ассимилирую-
щая поверхность составляли 86–88% от значе-
ний контрольного варианта (табл. 1).
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Влияние брассиностероидов и NaCl 
на содержание фотосинтетических

пигментов в листьях растений

В оптимальных условиях выращивания экзо-
генный ЭКС стимулировал накопление хлоро-
филла а и каротиноидов на 11 и 18%, соответ-
ственно, тогда как ЭБЛ достоверных изменений в
содержании основных фотосинтетических пиг-
ментов не вызывал. Хлоридное засоление снижало
содержание хлорофиллов a и b и каротиноидов в
листьях на 38–44%. Кратковременная гормональ-
ная предобработка растений не снижала негатив-
ного эффекта последующего солевого стресса на
уровне содержания фотосинтетических пигмен-
тов (рис. 1).

Влияние ЭБЛ, ЭКС и NaCl
на водный статус растений

Кратковременное воздействие ЭБЛ и ЭКС до-
стоверно не изменяло содержание воды в листьях
и корнях рапса. При действии на растения рапса
NaCl содержание воды в расчете на единицу сы-
рой массы достоверно снизилось на 3.54% в ли-
стьях. Прайминг растений рапса БС способство-
вал повышению содержания воды в тканях листа
практически до контрольных значений (рис. 2).
Показатели содержания воды у растений, подвер-
женных гормональной обработке и последующе-
му солевому стрессу, достоверно не отличались от
значений контрольного варианта.

Принципиально важным для поддержания оп-
тимального водного статуса тканей растений при

Рис. 1. Влияние ЭБЛ (10 нМ), ЭКС (10 нМ) и NaCl (150 мМ) на содержание фотосинтетических пигментов в листьях
растений. Столбики черного цвета – хлорофилл а, белого цвета – хлорофилл b, серого цвета – каротиноиды. Досто-
верные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены разными буквами.
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Таблица 1. Влияние ЭБЛ (10 нМ), ЭКС (10 нМ) и NaCl (150 мМ) на ростовые показатели растений. Достоверные
различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены разными буквами.

Вариант Длина стебля, см
Суммарная площадь 

листовой поверхности, см2
Общая сырая масса 

растений, г

0 мМ NaCl Контроль 2.84 ± 0.14а 48.07 ± 2.27а 2.48 ± 0.12а

ЭБЛ 3.21 ± 0.17ab 51.00 ± 2.25а 2.53 ± 0.11а

ЭКС 3.65 ± 0.18b 58.61 ± 2.40b 2.85 ± 0.12b

150 мМ NaCl Контроль 2.05 ± 0.12c 34.96 ± 2.23с 1.60 ± 0.11c

ЭБЛ 2.12 ± 0.11c 36.08 ± 1.88c 1.81 ± 0.09c

ЭКС 2.21± 0.10c 42.21 ± 2.34a 2.13 ± 0.14а
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засолении является понижение их осмотического
потенциала до уровня, обеспечивающего поступ-
ление воды из среды в растение. Осмотический
потенциал при хлоридном засолении достигал ве-
личины –1.46 МПа, что в 1.7 раз ниже контроль-
ных значений. Кратковременное действие гормо-
нов при последующем солевом стрессе приводи-
ло к снижению данного показателя до –1.70 МПа
в случае с ЭБЛ и до –1.75 МПа при обработке
ЭКС. В оптимальных условиях роста обработка
растений БС не влияла на осмотический статус
листьев (рис. 3).

Влияние брассиностероидов и NaCl 
на содержание неорганических ионов в листьях, 

стеблях и корнях растений

Важную роль в формировании осмотического
потенциала клеточного содержимого играют не-
органические ионы, прежде всего, ионы K, хотя в
условиях засоления важная роль принадлежит
также и ионам Na. Нами были проанализированы
концентрации в атомных процентах (At%) Na,
Mg, Al, P, S, Cl, K, Ca и Fe в листьях, стеблях и
корнях растений. В корнях контрольных расте-
ний, по сравнению с побегом, преобладали все
анализируемые ионы, за исключением ионов ка-
лия и магния (табл. 2). Как следует из полученных
данных, в ответ на воздействие NaCl во всех ча-
стях растений значительно возрастали At% на-
трия и хлора и снижались At% ионов калия, каль-
ция, магния, серы, фосфора, алюминия и железа
(табл. 2). При этом концентрации ионов натрия
и хлора были несколько выше в листьях, чем в
корнях.

Накопление ионов в растениях, подвергнутых
кратковременной обработке БС, было органоспе-
цифичным и определялось химической структу-
рой гормона. Так, кратковременная обработка
растений ЭБЛ увеличивала At% ионов натрия и
серы в листьях на 90 и 13%, соответственно, в то
время как концентрация ионов кальция снизилась
на 25%. ЭКС усиливал накопление в листьях ионов
серы, магния и кальция на 24, 23 и 16%, при этом
концентрации алюминия, железа и калия снижа-
лись на 50, 30 и 14%, соответственно (табл. 2).

Прайминг растений БС с последующим соле-
вым стрессом приводил к частичному восстановле-
нию накопления фосфора в стебле, ионов кальция в
листьях и стеблях для ЭБЛ, и в листьях – для ЭКС;
снижал аккумуляцию ионов натрия в стеблях расте-

Рис. 2. Влияние ЭБЛ (10 нМ), ЭКС (10 нМ) и NaCl (150 мМ) на содержание воды в растениях рапса. Столбики черного
цвета – побеги, белого цвета – корни растений. Достоверные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены разными буквами.
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Рис. 3. Влияние ЭБЛ (10 нМ), ЭКС (10 нМ) и NaCl
(150 мМ) на осмотический потенциал в листьях рас-
тений рапса. Достоверные различия на уровне P <
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ний. ЭКС замедлял транспорт ионов хлора в листья
растений и тормозил их накопление в корнях, по
сравнению с действием одного солевого стресса,
при этом суммарные At% ионов хлора во всех вари-
антах с NaCl были сходными (табл. 2).

Влияние ЭБЛ, ЭКС и NaCl на интенсивность 
перекисного окисления липидов в растениях

Одним из негативных последствий действия
засоления на растения является окислительный
стресс, связанный, прежде всего, с нарушениями
процессов фотосинтеза и дыхания [18]. Интен-
сивность окислительного стресса в листьях рапса
оценивали по уровню ПОЛ, критерием которого
служило содержание МДА в реакции с тиобарби-
туровой кислотой.

Как следует из полученных данных, хлоридное
засоление повышало уровень ПОЛ в листьях и
стеблях растений на 62 и 33% относительно кон-
троля (рис. 4). Кратковременная гормональная об-
работка рапса в оптимальных условиях выращива-
ния достоверно не влияла на уровень окислитель-
ного стресса. Антиоксидантная эффективность БС
определялась химической структурой гормона и, в
определенной степени, характеризовалась органо-
специфичностью. Так, прайминг ЭБЛ полностью
снимал NaCl-зависимый окислительный стресс в
стеблях и частично – в листьях, в то время как
ЭКС полностью нивелировал негативный соле-
вой эффект в листьях и не влиял на величину
ПОЛ в стеблях (рис. 4).

Влияние брассиностероидов и NaCl
на содержание пролина в растениях

Для поддержания водного гомеостаза между
основными внутриклеточными компартментами
цитоплазмой и вакуолью в условиях засоления
важная роль принадлежит совместимым осмоли-
там, одним из которых является пролин [19]. В
оптимальных условиях выращивания кратковре-
менная обработка растений БС не влияла на эн-
догенное содержание пролина. Хлоридное засоле-
ние повышало уровень пролина в листьях в 6 раз, в
стеблях и корнях – в 11 раз по сравнению с кон-
трольным вариантом. Прайминг БС с последую-
щим засолением растений не вызывал достоверных
изменений в содержании пролина по сравнению с
действием одного 150 мМ NaCl (рис. 5).

Влияние ЭБЛ, ЭКС и NaCl на активности 
супероксиддисмутазы и пероксидазы

в листьях растений рапса

Для снижения негативного влияния окислитель-
ного стресса в растениях активируются антиокси-
дантные защитные системы, действие которых на-
правлено на гашение активных форм кислорода
(АФК). Важными ферментами антиоксидантной
системы являются СОД и пероксидаза (ПО). В
ответ на действие NaCl растения отвечали увели-
чением активности СОД в 2.3 раза и ПО на 26%
относительно контрольных значений (рис. 6, 7).

Кратковременное воздействие ЭБЛ и ЭКС по-
вышало активность СОД в 4.6 и 6.7 раз, соответ-
ственно, в сравнении с контрольным вариантом

Рис. 4. Влияние ЭБЛ (10 нМ), ЭКС (10 нМ) и NaCl (150 мМ) на содержание МДА в листьях, стеблях и корнях растений
рапса. Столбики черного цвета – листья, белого цвета – стебли, серого цвета – корни. Достоверные различия на уров-
не P ≤ 0.05 отмечены разными буквами.
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(рис. 6). Активность ПО достоверно повышалась
только в ответ на действие ЭКС на 48% по сравне-
нию с контролем (рис. 7).

Выявлена специфика действия БС в отноше-
нии активации ферментативной антиоксидант-
ной системы у растений на фоне последующего
солевого стресса. Так, кратковременная обработ-
ка ЭБЛ при последующем засолении приводила к
увеличению активности СОД в 2.5 раза относи-
тельно соответствующих значений в растениях,
подвергнутых хлоридному засолению, в то время

как эффект ЭКС был сопоставим с действием одно-
го стрессора (рис. 6). Прайминг растений рапса БС
с последующим засолением вызывал достоверное
увеличение активности ПО относительно действия
стрессора только в случае с ЭКС (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ

Одним из основных негативных эффектов за-
соления является торможение роста растений, в
основе которого лежит, прежде всего, прогресси-

Рис. 5. Влияние ЭБЛ (10 нМ), ЭКС (10 нМ) и NaCl (150 мМ) на содержание пролина у растений. Столбики черного
цвета – листья, белого цвета – стебли, серого цвета – корни. Достоверные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены раз-
ными буквами.
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Рис. 6. Влияние ЭБЛ, (10 нМ), ЭКС (10 нМ) и NaCl
(150 мМ) на активность СОД в листьях растений. До-
стоверные различия на уровне P ≤ 0.05 отмечены раз-
ными буквами.
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(150 мМ) на активность пероксидазы (ПО) в листьях
растений рапса. Достоверные различия на уровне P ≤
≤ 0.05 отмечены разными буквами.
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рующий водный дефицит, обусловленный сни-
жением способности клеток корня поглощать во-
ду. Осмотический стресс инициирует развитие в
растениях водного дефицита [20], приводящего к
нарушению клеточного гомеостаза и снижению
продуктивности растений [21]. В нашем исследо-
вании хлоридное засоление ожидаемо ингибиро-
вало рост растений рапса. Подавление роста стеб-
ля и листьев 150 мМ NaCl снижало накопление
биомассы и оводненность тканей (табл. 1, рис. 2).
Такие отрицательные последствия засоления со-
провождались значительным понижением осмо-
тического потенциала клеточного экссудата в ли-
стьях (рис. 3). Ранее было показано, что для адап-
тации к осмотическому стрессу ключевую роль
играют K+ и Na+ [22]. В данном исследовании на-
блюдалось усиление накопления натрия и хлора,
и падение концентраций других исследованных
ионов на фоне засоления. Известно, что БС по-
вышают устойчивость растений к осмотическому
стрессу [12]. Такой эффект достигался за счет по-
вышения эффективности использования воды и
снижения устьичной проводимости [23]. Кратко-
временная обработка растений БС понижала ве-
личину осмотического потенциала в листьях при
солевом стрессе (рис. 3). При этом вызванное
ЭКС падение осмотического потенциала, по-ви-
димому, повышало водопоглотительную способ-
ность клеток корня, поскольку морфометриче-
ские показатели растений и оводненность тканей
практически соответствовали контрольным зна-
чениям (табл. 1). Возможно, данный эффект мог
быть реализован путем гормональной регуляции
накопления ионов в разных частях растений.

Известно, что продуктивность растения может
определяться фотосинтетической активностью
ассимиляционного аппарата, которая напрямую за-
висит от содержания фотосинтетических пигментов
[24]. В настоящей работе показана высокая чувстви-
тельность фотосинтетического аппарата растений
рапса к действию NaCl, о чем свидетельствует сни-
жение содержания фотосинтетических пигментов
на 38–44% (рис. 1). Аналогичные эффекты были
обнаружены, например, на растениях риса [25] и
картофеля [11]. Кроме того, известно, что NaCl
ингибирует первичные процессы фотосинтеза в
растениях картофеля посредством снижения ско-
рости транспорта электронов, максимального и эф-
фективного квантовых выходов фотосистемы II.
Данные негативные эффекты засоления могут быть
вызваны токсичным действием ионов на способ-
ность растений окислять пластохиновый пул [12].
Кратковременное воздействие на растения рапса
лактон- или кетонсодержащих БС (10 нМ) с по-
следующим солевым стрессом не снимало нега-
тивного действия засоления на основные фото-
синтетические пигменты (рис. 1). Вероятно, эф-
фект кратковременного действия БС на растения
видоспецифичен. Так, корневая предобработка

растений картофеля 0.1 нМ ЭБЛ снижала отрица-
тельное воздействие последующего засоления на
содержание основных фотосинтетических пиг-
ментов, максимальный и эффективный кванто-
вые выходы фотосистемы II и коэффициенты фо-
тохимического тушения флуоресценции qP [12].

Как уже отмечалось выше, NaCl в высоких
концентрациях вызывает не только осмотический
стресс, но и прямое токсическое действие на клеточ-
ный метаболизм, что сопровождается генерацией
АФК и развитием окислительного стресса. Основ-
ная причина окислительного стресса в этом случае
связана с закрыванием устьиц, снижением до-
ступности СО2 и повышением энергии возбужде-
ния электронов [26]. Другой причиной генерации
АФК является нарушение дыхания в условиях со-
левого стресса. АФК вызывают деградацию бел-
ков и нуклеиновых кислот, окисление липидов,
распад фотосинтетических пигментов и инакти-
вацию ферментных систем. Вызываемое АФК по-
вреждение мембран является основной причиной
интоксикации клеток растений [26]. Удобным и ши-
роко распространенным методом оценки интенсив-
ности окислительного стресса растений и структур-
ной целостности мембран является определение
уровня МДА, продукта реакции с тиобарбитуро-
вой кислотой [12]. Нами была установлена органо-
специфичность в накоплении МДА в растениях при
солевом стрессе. Содержание МДА у растений рап-
са, подвергнутых действию NaCl, превышало кон-
трольные значения, что свидетельствует о развитии
у растений окислительного стресса. Кратковремен-
ная обработка растений БС не вызывала досто-
верных различий относительно действия одного
NaCl (рис. 4).

Для снижения негативного влияния окисли-
тельного стресса в растениях активируются антиок-
сидантные защитные системы, действие которых
направлено на гашение АФК. Повышенный инте-
рес в этой связи могут представлять ферментатив-
ные (СОД, ПО, каталаза и др.) и неферментативные
системы антиоксидантной защиты (каротиноиды,
низкомолекулярные фенольные соединения, про-
лин и др.) [27]. Известно, что каротиноиды участ-
вуют в тушении 1О2 и пероксида радикалов, кото-
рые генерируются при избыточном возбуждении
хлорофилла [28] из-за падения тургора замыкающих
клеток и сокращения, вследствие этого, поступле-
ния углекислоты в растение. Данная стратегия адап-
тации, направленная на снижение интенсивности
окислительного стресса за счет аккумуляции каро-
тиноидов, характерна, в основном, для растений
галофитов [29]. Наиболее вероятно, что у расте-
ний рапса, относящегося к гликофитам, происхо-
дит накопление других антиоксидантных соеди-
нений, что и может быть причиной отсутствия
стимулирующего эффекта ЭБЛ на содержание
каротиноидов при хлоридном засолении (рис. 1).
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Аккумуляция пролина является одной из типич-
ных реакций растений на солевой стресс [19].
Уровень накопления пролина при засолении за-
висит от вида, сорта, стадии развития растения и
интенсивности солевого стресса [30]. Нами пока-
зано, что содержание совместимого осмолита
пролина в ответ на действие NaCl значительно
увеличивалось во всех частях растений. Пролин,
являясь “химическим шапероном”, реализует
защитное действие через стабилизацию функци-
ональных единиц II комплекса ЭТЦ хлоропла-
стов, поддержание нативной конформации бел-
ков и ферментов, таких как РУБИСКО, а также
проявляя антиоксидантные свойства и вовлека-
ясь в тушение активных форм кислорода [19].
Уровень пролина в растениях, подвергнутых
праймингу БС, с последующим засолением был
сходным с его содержанием в присутствии одно-
го NaCl (рис. 5). Длительное воздействие БС на
фоне солевого стресса не только не сопровож-
дался дополнительным накоплением пролина, но
и напротив, способствовал понижению его уров-
ня [14].

В то же самое время кратковременное гормо-
нальное воздействие, особенно ЭКС, способство-
вало проявлению выраженного антиоксидантного
эффекта (рис. 4, 7). Можно предположить, что по-
добная активность БС при последующем солевом
стрессе в растениях рапса реализуется не через регу-
ляцию накопления пролина, а через иные компо-
ненты клеточной антиоксидантной системы.

Нами показана различная реакция антиокси-
дантных ферментов на кратковременную предоб-
работку растений ЭБЛ и ЭКС при последующем
действии NaCl. Так, растения, подвергнутые
праймингу ЭБЛ, отвечали повышением активно-
сти СОД, в то время как экзогенный ЭКС способ-
ствовал усилению активности ПО по сравнению с
действием только солевого стресса (рис. 6, 7). Ана-
логичный результат показан на колеоптилях пше-
ницы, подвергнутых термическому стрессу. Отме-
чено, что через 24 ч инкубации колеоптилей в рас-
творах ЭБС и ЭКС на фоне термического стресса
наблюдалась значительная активация СОД, при-
чем для ЭБЛ в бóльшей степени [15]. На растени-
ях картофеля в условиях 0.1 нМ ЭБЛ прайминга
также наблюдалась некоторая стимуляция актив-
ности СОД и пероксидазы только в течение пер-
вых 24 и 48 ч солевого воздействия соответствен-
но [12]. Следует также обратить внимание на тот
факт, что кратковременная обработка растений
БС приводила к значительной стимуляции актив-
ностей СОД и ПО в контрольных растениях
(рис. 6, 7). Весьма вероятно, что именно этот эф-
фект ЭБЛ и ЭКС на антиоксидантные ферменты
имеет принципиальное значение, поскольку он
направлен на упреждающее формирование кле-
точной антиоксидантной системы для “встречи”

растения с отсроченным солевым стрессом, кото-
рый вызывает интенсивную генерацию АФК.

Таким образом, полученные нами данные сви-
детельствуют о том, что кратковременная обра-
ботка корней рапса лактон- и кетонсодержащими
БС индуцирует переход растений в состояние прай-
минга, которое проявляется в их способности отве-
чать повышением устойчивости на солевой стресс в
будущем. В основе защитного действия БС при за-
данных условиях, очевидно, лежит их способ-
ность еще до стресса формировать клеточную ан-
тиоксидантную систему и воздействовать на си-
стему транспорта неорганических ионов таким
образом, что она обеспечивает активное поступ-
ление несовместимых осмолитов при солевом
стрессе, следствием чего является понижение
клеточного осмотического потенциала и повы-
шение эффективности поглощения воды. При
этом специфика повышения активности антиок-
сидантных ферментов зависит от химической
структуры гормона.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (грант № 19-34-90093).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей в качестве объектов
исследований. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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ВОДНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ АПОПЛАСТА ПОДУСТЬИЧНОЙ ПОЛОСТИ 
ЛИСТА Suaeda altissima (L.) Pall. ПРИ СОЛЕВОМ СТРЕССЕ
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С помощью метода регистрации водного потенциала апопласта клеток подустьичной полости листа
(ψwа), позволяющего измерять на интактном листе одновременно интенсивность фотосинтетиче-
ского СО2/Н2О газообмена, исследовали у галофита сведы высокой, Suaeda altissima (L.) Pall., в
условиях хлоридно-натриевого засоления питательного раствора формирование градиента водного
потенциала в системе целого растения, измеряли скорость поглощения CO2 и транспирации, а так-
же содержание ионов Na+ и Cl- в органах. Установлено, что наряду со снижением биологической
продуктивности растений, засоление питательного раствора приводит к уменьшению их способно-
сти к эквивалентному, по сравнению с Na+, накоплению Cl–; уменьшению градиента водного по-
тенциала между питательным раствором и апопластом клеток подустьичной полости листа за счет
повышения ψwа и, соответственно, к уменьшению потока воды из корней в листья и интенсивности
СО2/Н2О газообмена листа. Показано, что ключевую роль у S. altissima в регуляции транспорта воды
в восходящем направлении в условиях засоления играет падение водного потенциала на границе
жидкой и газовой фаз в апопласте подустьичной полости листа, выражаемое величиной ψwа. Мы
предполагаем, что наблюдавшееся под действием NaCl возрастание ψwа обусловлено подавлением
фотосинтеза, необходимого для биосинтеза осмолитов, а также отражает снижение биологической
продуктивности растений и силу стрессорного действия на них NaCl.

Ключевые слова: Suaeda altissima, сведа высокая, водный потенциал апопласта подустьичной поло-
сти листа, фотосинтетический СО2/Н2О газообмен листа, хлоридно-натриевое засоление питатель-
ного раствора, солевой стресс, биологическая продуктивность
DOI: 10.31857/S0015330321030179

ВВЕДЕНИЕ

Почвенное засоление является для растений
одним из наиболее вредоносных факторов среды.
Более 800 млн га земли и, по крайней мере, 20%
площади поливных земель в мире в той или иной
степени засолены [1]. Солевой стресс оказывает
на растения осмотическое и токсическое дей-
ствие, приводит к подавлению жизненно важных
процессов и физиологических функций (фото-
синтеза, минерального питания, роста) и вызыва-
ет снижение продуктивности сельскохозяйствен-
ных культур. Глобальное потепление и усиление
региональной аридизации климата способствует
увеличению площади засоленных земель [2]. По-
этому изучение механизмов адаптации и устой-
чивости растений к засолению традиционно на-
ходится в фокусе физиологии растений.

Важную роль в водном обмене растений и
устойчивости к солевому и осмотическому стрес-
сам играет формирование градиента водного по-
тенциала в системе почвенный раствор – корень –
побег – атмосфера. Значительный вклад в сниже-
ние водного потенциала на отдельных этапах
транспорта воды играют осмолиты – низкомоле-
кулярные органические соединения, выполняю-
щие как осморегуляторную, так и протекторную
по отношению к биополимерам функцию [3]. Эти
вещества снижают водный потенциал не только
во внутриклеточных компартментах, но также,
по-видимому, и в апопласте [4].

Недавно был предложен новый метод измере-
ния водного потенциала апопласта клеток мезо-
филла в подустьичной полости листа (ψwа) [4].
Этот метод позволяет измерять на интактном ли-
сте одновременно с ψwa интенсивность фотосин-
тетического СО2 газообмена и транспирации.
Было показано, что у растений резкое падение

Сокращение: ψwа – водный потенциал апопласта поду-
стьичной полости листа.

УДК 581.192.2:581.522.4
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водного потенциала происходит на границе вод-
ной фазы клеток мезофилла и газовой фазы поду-
стьичной полости листа [4]. Эксперименты, про-
веденные с использованием этого метода, пока-
зали также, что ψwа в условиях солевого стресса и
водного дефицита у хвои сосны снижается [5]. На
проростках кукурузы были получены данные,
позволившие обосновать предположение, что
увеличение содержания органических осмолитов
в клетках листьев под влиянием водного стресса
приводит к снижению ψwа, тогда как уменьшение
содержания осмолитов в клетках листьев вызыва-
ет повышение этого показателя [6]. Мы предпо-
ложили, что синтезируемые в клетках осмолиты
транспортируются по градиенту концентрации в
апопласт, внося вклад в снижение его водного по-
тенциала. Данное исследование продолжает цикл
работ, посвященных физиологической роли регу-
ляции ψwа при стрессе. Мы изучали влияние хлорид-
но-натриевого засоления субстрата выращивания
на рост растений, водный потенциал апопласта по-
дустьичной полости листа (ψwа), формирование гра-
диента водного потенциала в системе целого расте-
ния и СО2/Н2О-газообмен интактных листьев га-
лофита (Suaeda altissima).

Цель работы – проверка предположения, что в
условиях засоления величина ψwа отражает, наря-
ду с биологической продуктивностью, способ-
ность сведы высокой противостоять стрессовому
воздействию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Семена сведы высокой,

Suaeda altissima (L.) Pall., были собраны с расте-
ний, произрастающих на берегу соленого озера
Эльтон (Волгоградская обл.). Семена проращива-
ли во влажном песке при комнатной температуре.
Через три недели проростки пересаживали в 3-лит-
ровые стеклянные сосуды (4 растения на сосуд) на
аэрируемый питательный раствор (ПР) [7]. Рас-
тения выращивали в факторостатной камере при
24°С в условиях водной культуры и освещали
лампами высокого давления ДHа3 250 Вт (“Re-
flux”, Россия) с фотопериодом 16/8 ч (день/ночь)
при интенсивности света 500 мкмоль/(м2 с). За-
мену раствора в сосудах проводили каждую неде-
лю в течение первых трех недель. По достижении
42-дневного возраста растений в ПР поэтапно
вносили хлористый натрий с инкрементом 50 или
100 мМ до конечных концентраций 0 (контроль),
250 (вариант I) или 750 (вариант II) мМ. Далее рас-
тения росли без замены ПР до 60-дневного возрас-
та, после чего были использованы для анализа.

Осмотическое давление растворов определяли
криоскопическим методом с помощью осмомет-
ра OSMoMaT 030-D-RS (“Gonotec”, Германия)
согласно инструкции производителя.

Определение содержания Na+ и Cl– в органах
растений. Высушенные при 90°С органы расте-
ний измельчали до порошкообразного состоя-
ния. Ионы из образцов извлекали кипячением в
дистиллированной воде в течение 2 мин, эстракт
фильтровали. Концентрацию Na+ в фильтратах
определяли с помощью пламенного фотометра
ФПА-2-01 (ОАО “ЗОМЗ”, Россия), концентра-
цию Cl- путем титрования экстрактов ионами
ртути согласно ГОСТ Р 4245-72, используя полу-
автоматический титратор TopBuret (“Eppendorf”,
Германия).

Стационарный фотосинтетический СО2/Н2О-
газообмен интактных листьев S. altissima изучали с
помощью инфракрасного газоанализатора LI-820
(“Li-Cor”, США) в открытой проточной системе
при атмосферной концентрации СО2 и интенсив-
ности ФАР 200 мкмоль/(м2 с) [8]. Для этого неот-
деленный от растения лист помещали в листовую
камеру-прищепку при комнатной температуре и
освещали осветителем KL 1500 LCD (“Shott”, Гер-
мания) с галогеновой лампой 150 Вт (“Philips”,
Нидерланды) через оптоволоконный световод.
Лист адаптировали к условиям листовой камеры-
прищепки в течение 15–20 мин до достижения
стационарного режима фотосинтетического СО2-
газообмена. Транспирацию листа рассчитывали
на основании разности влажности газа на входе и
выходе из листовой камеры. В опорном газовом
потоке на входе в листовую камеру поддерживали
постоянную влажность при 25°С с помощью
увлажнителя LI-610 (“Li-Cor”, США). Для опре-
деления влажности воздуха на выходе из листо-
вой камеры использовали психрометрический
датчик HMP50 (“Vaisala Intercap”, Финляндия).
Питающим газом служил атмосферный воздух,
предварительно собранный в 30-литровом поли-
этиленовом газгольдере. Расход газа (100 мл/мин)
обеспечивал непрерывную работу установки в те-
чение 5 ч. Смесительный узел газового тракта
позволял стабильно поддерживать концентрацию
СО2 380 ppm в воздушном потоке на входе в ли-
стовую камеру.

Определение водного потенциала на границе
водной и газовой фаз апопласта на поверхности
клеток мезофилла, выстилающих подустьичную по-
лость. Согласно теории общего термодинамиче-
ского взаимодействия статистической физики [9,
с. 274], зависимость равновесного давления водя-
ного пара над поверхностью водного раствора от
водного химического потенциала описывается
уравнением [10, с. 15]:

(1)

где e – равновесное давление паров воды над вод-
ным раствором; eo – давление насыщенного водя-
ного пара над поверхностью чистой воды (ψo = 0)
при абсолютной температуре T; R – универсальная

( )( )o exp ,е e V RT= ψ
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газовая постоянная (8.31441 Дж/(моль K)); T – абсо-
лютная температура (K); V – молярный объем во-
ды (18 × 10–6 м3/моль). Поэтому

(2)
Физическая размерность водного потенциала
видна из уравнения (2) и выражается в Дж/м3 или Па.

По определению, относительная влажность
(RH) представлена уравнением:

(3)
где eo – давление насыщенного водяного пара
(Па); е – актуальное давление водяного пара (Па).

Значение влажности воздуха, при которой
транспирация прекращается, получали линей-
ной аппроксимацией экспериментально полу-
ченной зависимости транспирации от относи-
тельной влажности воздуха [4]. Применение
уравнений (2) и (3) позволяет рассчитать значе-
ние водного потенциала, исходя из эксперимен-
тально определенных значений относительной
влажности (RH) в подустьичной полости при
данной температуре листа.

Статистическая обработка. Все эксперименты
проведены в трех биологических повторностях.
Представлены средние значения и их стандарт-
ные ошибки. Разными латинскими буквами обо-
значена достоверность различий (двухфакторный
анализ ANOVA; Р < 0.05). Одинаковые буквы по-
казывают отсутствие достоверных различий.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследование роли и регуляции водного по-

тенциала апопласта клеток подустичной полости
листа S. altissima в условиях солевого стресса про-
водили, выращивая растения при концентрациях

( )( )oln .RT e e Vψ =

( )oRH 100%,e e= ×

NaCl в ПР 250 мМ (вариант I) и 750 мМ (вариант
II), а также в отсутствие добавленного хлористого
натрия (контроль). В последнем случае ПР содер-
жал лишь следовые количества NaCl, поступаю-
щие в ПР в виде примеси с другими реагентами.

Рост растений и содержание воды в органах.
Хлористый натрий, внесенный в ПР, стимулиро-
вал рост растений при концентрации 250 мМ и
тормозил его при концентрации 750 мМ. Тормо-
жение роста у растений варианта II выражалось
более чем в 2-кратном снижении средней сухой
биомассы надземных органов в расчете на одно
растение, по сравнению с растениями контроль-
ного варианта, и в 5-кратном снижении, по срав-
нению с растениями варианта I (табл. 1). Разли-
чия в сухой биомассе корневой системы между
вариантами качественно соответствовали разли-
чиям в биомассе надземной части растений, но
были выражены еще сильнее. Так, в расчете на
одно растение сухая биомасса корней в варианте
II была почти в 6 раз меньше, чем у растений ва-
рианта I, и в 3 раза меньше, чем у контрольных
растений (табл. 1). Содержание воды в корнях во
всех вариантах было приблизительно одинаковым
и составляло около 90% от общего веса корней
(табл. 1). Содержание воды в надземных органах
заметно различалось у растений разных вариантов:
78% в контроле, 82% в варианте I и 91% в варианте II.

Содержание Na+ и Cl– в органах. Измерение со-
держания ионов в органах S. altissima показало,
что корни и листья поглощают и накапливают
как Na+, так и Cl– при всех наружных концентра-
циях NaCl в ПР (рис. 1). Даже в контрольном ва-
рианте содержание Na+ и Cl– в корнях составило
14 и 46 ммоль/кг в расчете на сырую биомассу
(рис. 1а), а в листьях – 79 и 107 ммоль/кг (рис. 1б),
соответственно. Содержание ионов в органах

Таблица 1. Биомасса листьев (A) и корней (B) S. altissima и содержание в них воды в конце эксперимента (n = 3)

Вариант Органы Сырая масса, г Сухая масса, г Содержание воды, %

Контроль Листья (A) 23.6 ± 2.5 5.1 ± 0.5 78

Корни (B) 14.1 ± 1.2 1.48 ± 0.2 90

А + B 37.7 6.6 –

A/B 1.8 3.6 –

I Листья (A) 58.6 ± 3.8 10.74 ± 0.6 82

Корни (B) 32.2 ± 2.8 2.96 ± 0.18 91

А + B 90.8 13.7 –

A/B 1.8 3.6 –

II Листья (A) 22.9 ± 2.10 2.13 ± 0.12 91

Корни (B) 4.8 ± 0.4 0.47 ± 0.10 90

А + B 27.7 2.6 –

A/B 4.77 4.5 –
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было тем больше, чем была выше концентрация
Na+Cl– в питательном растворе. При максималь-
ной концентрации NaCl в ПР (вариант II), содержа-
ние Na+ и Cl– в корнях составило 478 и 605 ммоль/кг
(рис. 1а), а в листьях – 797 и 535 ммоль/кг (рис. 1б),
соответственно. Таким образом, по мере увеличе-
ния концентрации NaCl в ПР количество погло-
щенных ионов и Na+

, и Cl– возрастало как в кор-
нях, так и в листьях. Данные, представленные на
рис. 1, демонстрируют также различие в поглоще-
нии растениями катиона Na+ и аниона Cl–. При
равных исходных концентрациях Na+ и Cl– в ПР
корни S. altissima во всех вариантах опыта содер-
жали заметно больше Cl–, чем Na+ (рис. 1а). Ли-
стья, наоборот, содержали больше Na+, чем Cl–

(кроме растений контрольного варианта) (рис. 1б).
Суммарное содержание Na+ в корнях и листьях
преобладало над суммарным содержанием Cl–.
Наиболее вероятным претендентом на роль ве-
ществ, компенсирующих избыточные положи-
тельные заряды ионов натрия в листьях, являют-

ся анионы органической природы. По данным,
представленным в табл. 1 и на рис. 1а, б, была рас-
считана поглотительная способность корней и
листьев S. altissima по отношению к ионам в рас-
чете на одно растение (рис. 1в, г). Растения по-
глощали максимальное количество Na+ и Cl– при
оптимальной для роста концентрации NaCl в ПР
(250 мМ). При высокой концентрации NaCl
(750 мМ) количество поглощенных ионов в рас-
чете на одно растение были более низким, чем
при 250 мМ NaCl, хотя в расчете на единицу сырой
биомассы соленакопление возрастало по мере
увеличения наружной концентрации соли и было
максимальным при 750 мМ NaCl в ПР (рис. 1а, б),
свидетельствуя о том, что лимитирующим факто-
ром соленакопления при солевом стрессе явля-
лось снижение скорости роста растений, т.е. сни-
жение биомассы корней и листьев.

Градиент водного потенциала в системе целого
растения и фотосинтетический СО2/Н2О газообмен
листьев S. altissima. Движение воды из почвы в ко-

Рис. 1. Содержание ионов Na+ (1) и Cl– (2) в корнях (а, в) и листьях (б, г) S. altissima при разных концентрациях NaCl
в питательном растворе. а, б – в расчете на кг сырой биомассы; в, г – в расчете на одно растение. Разными буквами
обозначены достоверно отличающиеся величины.
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рень и далее в надземные органы осуществляется

по градиенту водного потенциала [12, с. 81–139].

Для того, чтобы оценить значения градиентов

водного потенциала в системе целого растения

S. altissima, мы измеряли водный (осмотический)

потенциал ПР и водный потенциал подустьичной

полости листьев растений (ψwa) в конце экспери-

мента, т.е. после 60-дневного культивирования

растений(рис. 2а, б). Значения водного (осмоти-

ческого) потенциала ПР разных вариантов опыта

существенно различались (рис. 2а). Различия бы-

ли обусловлены как внесением в питательные

растворы NaCl в разных концентрациях, так и

разной интенсивностью поглощения ионов рас-

тениями в процессе роста. Существенно более
низкие значения водного потенциала ПР вариан-
тов I и II, чем в контроле, объясняются внесением
в них NaCl в высоких концентрациях. Наименьший
осмотический потенциал, равный –2.34 МПа, был
обнаружен в ПР варианта II. В ПР варианта I ос-
мотический потенциал составил –0.54 МПа, т.е. в
4 раза больше, чем в варианте II. Осмотический
потенциал ПР в контрольном варианте составлял
–0.026 МПа, что в 100 раз больше чем в варианте II.
Следует, однако, подчеркнуть, что различия меж-
ду водными потенциалами питательных растворов
разных вариантов опыта (рис. 2а) не оказали за-
метного влияния на их градиенты в системе ПР –
корень – надземные органы, т. к. подавляющий
вклад в формирование этого градиента обеспечи-
вался снижением водного потенциала апопласта
в подустьичной полости листа (ψwa) (рис. 2б). Да-

же самый низкий водный (осмотический) потен-
циал ПР в варианте II был почти в 10 раз больше
водного потенциала апопласта подустьичной по-
лости листьев растений S. altissima этого варианта
(–22 МПа). У контрольных растений и растений
варианта I превышение водного (осмотического)
потенциала питательного раствора над водным
потенциалом апопласта клеток в подустьичной
полости листа (ψwa) было выражено еще сильнее

(рис. 2а, б). Таким образом, именно существенно
более низкий по сравнению с осмотическим (вод-
ным) потенциалом питательного раствора вод-
ный потенциал апопласта подустьичной полости
листьев обеспечивал физическую возможность
передвижения воды по ксилеме от корней в листья
растений во всех вариантах опыта. Инструмен-
тально реализацию этой физической возможности
регистрировали измерением скорости транспира-
ции листьев (рис. 3а). В варианте II (наибольшее
засоление ПР) скорость транспирации была при-
близительно вдвое ниже, чем в контрольном вари-
анте или варианте I. Скорость фотосинтетическо-
го поглощения СО2 листьями различных вари-

антов опыта коррелировала со скоростью
транспирации листьев (рис. 3б). Значения ско-
ростей СО2/Н2О газообмена листьев растений ва-

рианта I не отличались от таковых контрольных
растений. Однако скорости СО2/Н2О газообмена

листьев растений варианта II были вдвое ниже со-
ответствующих параметров контрольного вари-
анта (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Для передвижения воды из корней в надзем-
ные органы должен поддерживаться градиент
водного потенциала в направлении от корня к по-
бегу. Более высокое содержание веществ в надзем-
ных органах, чем в корнях, вносит вклад в поддер-

жание такого градиента. Содержание ионов Na+ и

Рис. 2. Осмотический потенциал питательного рас-
твора (а) и водный потенциал листьев (б) S. аltissima
при разных концентрациях NaCl в питательном рас-
творе. Разными буквами обозначены достоверно от-
личающиеся величины.
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Cl– в органах S. altissima было тем выше, чем была
выше концентрация NaCl в питательном раство-

ре. При этом содержание Na+ в листьях поддер-
живалось на более высоком уровне, чем в корнях,
что отвечает условию движения воды в восходя-
щем направлении. Однако концентрационный

градиент Cl– у S. altissima в условиях засоления имел
противоположную направленность, т.е. в листьях

содержание ионов Cl– было заметно ниже, чем в
корнях. Учитывая более высокое осмотическое
давление (осмолярность) в листьях S. altissima,
чем в корнях [11], и принимая во внимание элек-
тронейтральность внутриклеточных растворов
[12, с. 81–139], можно принять, что недостаток

ионов Cl– в органах клетки компенсируют органи-
ческими анионами. Последние не только поддер-
живают электронейтральность внутриклеточных
растворов при более интенсивном поглощении

клетками Na+, по сравнению с Cl–, но вносят так-
же вклад в поддержание градиента осмотического
потенциала и, следовательно, градиента водного
потенциала между корнем и надземными органа-
ми. Увеличение концентрации NaCl в питатель-
ном растворе сопровождалось не только усилени-
ем соленакопления в корнях и листьях в расчете
на единицу сырой биомассы (рис. 1), но и замет-
ным торможением прироста биомассы (табл. 1).

К концу эксперимента водные (осмотические)
потенциалы питательных растворов разных вари-
антов опыта заметно различались (рис. 2а). Вод-
ный потенциал апопласта листьев растений (ψwа)

в варианте с наибольшим засолением (II) был
приблизительно на треть больше, чем водный по-
тенциал апопласта листьев в контроле и в вариан-
те I (рис. 2б). Вследствие этого градиент водного
потенциала между питательным раствором и апо-
пластом листьев в подустьичной полости (движу-
щая сила транспорта воды в восходящем направ-
лении) в варианте II был заметно меньше, чем в
контроле и варианте I. Этому соответствовала бо-
лее низкая скорость транспирации и фотосинте-
тической ассимиляции CO2 у растений S. altissima
варианта II (рис. 3а) по сравнению с контролем и
вариантом I (рис. 3б). Поток воды равен произве-
дению градиента водного потенциала и водной
проводимости [12, с. 81–139]. Совпадение соот-
ношений фотосинтетического СО2 газообмена,

транспирации листьев и градиентов водного по-
тенциала в разных вариантах опыта позволяет
сделать вывод об устьичном лимитировании вод-
ного потока через листья и в целом о нарушении
водоснабжения растений S. altissima в условиях
засоления. Можно предположить, что снижение
потока воды в растении при солевом стрессе при-
водит к нарушению донорно-акцепторных отно-
шений, в первую очередь, между корневой и над-
земной частями растения. Согласно имеющимся
в литературе данным [13], в общем случае нельзя

исключать возможность неустьичного лимитиро-
вания СО2-газообмена на свету. Однако в услови-

ях данного опыта с точностью измерений соот-
ветствие снижения СО2-газообмена на свету сни-

жению транспирации листа (рис. 3) позволяет
пренебречь вкладом темнового дыхания в устьич-
ное лимитирование СО2/Н2О-газообмена.

Осмолитами, вносящими вклад в снижение
ψwа, как было показано ранее, могут быть такие

продукты фотосинтеза, как восстанавливающие

сахара [3]. Однако более низкое содержание Cl–, по

сравнению с Na+, в листьях растений S. altissima
указывает на биосинтез органических анионов,
компенсирующих избыток положительных заря-
дов ионов натрия. Органические анионы, по-ви-
димому, также вносят вклад в поддержание гра-

Рис. 3. Транспирация (а) и фотосинтетическое погло-
щение CO2 листьев (б) S. аltissima при разных концен-
трациях NaCl в питательном растворе. Разными буква-
ми обозначены достоверно отличающиеся величины.
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ВОРОНИН и др.

диента водного потенциала в системе целого рас-

тения у S. altissima.

Судя по данным СО2 газообмена, фотосинтез

листьев растений варианта с наибольшим засоле-

нием питательного раствора (II) был в 2 раза ни-

же, чем в контроле и в варианте I (рис. 3б). Такое

понижение скорости фотосинтеза в варианте II

должно приводить к заметно меньшему, по срав-

нению с двумя другими вариантами опыта, обра-

зованию органических осмолитов и к смещению

вследствие этого водного потенциала апопласта в

подустьичной полости (ψwа) к более высоким зна-

чениям. В соответствии с этим измеренное значе-

ние ψwа в варианте II было приблизительно на

треть больше, чем в контроле и в варианте I (рис. 2б).

Таким образом, несмотря на накопление соли

клетками, приводящее к понижению их водного

потенциала, движущая сила поступления воды в

растения S. altissima в условиях засоления снижа-

ется за счет торможения фотосинтетического га-

зообмена и снижения внутриклеточного содер-

жания органических осмолитов (рис. 2б, 3)). В ре-

зультате устьичного лимитирования транспорта

воды из корней в листья, ограничения фотосин-

тетического СО2 газообмена и снижения ассими-

ляционной способности растений происходит за-

медление нарастания фитомассы (табл. 1). Полу-

ченные результаты показывают, что значение

водного потенциала апопласта подустьичной по-

лости листьев ψwа, наряду с биопродуктивностью,

отражает силу стрессового воздействия засоления

на галофит S. altissima. Остается открытым во-

прос, какой механизм лежит в основе понижения

водного потенциала апопласта подустьичной поло-

сти листьев. Как показано в нашей предыдущей ра-

боте [4], резкое снижение водного потенциала в

апопласте листьев на границе водной и газовой

фаз свойственно не только галофитам, но и гли-

кофитам, т.е. носит универсальный характер.

Возможно, ключ к пониманию механизма этого

снижения кроется в комбинации капиллярных

сил, развиваемых в апопласте, в сочетании с по-

нижением осмотического потенциала апопласта

за счет переноса органических осмолитов из кле-

ток в капилляры клеточной стенки.

Работа поддержана за счет средств темы госу-

дарственного задания АААА-А19-119041690035-9.
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Цель работы – установление закономерностей и проведение сравнительного анализа сезонных изме-
нений содержания хлорофиллов и каротиноидов в хвое молодых деревьев сосны обыкновенной (Pinus
sylvestris L.), произрастающих на разном удалении от факела сжигания нефтяного газа, в зоне создава-
емого им теплового поля на территории Ханты-Мансийского автономного округа (Югры), в течение
периода “осень–зима–весна”. В ходе исследований проведена верификация двух гипотез: (1) тепло-
вое поле факела сжигания нефтяного газа, имитирующее действие потепления климата на растения,
влияет на состояние пигментного комплекса фотосинтетического аппарата (ФСА) хвои сосны обык-
новенной; (2) трансформация пигментного комплекса ФСА хвои в течение периода “осень–зима–
весна” чувствительна к долговременному повышению температуры среды на 1–2°С. В сезонных дина-
миках отдельных показателей ФСА в течение зимы наблюдаются максимумы и минимумы, объясня-
емые регуляцией содержания хлорофиллов и каротиноидов при изменении температуры воздуха. Се-
зонные изменения этих показателей у деревьев, произрастающих в условиях с отличающимся темпе-
ратурным режимом, не совпадают. Их закономерности свидетельствуют о последовательном
изменении глубины зимней трансформации структурно-функционального состояния ФСА хвои на
разном удалении от факела. Активность ФСА хвои в течение всего изучаемого периода была выше
вблизи факела и уменьшалась по мере удаления от него. В осенне-зимний период, когда для хвои ха-
рактерно уменьшение содержания хлорофилла, это снижение наименьшее вблизи факела (секция I),
где температура выше фоновой на 1–2°С, среднее – на среднем расстоянии от факела (секция III) и
наибольшее – на максимальном удалении от факела (секция VII). При этом соотношение содержания
хлорофиллов a и b в хвое деревьев на секции I стабильно ниже, чем на секции VII. Это указывает на то,
что в хлоропластах хвои деревьев, расположенных в секции I, количество светособирающих комплек-
сов больше количества фотосистем. Величина отношения общего содержания хлорофиллов a и b к со-
держанию каротиноидов в хвое деревьев вблизи факела выше, чем на секциях III и VII, а также имеет
в сезонной динамике два достоверных максимума, что объясняется повышенной сохранностью пула
зеленых пигментов. Отличия сезонных изменений содержания хлорофиллов и каротиноидов в хвое и
корреляционных связей данных показателей с температурой воздуха указывают на различие механиз-
мов их регуляции. Количество хлорофиллов определяется балансом процессов распада и синтеза, ре-
зультат которого зависит от влияния факторов среды на скорость синтеза хлорофиллов и реализацию
защитных функций каротиноидами. Последние дополнительно синтезируются в фотосинтезирующих
клетках в осенне-зимний период, обеспечивая увеличение степени защищенности хлорофиллов от
фотодеструкции с осени до конца весны.

Ключевые слова: Pinus sylvestris, хлорофилл, каротиноиды, влияние температуры, влияние измене-
ний климата, сезонные изменения пигментного аппарата хвои
DOI: 10.31857/S0015330321020184

ВВЕДЕНИЕ
Сезонная динамика структурно-функциональ-

ной организации пигментного аппарата (ПА) хло-

ропластов листьев является проявлением адаптации
фотосинтетического аппарата (ФСА) к действию
изменяющихся условий среды. Актуальность ее изу-

Сокращения: Кар – содержание каротиноидов; ПА – пигментный аппарат; ФСА – фотосинтетический аппарат; Хл a – со-
держание хлорофилла a; Хл b – содержание хлорофилла b; Хл (a + b) – суммарное содержание хлорофиллов a и b.
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чения определяется недостаточной исследованно-
стью механизмов сезонной трансформации ФСА,
в том числе на уровне первичных фотосинтетиче-
ских реакций преобразования энергии. Изучение
этих процессов у вечнозеленых растений, произ-
растающих в климатических зонах с холодной
зимой, позволило установить ряд основных за-
кономерностей. В годичном цикле выделяют два
основных этапа: уменьшение содержания хлоро-
филлов a и b (Хл a и Хл b) в осенне-зимний пери-
од и восстановление их пулов в начале активной
вегетации весной и летом [1–4]. На Среднем Урале
максимальное содержание хлорофиллов в двухлет-
ней хвое молодых деревьев сосны обыкновенной
(Pinus sylvestris L.) приходится на летний период,
снижается в сентябре–феврале, продолжает
уменьшаться в марте–апреле и восстанавливает-
ся в мае [1]. Следует отметить, что в северных ши-
ротах в структуре ПА наблюдается преобладание
количества хлорофиллов в ССК по сравнению с
фотосистемами [4, 5], свидетельствующее о высо-
кой светопоглощающей способности хвои, поз-
воляющей компенсировать низкий уровень на-
копления зеленых пигментов в этих условиях.

Содержание каротиноидов (Кар) в хвое от-
дельных видов ели, пихты и сосны обыкновенной
возрастает зимой и уменьшается весной [2, 4–8].
При этом с наступлением зимы у большинства
видов хвойных наблюдается уменьшение отно-
шения суммарного содержания хлорофиллов к
Кар, которое объясняется защитной функцией ка-
ротиноидов. Они предохраняют ассимиляционный
аппарат от фотодинамического разрушения в усло-
виях низких температур за счет тушения синглетно-
го кислорода, поглощения и рассеивания энергии
возбуждения молекул хлорофиллов и стабилизации
физического состояния мембран и белков антенных
комплексов [9, 10]. Роль каротиноидов, по-видимо-
му, возрастает в условиях снижения интенсивности
физиолого-биохимических процессов в клетках
хвои при низких температурах. У хвойных видов
растений основным механизмом фотозащиты в
зимне-весенний период является зеаксантин-зави-
симая тепловая диссипация энергии возбуждения в
реакционных центрах ФС II [2, 11].

Качественные и количественные изменения
ПА хлоропластов хвои при переходе в зимнее со-
стояние сопровождаются рядом структурных пере-
строек в клетках фотосинтетических тканей. В них
происходят последовательный распад гранальной
структуры и уменьшение числа тилакоидов в хлоро-
пластах, уменьшение объема и дробление вакуолей,
перераспределение пластид внутри клетки и транс-
формация мембранных структур [12–14]. В клетках
мезофилла хвои ели сибирской (Picea obovata
Ledeb.) и ели колючей (Picea pungens Engelm.) ис-
чезают зерна крахмала, а также изменяются фор-
ма и локализация хлоропластов [15]. Зимние
условия приводят к ингибированию фотохимиче-

ской активности ФС II, подавлению нецикличе-
ского электронного транспорта в хлоропластах
[16, 17], частичному разрушению хлорофилл-бел-
ковых ССК [18] и изменению липидного состава
мембран хлоропластов [19, 20]. На фоне этих про-
цессов в хвое сосны обыкновенной наблюдаются
последовательные изменения температурной зави-
симости выхода флуоресценции Хл a при полно-
стью открытых реакционных центрах ФС II [1, 21],
величины миллисекундной компоненты флуорес-
ценции Хл a ФС II и параметров ее индукционных
кривых [22]. В условиях Среднего Урала снижение
фотохимической активности ФСА продолжается
на протяжении всего зимнего периода, а ее мини-
мальные значения наблюдаются в феврале.

Температурный режим относится к числу ос-
новных факторов среды, оказывающих влияние
на состояние ПА [23–25], а также на скорость де-
понирования углерода и продуктивность лесных
экосистем бореальной зоны. Глобальные измене-
ния климата в ряде регионов сопровождаются повы-
шением температуры среды на 1–2°С за несколько
десятков лет (https://unstats.un.org/sdgs/report/
2019/The-Sustainable-Development-Goals-Report-
2019.pdf). Скорость приращения среднегодовой
температуры воздуха на территории Российской
Федерации с 1976 по 2018 гг. составила 0.47°С за
10 лет [26]. При этом изучение влияния климати-
ческих изменений на реальные природные объек-
ты связано с преодолением значительных техни-
ческих и методических трудностей. Одним из
перспективных методических подходов к изуче-
нию влияния потепления климата на растения
является исследование состояния деревьев, про-
израстающих в максимально приближенных к
естественным условиях среды, модифицирован-
ных тепловым полем длительно функционирую-
щего факела сжигания нефтяного газа [27]. Прове-
дение наблюдений в зоне теплового воздействия
факела позволяет исследовать комплекс адапта-
ционных реакций, происходящих в ФСА листьев
растений при повышении температуры среды.

При планировании наших исследований было
выдвинуто две рабочие гипотезы: (1) тепловое поле
факела сжигания нефтяного газа, имитирующее
действие потепления климата на растения, влияет
на состояние пигментного комплекса ФСА хвои
сосны обыкновенной (одного из основных лесо-
образующих видов северо-таежной подзоны та-
ежной зоны); (2) трансформация состояния пиг-
ментного комплекса ФСА хвои в течение периода
“осень–зима–весна” чувствительна к долговре-
менному повышению температуры среды на 1–
2°С. Подтверждением гипотезы 1 будет являться
несовпадение сезонных динамик показателей со-
стояния пигментного комплекса ФСА хвои дере-
вьев сосны обыкновенной, произрастающих в
условиях с отличающимся температурным режи-
мом (на разном удалении от факела). При этом на
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наибольшем расстоянии от факела температура
среды соответствует фоновой. Гипотеза 2 будет под-
тверждена, если закономерности изучаемых сезон-
ных динамик будут свидетельствовать о последова-
тельном изменении глубины зимней трансформа-
ции структурно-функционального состояния ФСА
хвои на разном удалении от факела. В соответствии
с вышеприведенными гипотезами, цель работы –
установить закономерности и провести сравни-
тельный анализ сезонных изменений содержания
хлорофиллов и каротиноидов в хвое деревьев сос-
ны обыкновенной, произрастающих на разном
удалении от факела сжигания нефтяного газа в
зоне создаваемого им теплового поля, в течение
периода “осень–зима–весна”.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на территории По-
качевского участкового лесничества Мегионско-
го лесничества Ханты-Мансийского автономного
округа – Югры. Климат Ханты-Мансийского ре-
гиона континентальный. За последние 10 лет в
районе исследований среднегодовая температу-
ра воздуха составляла –3.6°C. Самым холодным
месяцем является январь (средняя температура
–22°C), а самым теплым – июль (средняя темпе-
ратура +16.9°C). При этом в течение зимнего пе-
риода наблюдаются значительные изменения

усредненных по декадам среднесуточных темпе-
ратур (рис. 1). Безморозный период составляет
98 дней, а вегетационный – 131 день. Среднегодо-
вое количество осадков – 492 мм с максимумом в
июле–сентябре (239 мм). Продолжительность со-
хранения снежного покрова составляет 201 день,
а его максимальная высота (77–85 см) наблюдает-
ся в третьей декаде марта.

Объектом исследований являлись молодняки
сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.), в кото-
рых вблизи газового факела четвертой дожимной
насосной станции Покачевского месторождения
нефти по стандартной методике была заложена
постоянная пробная площадь. Древостой есте-
ственного возобновления произрастает на участ-
ке вырубленного спелого сосняка. На пробной
площади выделено семь секций (I–VII) шириной
10 м и длиной 60 м каждая, которые располагают-
ся перпендикулярно радиусу к факелу. Ближние
границы секций I, III и VII находятся на расстоя-
нии 70 м, 90 м и 130 м от факела соответственно.
Тип леса – сосняк лишайниковый, древостой од-
ноярусный, чистый 10С, возраст 12–15 лет, III–
IV классов бонитета, густота – 2900–6400 шт/га,
средние диаметры и высоты отличаются на раз-
ных секциях (2.5–5.6 см и 1.3–2.3 м соответствен-
но) [27].

Температура среды на секции VII соответствует
фоновой. Разность температур воздуха в тепловом

Рис. 1. Средние за декаду температуры воздуха в период проведения исследований по данным метеостанции г. Ханты-
Мансийска (Погодные сервисы: архив погоды, http://pogoda-service.ru).
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поле факела между секциями I и VII на высоте 1.3 м
от уровня земли составляет до 1.5°C, а почвы – до
6°C [28]. Приведенные значения характерны для
общей конфигурации теплового поля. В связи с
мозаичностью микрорельефа и неоднородностью
растительности в пределах секции, температура
на разных участках не одинакова и изменяется в
течение суток и всего вегетационного периода.
Тенденция к увеличению температуры с прибли-
жением к факелу достоверна, поэтому влияние
теплового поля изучалось с помощью закладки
секций, расположенных на различном расстоя-
нии от него.

В исследованиях ПА использовали хвою
предыдущего года формирования. В период с
15.08.2004 г. по 30.05.2005 г. образцы хвои отбира-
ли 1–2 раза в месяц на высоте 1.5 м с боковых вет-
вей обращенной к факелу средней части кроны
пяти модельных (средних по диаметру и высоте)
деревьев на секциях I, III и VII. Образцы хранили
в течение 24–26 ч в термостате при температуре,
соответствующей температуре воздуха в момент
сбора. С целью уменьшения неизбежного, ввиду
большого объема собираемого материала, влия-
ния дефолиации на состояние остающейся хвои,
образцы отбирали равномерно из разных частей
побегов. Для анализов использовали метод сред-
ней пробы. Каждое измерение проводили в трех
биологических повторностях. Пигменты экстра-
гировали ацетоном (80%) из гомогената хвои при
температуре 4–6°C. Содержание пигментов опре-
деляли с помощью измерения оптической плот-
ности фильтрованных экстрактов на спектрофо-
тометре СФ-46 (“ЛОМО”, Россия) при длинах
волн 470, 646.8 и 663.2 нм [29], а их количество
оценивали пересчетом на массу абсолютно сухой
хвои. Для оценки соотношения количеств ССК и
ФС I и ФС II хлоропластов использовали отноше-
ние Хл a/Хл b, а при изучении особенностей строе-
ния ПА – отношение суммарного содержания хло-
рофиллов (Хл (a + b)) к Кар (Хл (a + b)/Кар).

Статистический анализ полученных данных
проводили с помощью стандартных пакетов при-
кладных программ Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007)
и Excel (Microsoft, 2007). Использовали корреляци-
онный и регрессионный анализы. На графиках ди-
намик измеренных и расчетных показателей приве-
дены средние величины и стандартные ошибки.
При корреляционном анализе сезонных динамик
изменения параметров пигментного комплекса с
изменением температуры приземного воздуха ис-
пользовали значения средних декадных темпера-
тур, а при отборе проб в начале декады – данные
о температуре за предшествующую декаду.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ сезонных изменений Хл a в хвое (рис. 2)

позволяет выделить три основных этапа. На пер-

вом (середина августа – середина сентября) вели-
чина показателя максимальна, затем в конце сен-
тября она резко уменьшается и наступает второй
этап, который продолжается до первой декады
мая. В этот период значение Хл a минимально, от-
носительно стабильно и совпадает на секциях III и
VII, а на секции I достоверно возрастает и прояв-
ляет два максимума – в ноябре и феврале, кото-
рые по величине не достигают летних значений.
В конце мая наступает следующий (третий) этап,
на котором Хл а в хвое возрастает до значений ав-
густа на секции I, а на секциях III и VII наблюда-
ется тенденция к его восстановлению до летних
величин. Относительное сходство сезонных дина-
мик Хл a у деревьев на разных секциях, несмотря
на отличия абсолютных величин, подтверждается
высокими значениями их парных корреляций (r =
= 0.74–0.81, P < 0.05). При этом сезонные измене-
ния Хл a на всех секциях коррелируют с динами-
кой температур воздуха (r = 0.58–0.67, P < 0.05).

Сезонные изменения Хл b в хвое (рис. 3) в це-
лом аналогичны наблюдаемым динамикам Хл a
по срокам наступления этапов и основным зако-
номерностям. Величина этого показателя в тече-
ние всего периода исследований, как правило,
выше на секции I, минимальна на секции VII и
имеет промежуточные (или совпадающие с сек-
цией VII) значения на секции III. Кроме того, по
сравнению с Хл a, восстановление уровня Хл b на
секции I на втором этапе более полное и в периоды
зимних максимумов его значения совпадают с по-
казаниями августа. Промежуточное положение се-
зонных изменений показателя на секции III под-
тверждается результатами корреляционного ана-
лиза, согласно которым динамики на секциях I и
III достоверно не коррелируют, но существуют
связи между секциями I и VII (r = 0.59, P < 0.05), а
также III и VII (r = 0.67, P < 0.05). Следует отметить,
что величины корреляционной связи Хл b в хвое с
температурой воздуха на секциях I и III одинаковы
(r = 0.5, r = 0.45, P < 0.05) и несколько выше на сек-
ции VII (r = 0.69, P < 0.05).

Сезонные изменения величины отношения
Хл a/Хл b (рис. 4) также рассматриваются с выде-
лением трех этапов трансформации ФСА хвои,
при этом их общие закономерности на разных
секциях не совпадают. Наиболее плавно (с наи-
меньшими амплитудами варьирования) величи-
ны Хл a/Хл b изменяются на секции I, на которой
первый этап (август–середина сентября) характе-
ризуется периодом стабильности, сменяемым по-
нижением (до середины октября), после чего на-
ступает второй этап, когда уровень Хл a/Хл b в
хвое устойчиво низкий. В мае происходит его вос-
становление до летних значений (третий этап).
На секции VII значения показателя в течение все-
го периода исследований менее устойчивы при
общем слабом положительном линейном тренде.
Например, в период с 14 декабря по 10 января на-
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Рис. 2. Сезонная динамика Хл a в хвое Pinus sylvestris L. на секциях I (1), III (2) и VII (3).
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Рис. 3. Сезонная динамика Хл b в хвое Pinus sylvestris L. на секциях I (1), III (2) и VII (3).
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блюдается резкое увеличение Хл a/Хл b в хвое (на
20% относительно величины в декабре). На сек-
ции III варьирование Хл a/Хл b выше, а линей-
ный тренд его значений отрицателен. В течение
зимы значения Хл a/Хл b, как правило, являются
промежуточными между соответствующими зна-
чениями для секций I и VII, а на третьем этапе в
мае наблюдается их восстановление до уровня ав-
густа. Следует отметить, что на относительно слабое
сходство сезонных динамик Хл a/Хл b в хвое дере-
вьев на разных секциях указывает отсутствие досто-
верных парных корреляционных связей между ни-
ми. При этом на ближней к факелу секции суще-
ствует достаточно высокая связь (r = 0.65, P < 0.05)
значений Хл a/Хл b с температурой воздуха, которая
значительно слабее на секциях III и VII (r = 0.43 и
0.3 соответственно, P < 0.05).

Величина Кар в хвое возрастает в сентябре
(рис. 5), затем этот показатель на секциях I и III
стабилизируется до начала февраля и сохраняется
до середины мая, после чего снижается в конце
мая до наблюдавшегося в августе уровня.

На секции VII Кар в хвое варьирует в течение
всей зимы, а в мае также наблюдается аналогич-
ное другим секциям снижение этого показателя.
В течение всего периода исследований величина
Кар в хвое на ближней к факелу секции I, как пра-
вило, выше, чем на фоновой секции VII. При этом
сезонная динамика показателя на секции VII кор-
релирует с секциями I и III (r = 0.71 и 0.64 соот-

ветственно; P < 0.05), однако парной кореляции
между секциями I и III не наблюдается. Следует
отметить также, что величина Кар в хвое не кор-
релирует с температурой воздуха ни на одной из
секций.

В сезонных динамиках отношения Хл (a + b)/Кар
в хвое (рис. 6) явно выделяются три характерных,
как и для Хл a и Хл b, этапа (снижение–относи-
тельная стабилизация–возрастание). При этом
величина данного показателя на всех секциях
значительно уменьшается в течение августа–сен-
тября, после чего сохраняется на относительно
стабильном низком уровне до первой декады мая,
а в конце мая проявляет тенденцию к восстановле-
нию до значений августа. Следует отметить, что на
ближней к факелу секции I наблюдались периоды
достоверного возрастания величины Хл (a + b)/Кар
в хвое в ноябре и феврале, обусловленные отно-
сительным увеличением Хл b на фоне стабильных
значений размеров пула каротиноидов. На секци-
ях III и VII Хл (a + b)/Кар в течение зимы варьи-
руют незначительно. Минимальные значения
этого показателя достигаются на всех секциях в
начале мая. Особо следует отметить высокие зна-
чения линейных парных корреляций сезонных
динамик этой характеристики ФСА на всех трех
секциях I, III и VII (r = 0.91–0.96, P < 0.05), а так-
же их достоверную связь с температурой воздуха
(r = 0.6, 0.69 и 0.66 соответственно; P < 0.05).

Рис. 4. Сезонная динамика отношения Хл a/Хл b в хвое Pinus sylvestris L. на секциях I (1), III (2) и VII (3).
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Рис. 5. Сезонная динамика Кар в хвое Pinus sylvestris L. на секциях I (1), III (2) и VII (3).
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Рис. 6. Сезонная динамика отношения Хл (a + b)/Кар в хвое Pinus sylvestris L. на секциях I (1), III (2) и VII (3).

Х
л(

а 
+

 b
)/

К
ар

, о
тн

. е
д.

4.4

3.4

3.0

4.2

3.8

2.6

3.2

2.8

4.0

3.6

2.4

2.2

2.0

1.8

1.6
15.08

28.08
11.10

22.11
07.0215.09

26.10
14.12

02.0328.09
09.11

10.01 11.04
22.03 11.05

30.05

1

23

Дата измерения



322

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 3  2021

ШАВНИН и др.

ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ сезонных изменений Хл a и Хл b в хвое
сосны в изучавшийся период показал, что их об-
щая направленность одинакова на всех секциях
(уровень значений максимален в последний ме-
сяц лета и минимален зимой) и соответствует из-
вестной [1]. Частичное восстановление величин
Хл a и Хл b происходит в конце мая и наиболее
выражено вблизи факела на секции I. При этом
наиболее высокое содержание хлорофиллов со-
ответствует активному состоянию ФСА хвои на
завершающем этапе вегетации и в начале сезона
роста следующего года. Осенью происходит зако-
номерное снижение содержания хлорофиллов в
хвое, связанное с наступлением низких темпера-
тур, переходом к зимнему состоянию и торможе-
нием биохимических процессов. Выход из зимне-
го покоя начинается весной после локального
минимума в конце марта.

Совокупность известных сведений о последо-
вательных сезонных изменениях ПА хвои, струк-
турных перестройках ФСА на уровне клеток и
хлоропластов, а также о трансформации флуорес-
центных характеристик Хл a в осенне-зимний пе-
риод указывает на возможность существования в
хвое вечнозеленых растений при низких темпера-
турах активных адаптационных процессов, вклю-
чая биосинтез отдельных пигментов. Следует от-
метить, что уровень значений зимних температур
в районе исследований не постоянен (в отдель-
ные месяцы средняя температура изменяется на
10–15°C и более), что является, по-видимому,
фактором, способным влиять на общее состояние
ФСА. На это указывают факты наличия корреля-
ционных связей сезонных динамик большинства
показателей состояния ПА хвои с температурой
среды, а также существование локальных по вре-
мени увеличений и уменьшений значений этих
показателей, в том числе в середине зимы. Содер-
жание зеленых пигментов в хвое сосны вблизи
факела (секция I) в среднем выше в течение всего
изучаемого периода и с удалением от него умень-
шается. Данная закономерность является одним
из основных подтверждений первой гипотезы.
Кроме того, на секции I зимой наблюдается ста-
тистически значимое частичное восстановление
пулов Хл a и Хл b в хвое. Это свидетельствует о по-
вышенной активности ФСА хвои на секции I по
сравнению с другими, и, соответственно, о суще-
ственном влиянии факела на состояние ПА. Наи-
большие величины Хл b в хвое на секции I, наи-
меньшие на секции VII и промежуточные на сек-
ции III в зимний период свидетельствуют о том,
что, во-первых, влияние факела распространяется
на расстояние не менее 100 м, и, во-вторых, что это
влияние на секции III меньше, чем на секции I.
Наличие нескольких подъемов и спадов на кри-
вых сезонных динамик содержания Хл a и Хл b в

хвое на секции I, а также достоверных, но менее
выраженных изменений этих показателей на сек-
циях III и VII зимой, указывает на продолжение в
этот период процессов сезонной трансформации
состояния ПА хлоропластов.

На удаленных от факела секциях средний уро-
вень величин отношения Хл a/Хл b в хвое выше,
чем на ближней к нему секции. Сезонные дина-
мики этого показателя указывают на уменьшение
в хлоропластах относительного количества ССК
по сравнению с количеством ФС I и ФС II зимой.
Данный эффект наиболее выражен на фоновой
секции и наименее – вблизи факела. На секции I
Хл a/Хл b в хвое зимой устойчиво низкое, в том
числе за счет частичного восстановления пула
Хл b, обеспечивающего более высокий уровень
количества ССК. Таким образом, на фоне общей
зимней депрессии ПА хвои, степень его деградации
максимальная за пределами зоны влияния теплово-
го поля факела на секции VII, наименьшая – на сек-
ции I, а на секции III – промежуточная. Причем на
всех секциях соотношение количеств ССК и фо-
тосистем регулируется преимущественно за счет
изменения пула Хл b. Отличие величин парных
корреляций сезонных динамик хлорофиллов, на-
блюдаемых на отдельных секциях, подтверждает
несовпадение в изучаемый период параметров
адаптационных процессов в ФСА хвои на разном
удалении от факела.

Увеличение Кар в хвое зимой соответствует
известным данным, полученным в ряде исследо-
ваний состояния ПА вечнозеленых растений [30],
и объясняется участием каротиноидов в защите
молекул хлорофиллов от фотодеструкции в этот
период. Их роль особенно возрастает в условиях
снижения интенсивности физиолого-биохимиче-
ских процессов в клетках хвои при низких темпера-
турах. Следует отметить, что корреляционный ана-
лиз сезонных динамик содержания хлорофиллов
и Кар в хвое не выявил достоверной связи между
ними на всех секциях. Кроме того, в отличие от
Хл a и Хл b, не установлено корреляций Кар с
температурой среды. Эти факты указывают на от-
носительную независимость регуляции величин
пулов данных групп пигментов ФСА.

Сравнительно устойчивый повышенный уро-
вень Кар в хвое в период сентябрь–апрель наблюда-
ется только на ближних к факелу секциях, а на сек-
ции VII в сезонной динамике существуют отдельные
подъемы и спады. Эта особенность объясняется, по-
видимому, отличающимся от наблюдаемого на сек-
циях I и III характером проявления процесса регу-
ляции размеров каротиноидного комплекса на
фоновом участке, где влияние теплового поля фа-
кела отсутствует.

Уменьшение в осенне-зимний период Хл (a +
+ b)/Кар в хвое наблюдалось также другими иссле-
дователями [11]. Согласно полученным данным на-
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чало уменьшения этого параметра соответствует
снижению среднесуточной температуры в октябре
до значений ниже 5°C. Общее сходство сезонных
динамик этого показателя на разных секциях,
подтверждаемое высокой степенью их корреляции
между собой, свидетельствует о важности связанных
с соотношением Хл (a + b)/Кар адаптационных ме-
ханизмов для перехода ПА хлоропластов к зимнему
покою. В этом состоянии величина Хл (a + b)/Кар
составляет 2.4–2.8 и обеспечивает, по-видимому,
необходимую сохранность ФСА хвои на уровне пер-
вичных звеньев трансформации световой энергии.
Наличие локальных максимумов в ноябре и феврале
на секции I дополнительно подтверждает высказан-
ное выше утверждение о большей активности ФСА
хвои зимой вблизи факела. Эти относительные
максимумы возникают в результате увеличения
Хл a и Хл b (на фоне относительно стабильного
Кар), указывающего на смещение в эти месяцы
баланса процессов синтеза и распада хлорофил-
лов в сторону синтеза.

Результаты анализа особенностей сезонных
динамик содержания отдельных пигментов и их
соотношений указывают на непрерывность адап-
тационных реакций ФСА хвои в течение всего
осенне-зимнего периода и их зависимость от уда-
ления от факела, что доказывает справедливость
второй гипотезы. Кроме того, они позволяют вы-
делить ряд основных закономерностей трансфор-
мации ПА хлоропластов хвои сосны в течение
изучавшегося периода, а также высказать ряд
предположений о природе процессов и механиз-
мов, объясняющих эти закономерности. Сезон-
ное понижение температуры среды приводит к
замедлению, но не к полному прекращению фи-
зиолого-биохимических процессов, которое ха-
рактерно для состояния ФСА зимой. При этом в
результате фотоокисления хлорофиллов, снижа-
ется их содержание до определенного уровня, ко-
торый поддерживается за счет защитных функ-
ций комплекса каротиноидов, а также биосинте-
за отдельных пигментов. Величина соотношения
хлорофиллов ССК и фотосистем хлоропластов
варьирует при фоновых условиях среды вокруг
среднего значения, в том числе в условиях низких
температур, так как отражает работу систем кон-
троля содержания зеленых пигментов. Количе-
ство каротиноидов в ССК и ФС возрастает зимой,
что обеспечивает сохранение ПА на уровне, соот-
ветствующем минимально активному состоянию
ФСА хвои. Регуляция Кар происходит относи-
тельно независимо от содержания хлорофиллов,
однако она сопряжена, по-видимому, с поддер-
жанием в определенном диапазоне значений ве-
личины отношения Хл (a + b)/Кар. Влияние газо-
вого факела, в первую очередь связанное с повы-
шением температуры воздуха, обеспечивает более
высокую активность ПА хлоропластов за счет ре-
ализации возможностей адаптационного потен-

циала ФСА хвои, включая регуляцию размеров
пулов отдельных пигментов.

Анализ полученных результатов позволяет за-
ключить следующее. (1) Сезонная трансформа-
ция ПА хлоропластов хвои сосны обыкновенной,
наблюдаемая в период “конец лета–осень–зи-
ма–весна” связана с уменьшением температуры
среды ниже физиологического оптимума актив-
ной вегетации и представляет собой совокуп-
ность последовательно протекающих во времени
процессов адаптации ФСА хвои к изменению
условий среды. Многократность наблюдений в
изучаемый период позволяет дополнить извест-
ные сведения об особенностях изменений состо-
яния ПА. Также установлено наличие локальных
по времени максимумов и минимумов в сезонной
динамике его отдельных показателей в течение
зимы, связанное, по-видимому, с регуляцией со-
держания хлорофиллов и каротиноидов при из-
менении температуры среды.

(2) Тепловое поле факела влияет на протека-
ние адаптационных процессов, определяющих
закономерности сезонных динамик показателей
состояния ПА хвои деревьев сосны обыкновен-
ной на разном удалении от его источника. Его
действие приводит к изменениям сезонных дина-
мик всех изученных показателей состояния ФСА
хвои. Активность ФСА хвои в течение всего изу-
чаемого периода выше вблизи факела и уменьша-
ется по мере удаления от него. В осенне-зимний
период вблизи факела (секция I), где температура
выше фоновой на 1–2°С, снижение содержания
хлорофиллов меньше, чем на максимальном уда-
лении от него (секция VII). На среднем расстоя-
нии от факела (секция III) эти эффекты выраже-
ны слабее. При этом отношение Хл a/Хл b на сек-
ции I устойчиво ниже, чем на VII, что указывает на
увеличение соотношения количеств ССК и фото-
систем в хлоропластах. Величина Хл (a + b)/Кар на
секции I выше, чем на секциях III и VII и имеет
два достоверных максимума, что связано, по-ви-
димому, с повышенной сохранностью пула зеленых
пигментов за счет защиты хлорофиллов от фотоде-
струкции вблизи факела. Полученные в ходе иссле-
дований результаты подтверждают правильность
обеих выдвинутых рабочих гипотез.

(3) Отличие сезонных изменений содержания
хлорофиллов и Кар в хвое, а также наличие кор-
реляций сезонных динамик величин Хл a и Хл b с
температурой воздуха независимо от расстояния
до факела и отсутствие такой связи у пула Кар,
указывают на различие механизмов их регуляции.
При этом, по-видимому, количество хлорофил-
лов определяется балансом процессов распада и
синтеза, результат которого зависит от влияния
факторов среды, включая температуру, реализа-
ции защитных функций каротиноидами, скоро-
сти синтеза хлорофиллов и активности ФСА хвои



324

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 3  2021

ШАВНИН и др.

в целом. Данный баланс определяет соотношение
количества хлорофиллов фотосистем и ССК в
хлоропластах, которое в фоновых условиях среды
варьирует относительно среднего уровня в тече-
ние года. При этом в осенне-зимний период в фо-
тосинтезирующих клетках дополнительно синте-
зируются каротиноиды, что увеличивает степень
защищенности хлорофиллов от фотодеструкции.
Регуляция Кар, по-видимому, осуществляется в
соответствии с величиной Хл (a + b)/Кар, которая
достигает минимума и поддерживается на низком
уровне в период с осени до конца весны.
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Изучены особенности роста и качественного состава вторичных метаболитов в двух линиях суспензион-
ной культуры клеток вздутоплодника сибирского Phlojodicarpus sibiricus (Steph. ex Spreng.) К.-Pol. – исче-
зающего вида, эндемика Восточной Сибири. Лучшими ростовыми характеристиками обладала суспен-
зионная культура клеток листового происхождения: индексы роста по различным критериям (сухая и сы-
рая биомасса клеток, концентрация клеток) I = 10–14; удельная скорость роста μ = 0.3–0.4 сут–1;
максимальное накопление сухой биомассы М = 9.6 г/л, экономический коэффициент Y = 0.29.
Культура клеток гипокотильного происхождения имела более низкие показатели роста: I = 3.6–4.9,
μ = 0.12–0.18 сут–1, М = 6.6 г/л, Y = 0.16. Отличия в росте исследованных культур коррелируют со
степенью агрегированности клеток: суспензионная культура клеток листового происхождения состоит
преимущественно из агрегатов мелкого размера (от 10 до 30 клеток), тогда как культура гипокотильного
происхождения представлена крупными агрегатами (не менее 50 клеток в агрегате). Проведено аппара-
турное выращивание мелкоагрегированной суспензионной культуры клеток Ph. sibiricus листового про-
исхождения в двух типах лабораторных биореакторов – барботажном и с механическим перемеши-
ванием. Установлено, что при выращивании в барботажном биореакторе наблюдается улучшение
основных ростовых характеристик (индекс роста по сухой биомассе I – 12.7; продуктивность по су-
хой биомассе P = 0.78 г/л · сут, μ = 0.18 сут–1, М = 15.8 г/л, Y = 0.49). При использовании биореактора
с механическим перемешиванием зафиксировано снижение всех ростовых показателей, что очевидно
связано с повреждающим действием на клетки перемешивающих устройств. Проведено фитохимиче-
ское исследование состава вторичных метаболитов в исследуемых культурах клеток в сопоставлении
с корнями интактного растения Ph. sibiricus. Установлены значительные различия состава фенольных
соединений в клетках in vitro и в корнях растения. В культурах клеток Ph. sibiricus преобладали поляр-
ные (гидрофильные) соединения, относящиеся к фенольным производным – гликозиды кумаринов
и бензофуранов. В корнях главными компонентами были более гидрофобные метаболиты – эфиры
пиранокумарина келлактона. Полученные результаты подтверждают разрабатываемую в наших ра-
ботах концепцию о различиях вторичного метаболизма в клетках растений in vitro и in vivo.

Ключевые слова: Phlojodicarpus sibiricus, вздутоплодник сибирский, суспензионная культура клеток,
биореакторы, кумарины
DOI: 10.31857/S0015330321020068

ВВЕДЕНИЕ
Исследование вторичного метаболизма в на-

стоящее время является одной из наиболее акту-

альных задач современной физиологии и биохи-
мии растений. Принципиально новые подходы
для изучения этого процесса открывает использо-
вание культур клеток высших растений. Помимо
возможности исследования различных факторов,
влияющих на образование вторичных метаболи-
тов (регуляторы роста, элиситоры, стрессовые

Сокращения: УЭЖХ ЭР МС – ультраэффективная жид-
костная хроматография с масс-спектрометрическим де-
тектированием при ионизации электрораспылением.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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воздействия и др.), использование клеток in vitro
позволяет изучать процесс формирования соедине-
ний специализированного обмена в дедифференци-
рованных пролиферирующих клетках, лишенных
организменных систем контроля. Сопоставление
специфики вторичного метаболизма в интактных
растениях (где он распределен, как правило, по раз-
ным органам растений и протекает в специализи-
рованных клетках) и в клетках in vitro позволяет
не только определять механизмы и системы регу-
лирования этого процесса, но и выяснять функ-
ции вторичных метаболитов в жизнедеятельно-
сти растения [1].

Прикладным аспектом исследования вторично-
го метаболизма в клетках высших растений in vitro
является биотехнологическое использование куль-
тур клеток в качестве возобновляемого высококаче-
ственного сырья для получения биологически ак-
тивных соединений растительного происхождения,
в частности для создания новых и безопасных ле-
карственных средств и их использования в терапии
различных заболеваний [1]. Перспективным на-
правлением в этой области является изучение ред-
ких и эндемичных видов растений, используемых в
народной медицине и природные ресурсы которых
недоступны или ограничены. Несомненный инте-
рес с этой точки зрения представляет флора Сиби-
ри, где особо выделяются природные популяции
лекарственных растений Якутии. В этом регионе
многие ценные виды растений имеют ограничен-
ный ареал и их запасы быстро сокращаются. К чис-
лу таких растений относится вздутоплодник сибир-
ский Phlojodicarpus sibiricus (Steph. ex Spreng.) К.-Pol.
(семейство Зонтичные, Umbelliferae), который
занесен в Красные книги Якутии, Амурской об-
ласти и Забайкальского края [2–4].

Корни вздутоплодника сибирского используют
для профилактики и лечения сердечно-сосуди-
стых заболеваний, некоторых неврологических
расстройств, нарушений функций желудка и лег-
ких. Основные лечебные эффекты Ph. sibiricus
обеспечиваются наличием в нем фенольных соеди-
нений, а именно кумаринов (пирано- и гидрокси-
кумаринов). Известно, что некоторые кумарины
обладают спазмолитическим, антикоагулянтным,
гиполипидемическим, седативным, нейропро-
тективным, противоопухолевым, бактериостати-
ческим свойствами, проявляют антиоксидант-
ную активность [5].

Для Ph. sibiricus наиболее специфичными вто-
ричными метаболитами являются пренилирован-
ные кумарины, которые в основном представле-
ны пиранокумаринами (келлактон, виснадин, ди-
гидросамидин, суксдорфин, птериксин и другие) и в
меньшей степени фуранокумаринами (пеуцени-
дин). В составе корневищ и корней Ph. sibiricus
обнаружены также и “простые” кумарины (раз-
личные производные гидроксикумарина – ум-
беллиферон, скополетин) [5–9].

Вздутоплодник сибирский, являясь фармако-
пейным растением, использовался как сырье для
получения спазмолитического препарата “Фло-
верин” (смесь дигидросамидина и виснадина), и
комплексного препарата, обладающего сердеч-
но-сосудистым действием, “Сафинора”. В насто-
ящее время производство данных препаратов
приостановлено из-за сокращения природного
сырья [10].

В связи с растущим интересом к Ph. sibiricus
как основы создания фармпрепаратов и биологи-
чески активных добавок, а также невозможно-
стью использования его природных популяций,
изучение специфики вторичного метаболизма в
клетках in vitro этого вида имеет не только фунда-
ментальное, но и прикладное значение.

Таким образом, цель настоящей работы – ис-
следование ростовых и биосинтетических (обра-
зование вторичных метаболитов) характеристик
суспензионных культур клеток Ph. sibiricus при
выращивании в колбах и в разных типах биореак-
торов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования использо-

ваны суспензионные культуры клеток вздуто-
плодника сибирского, которые были получены из
каллусных культур листового и гипокотильного
происхождения в 2019 году [11].

Для выращивания использовали среду Мура-
сиге и Скуга (MS), приготовленную по прописи
[12] с добавлением инозитола (0.1 г/л), 3% сахаро-
зы и регуляторов роста – 2,4-дихлорфеноксиук-
сусной кислоты (2,4-Д) (1.0 мг/л) и 6-бензилами-
нопурина (БАП) (0.5 мг/л) (“Merck”, Германия).

Культивирование проводили в колбах объе-
мом 250 мл (35 – 40 мл суспензии в колбе) на ро-
тационном шейкере (100 об/мин) в темноте при
25 ± 1°С. Цикл выращивания составлял 21 сут.
Для пересева использовали соотношение иноку-
люм : свежая среда, равное 1 : 4 (для суспензионной
культуры клеток гипокотильного происхождения) и
1 : 10 (для суспензионной культуры клеток листо-
вого происхождения).

Для аппаратурного выращивания применяли
биореакторы с различным типом перемешиваю-
щего устройства:

1) Микробиологический биореактор с механи-
ческой мешалкой, общим объемом 7.5 л (“New
Brunswick”, MF-107, США). Перемешивающее
устройство – типа “морской винт” (оригиналь-
ная конструкция лаборатории биологии культи-
вируемых клеток ИФР РАН, материал – фтор-
пласт, диаметр 60 мм, 4 лопасти, 100 об/мин).

2) Барботажный соплоконусный биореактор, об-
щим объемом 21 л (собственная разработка лабора-
тории биологии культивируемых клеток ИФР РАН).
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Перемешивающее устройство – барботер с одним
отверстием диаметром 6 мм.

В обоих аппаратах использовали одинаковый
тип трубчатого аэратора с микроотверстиями для
мелкодисперсной подачи воздуха в питательную
среду. Скорость подачи воздуха для аэрации – от
0.17 до 0.25 л на 1 л питательной среды в минуту
(скорость постепенно повышали из-за уменьше-
ния объема суспензии после отбора проб, в случае
барботажного биореактора – это сумма воздуха
на барботаж и аэрацию вместе взятые).

Для инокуляции в биореакторы использовали
двухнедельную культуру, выращенную в колбах.
Исходная плотность сухой биомассы составляла
около 1 г/л. Культивирование проводили при
температуре 26 ± 0.1°С в темноте.

Жизнеспособность культур определяли с помо-
щью окрашивания клеток прижизненным красите-
лем феносафранином (0.1% раствор) (“Merck”,
Германия) путем подсчета живых (неокрашен-
ных) и мертвых (окрашенных) культивируемых
единиц под микроскопом. Для вычисления кон-
центрации клеток применяли подсчет клеток в
гемоцитометре Фукса-Розенталя после инкуба-
ции суспензии в 20% растворе хромовой кислоты
при 60°C в течение 25–30 мин. Для определения сы-
рой и сухой биомассы в 1 л среды фиксированный
объем суспензии (не менее 10 мл в двух биологиче-
ских повторностях) фильтровали под вакуумом че-
рез бумажный фильтр с помощью воронки Бюхне-
ра [13]. Биомассу высушивали в сушильном шка-
фу при 50°C в течение 24 ч.

Микрофотографии клеток сделаны с помощью
цифровой камеры ToupCam SCMOS 0.3 Мпикс
(Китай).

На основании полученных результатов рас-
считывали параметры роста суспензионных куль-
тур клеток, такие как индекс роста (I), удельная
скорость роста (μ), время удвоения биомассы (τ),
максимальное накопление сухой биомассы (Mmах),
экономический коэффициент (Y), продуктивность
по биомассе (P).

Для расчетов использовали следующие фор-
мулы [12]:

I = Xmax/ Xo, где Xmaxи Хo – максимальное и на-
чальное значения критерия роста соответственно
(сухая биомасса, сырая биомасса, концентрация
клеток).

μ (сут–1) = lnX2 – lnX1)/(t2 – t1), где X2 и X1 –
значения критерия роста (концентрация клеток,
содержание сырой/сухой биомассы в литре сре-
ды) в момент времени t2 и t1 соответственно (рас-
считывается для экспоненциальной фазы роста).

τ (сут) = ln2/μ.
Y = (Хmax – Хo)/So, где Хmax и Хo – максимальная

и начальная концентрации сухой биомассы (г/л),

соответственно; So – начальная концентрация
субстрата (сахарозы) в среде (г/л среды).

P (г/л · сут) = (Хi – Хo)/(ti – to), где Хo и Хi – ко-
личество сухой биомассы в начале культивирова-
ния и в момент времени ti, соответственно.

Для качественного анализа вторичных метабо-
литов в биомассе суспензионных культур клеток
Ph. sibiricus использовали ультраэффективную
жидкостную хроматографию с масс-спектромет-
рическим детектированием при ионизации элек-
трораспылением (УЭЖХ ЭР МС). В качестве об-
разца сравнения использовали корни интактных
растений Ph. sibiricus (сбор 2017 года, Олекмин-
ский район, Якутия), предоставленные Ю.А. Аргы-
ловым. 

Общую экстракцию проводили из измельчен-
ного воздушно-сухого растительного материала
(40–100 мг) 70% (по объему) водным этиловым
спиртом 3 раза в течение 30 мин под действием
ультразвука (УЗВ-12, “Сапфир”, Россия), после
чего центрифугировали при 10000 об/мин в тече-
ние 10 мин (МЦФ “ПЭ-6926”, Россия) и отбирали
супернатант в грушевидную колбу. Объединенные
спиртовые экстракты упаривали под вакуумом
при температуре 45°С. Полученный экстракт
суспендировали в 5% (по объему) растворе ук-
сусной кислоты в дистиллированной воде и на-
носили на патрон для твердофазной экстракции
Supelclean ENVI-18 (“Supelco”, США). Патрон по-
следовательно промывали 5% (по объему) раство-
ром уксусной кислоты в дистиллированной воде и
70% этанолом. Полученный раствор упаривали
под вакуумом при 45°С. Перед анализом экстрак-
ты растворяли в 1 мл смеси ацетонитрил-вода (1 : 1,
по объему). Объем инжекции составлял 1–2 мкл.

УЭЖХ ЭР МС анализ проводили на хромато-
графе Waters Acquity UPLC (“Waters”, США),
оснащенном гибридным квадрупольным время-
пролетным масс-спектрометром XEVO QTOF
(“Waters”, США). Анализ осуществляли в режиме
детектирования положительных и отрицательных
ионов (диапазон m/z 100–2000). Параметры ис-
точника ионизации: температура источника
ионизации – 120°С, температура десольвации –
250°С, напряжение на капилляре – 3.0 кВ, напря-
жение на конусе ввода пробы – 30 В, скорость по-
дачи азота (десольвационный газ) 600 л/ч.

Условия хроматографического разделения: ко-
лонка ACQUITY UPLC BEH Phenyl (50 × 2.1 мм,
1.7 мкм; “Waters”, Ирландия), температура ко-
лонки – 40°С, скорость потока подвижной фазы –
0.4 мл/мин. Компоненты подвижной фазы: 0.1%
(по объему) раствор муравьиной кислоты в воде
(растворитель А) и 0.1% (по объему) раствор мура-
вьиной кислоты в ацетонитриле (растворитель Б).
В работе использовали два разных режима градиент-
ного элюирования. При этом в ходе анализа состав
подвижной фазы менялся следующим образом (рас-
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творитель Б, % по объему): градиентный режим “А”:
0–1 мин – 15%, 1–5 мин – 15→30%, 5–15 мин –
30 → 38%, 15–15.,5 мин – 38 → 45%, 15.5–23 мин –
45%, 23–23.5 мин – 45 → 95%; градиентный режим
“Б”: 0–15 мин – 5 → 30%, 15–17 мин – 30 → 95%,
17–20 мин – 95%. Обработку полученных резуль-
татов производили с помощью программы Mass-
Lynx (“Waters”, США).

Определение ростовых и физиологических ха-
рактеристик (содержание сырой и сухой биомас-
сы, жизнеспособность и концентрацию клеток)
проводили в двух биологических повторностях.
На графиках представлены средние значения и их
стандартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для оценки ростовых и физиологических харак-

теристик суспензионных культур клеток Ph. sibiri-
cus при выращивании в колбах использовали
жизнеспособность, концентрацию клеток, на-
копление сырой и сухой биомассы. Полученные
результаты представлены на рис. 1 и табл. 1 и 2.
При анализе кривых роста было отмечено наличие
лаг-фазы в течение 2 суток для суспензионной куль-
туры клеток Ph. sibiricus листового происхожде-
ния и отсутствие лаг-фазы для суспензионной

культуры клеток гипокотильного происхожде-
ния. Жизнеспособность клеток в течение цикла
выращивания находилась на уровне 70–80% и
снижалась до 50–60% после 19–21 сут. Из пред-
ставленных результатов по производным пара-
метрам роста следует, что суспензионную культу-
ру клеток листового происхождения можно отнести
к хорошо растущим культурам Индексы роста по
всем критериям (сухая и сырая биомасса клеток,
концентрация клеток) превышает 10, удельная ско-
рость роста μ находится в пределах 0.3–0.4 сут–1;
максимальное накопление сухой биомассы М
около 10 г/л. Экономический коэффициент Y при
выращивании этой культуры равен 0.29, из чего
следует, что почти 30% сахарозы питательной
среды расходуется на построение биомассы кле-
ток. В то же время суспензионная культура клеток
гипокотильного происхождения при аналогич-
ных условиях культивирования имела существен-
но худшие показатели роста. В среднем ростовые
параметры этой культуры были в 2–3 раза ниже, чем
культуры листового происхождения (I = 3.6–4.9, μ =
= 0.12–0.18 сут–1, М = 6.6 г/л, Y = 0.16).

Для ростовых процессов исследуемых культур
клеток провели оценку их степени агрегированно-
сти. Суспензионная культура клеток из каллусов
листового происхождения имела преимуществен-

Рис. 1. Кривые роста суспензионных культур клеток Ph. sibiricus листового (а) и гипокотильного (б) происхождения:
1 – концентрация клеток ((*105)/2), кл/мл; 2 – сырая биомасса (/10), г/л; 3 – сухая биомасса, г/л; 4 – жизнеспособ-
ность клеток.
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но более мелкие агрегаты, которые включали от 10
до 30 меристемоподобных клеток, и большое ко-
личество одиночных меристемоподобных, па-
ренхимоподобных, удлиненных и аномальных
клеток. Для суспензионной культуры из каллусов
гипокотильного происхождения показано нали-
чие большого количества крупных плотных агре-
гатов, состоящих, как минимум, из 30–50 клеток
меристемоподобного и паренхимоподобного ти-
па. Микрофотографии суспензий представлены
на рис. 2.

Для аппаратурного выращивания использова-
ли хорошо растущую мелкоагрегированную сус-
пензионную культуру клеток листового проис-
хождения. Были применены два типа биореакто-
ров – с механическим перемешиванием общим
объемом 7.5 л) и барботажный общим объемом
21 л. Ростовые характеристики при культивиро-
вании в разных типах биореакторов представле-
ны на рис. 2 и в табл. 3 и 4.

Из представленных результатов следует, что
аппаратурное выращивание клеток в барботаж-

ном биореакторе приводит к стабильному росту
культуры с длительностью лаг-фазы около 3 суток
и улучшению ее основных ростовых показателей
(индекс роста по сухой биомассе I = 12.7; макси-
мальное накопление сухой биомассы M = 15.8 г/л
продуктивность по сухой биомассе P = 0.78 г/(л · сут),
экономический коэффициент Y = 0.49). Напротив,
при использовании биореактора с механическим
перемешиванием отмечено ухудшение ростовых па-
раметров (индекс роста по сухой биомассе – 7.6;
удельная скорость роста по сухой биомассе –
0.13 сут–1; максимальное накопление сухой био-
массы – 8.9 г/л.). Наблюдаемое снижение ростовых
характеристик обусловлено повреждающим дей-
ствием на клетки механических перемешивающих
устройств этого типа биореактора. Качественный
фитохимический анализ вторичных метаболитов
в исследуемых линиях суспензионных культур
клеток и корнях вздутоплодника сибирского был
проведен методом УЭЖХ ЭР МС. Хроматографиче-
ский анализ суспензионных культур клеток Ph. sibir-
icus был разделен на две стадии. Первая стадия

Рис. 2. Микрофотографии суспензионных культур клеток Ph. sibiricus, полученных из каллуса гипокотильного проис-
хождения (а) и каллуса листового происхождения (б) (увеличение – 360x).

(а) (б)

Таблица 1. Ростовые характеристики суспензионной культуры клеток Ph. sibiricus листового происхождения

Показатель роста
Производные параметры роста

I μ, сут–1 τ, сут Mmax, г/л Y P, г/(л · сут)

Концентрация клеток 12.4 0.30 2.35
9.6 0.29 0.46Сырая биомасса 14.2 0.40 1.73

Сухая биомасса 10.0 0.38 1.82

Таблица 2. Ростовые характеристики суспензионной культуры клеток Ph. sibiricus гипокотильного происхождения

Показатель роста
Производные параметры роста

I μ, сут–1 τ, сут Mmax, г/л Y P, г/(л · сут)

Концентрация клеток 4.08 0.18 3.78
6.6 0.16 0.27Сырая биомасса 4.93 0.17 4.16

Сухая биомасса 3.60 0.12 5.62
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включала поиск и идентификацию в спиртовых
экстрактах из биомассы суспензионных культур
ацилированных производных келлактона – ос-
новных биологически активных веществ вздуто-
плодника сибирского (для сравнения использо-
вали спиртовой экстракт из корней Ph. sibiricus).
На второй стадии фитохимического исследова-
ния была выполнена предварительная идентифи-
кация обнаруженных вторичных метаболитов
других структурных типов.

На первой стадии УЭЖХ ЭР МС анализ экс-
трактов из корней и биомассы двух суспензион-
ных культур клеток Ph. sibiricus был выполнен в
градиентном режиме “А”. Этот режим разделения
позволяет проводить анализ соединений доста-
точно широкого диапазона полярности [14]. Ре-
зультаты представлены на рис. 3.

Выявлено, что профили вторичных метаболи-
тов в культурах клеток и корнях интактных расте-
ний вздутоплодника сибирского имели значитель-
ные отличия. В суспензионных культурах клеток
Ph. sibiricus в основном преобладали более поляр-
ные соединения (элюируются с хроматографиче-
ской колонки в пределах 1–8 мин). В корнях взду-
топлодника сибирского основными компонентами
являлись более гидрофобные соединения (элюиру-
ются с колонки в пределах 11–20 мин). Сравнение
результатов масс-спектрометрии обнаруженных
соединений в экстрактах из корней Ph. sibiricus с
данными литературы [5] позволяет заключить,
что все они представляют собой эфиры ангуляр-
ного пиранокумарина келлактона с различными
органическими кислотами. Два основных мета-
болита корней Ph. sibiricus (соединения 2 и 3, элю-
ируются с колонки на 13.1 и 13.5 мин соответствен-
но) идентифицированы как виснадин и дигидро-
самидин. В образцах биомассы суспензионных

культур клеток Ph. sibiricus эти соединения обна-
ружить не удалось.

Для детальной идентификации полярных ме-
таболитов (в градиентном режиме “А” элюиру-
ются с хроматографической колонки в пределах
1–8 мин), обнаруженных в суспензионных куль-
турах клеток Ph. sibiricus, провели УЭЖХ ЭР МС
анализ соответствующих экстрактов с использо-
ванием программы элюирования “Б”. Запись
хроматограмм проводили в режиме детектирова-
ния отрицательных ионов [15]. Хроматограммы
(полный ионный ток) экстрактов из биомассы
двух суспензионных культур клеток Ph. sibiricus,
записанные при детектировании отрицательных
ионов, представлены на рис. 4.

Показано, что основными (судя по интенсивно-
сти сигналов соответствующих хроматографиче-
ских пиков) во всех образцах были шесть соедине-
ний, которые элюировались с колонки в пределах
4.8–15.2 мин. В порядке увеличения гидрофобности
эти соединения обозначены номерами 7–12 (рис. 5).
Состав полярных вторичных метаболитов в био-
массе суспензионных культур клеток Ph. sibiricus
характеризовался значительным сходством.

Предварительную структурную идентифика-
цию обнаруженных соединений проводили путем
сравнения их масс-спектрометрического и отно-
сительного хроматографического поведения с
данными литературы [5, 16–18]. Результаты иден-
тификации компонентов № 7–12 представлены в
таблице 5. Все идентифицированные компонен-
ты являются фенольными производными раз-
ных структурных типов. Компоненты 7, 11 и 12
относятся к группе кумаринов: компонент 7 –
гексозид (скорее всего – глюкозид) ангулярного
пиранокумарина келлактона [5]; компоненты 11 и
12 – производные простого пренилированного
кумарина остхенола или 7-деметилсуберозина

Таблица 3. Ростовые характеристики суспензионной культуры клеток Ph. sibiricus листового происхождения при
выращивании в барботажном биореакторе

Показатель роста
Производные параметры роста

I μ, сут–1 τ, сут Mmax, г/л Y P, г/(л · сут)

Сырая биомасса 14.7 0.20 3.51
15.8 0.49 0.78

Сухая биомасса 12.7 0.18 4.10

Таблица 4. Ростовые характеристики суспензионной культуры клеток Ph. sibiricus листового происхождения при
выращивании в биореакторе с механическим перемешиванием

Показатель роста
Производные параметры роста

I μ, сут–1 τ, сут Mmax, г/л Y P, г/(л · сут)

Сырая биомасса 6.9 0.13 5.5
8.9 0.26 0.33Сухая биомасса 7.6 0.13 5.2
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(изомерные кумарины, которые трудно разли-
чить на основании только данных масс-спектро-
метрии) [19]. Компоненты 8 и 10, вероятнее всего,
относятся к группе гликозидов бензофуранов [16].
Компонент 9 – идентифицирован как гликозили-
рованное производное изомера матаирезинола –
лигнана дибензилбутиролактонного типа [18]. Из
идентифицированных соединений для интакт-
ных растений вздутоплодника сибирского харак-
терным считается только гликозид келлактона
(компонент 7) [5]. Однако судя по интенсивности
сигнала соответствующего хроматографического
пика, соединение 7 является “минорным” (в ко-
личественном отношении) фенольным вторич-
ным метаболитом в культивируемых in vitro клет-
ках Ph. sibiricus. Стоит отметить, что в настоящей
работе идентификация соединений основана по-
чти исключительно на результатах масс-спектро-
метрии. Поэтому для более точного структурного
описания обнаруженных веществ требуются даль-
нейшие исследования.

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование факторов, определяющих ро-

стовые и биосинтетические свойства культур клеток
высших растений, имеет как фундаментальное, так
и прикладное значение. Традиционно считается,
что эпигенетические свойства экспланта (исполь-

зование различных органов растения для инициа-
ции культур клеток) играют менее существенную
роль для этих характеристик, чем генетические осо-
бенности (вид растения) или условия культиви-
рования. Полученные в настоящей работе резуль-
таты не в полной степени согласуются с этой точ-
кой зрения. Анализ ростовых характеристик двух
суспензионных культур клеток Ph. sibiricus, кото-
рые были получены из каллусов, инициирован-
ных из разных эксплантов (лист или гипокотиль
стерильных растений), показал существенные от-
личия. Ростовые параметры суспензионной куль-
туры клеток, полученной из каллусов листового
происхождения, были в два – три раза выше, чем у
культуры, инициированной из каллусов гипоко-
тильного происхождения. Любопытно, что исполь-
зуемые для получения суспензионных культур кал-
лусные линии Ph. sibiricus обладали противополож-
ными свойствами – худший рост был характерен
для каллусной культуры клеток листового проис-
хождения [11].

Сопоставление основных физиологических ха-
рактеристик исследуемых суспензионных культур
клеток Ph. sibiricus позволяет предположить, что на-
блюдаемые изменения их ростовых параметров
обусловлены различиями в степени их агрегиро-
ванности: культура клеток листового происхож-
дения состояла из мелких клеточных агрегатов,
гипокотильного – из крупных. Поскольку обе

Рис. 3. Кривые роста по накоплению сухой биомассы суспензионной культуры Ph. sibiricus листового происхожде-
ния в нормальной (а) и в полулогарифмической (б) системах координат при выращивании различных типах систем:
1 – барботажный биореактор; 2 – биореактор с механическим перемешиванием, 3 – колбы.
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Рис. 4. УЭЖХ ЭР МС хроматограммы (режим полного ионного тока, регистрация положительных ионов; программа
градиентного элюирования “А”) спиртовых экстрактов из корней (а) и биомассы суспензионных культур клеток
Ph. sibiricus гипокотильного (б) и листового (в) происхождения: 1 – pteryxin; 2 – visnadin; 3 – dihydrosamidin; 4 – khel-
lactone 3-isovaleroyl/2-methylbutyroyl-4-isobuturoyl ester; 5 – khellactone 3-isovaleroyl/2-methylbutyroyl-4-senecioyl/ange-
loyl ester; 6 – khellactone 3,4-diisovaleroyl/2-methylbutyroyl ester/khellactone isovaleroyl-2-methylbutyroyl ester.
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градиентного элюирования “Б”) спиртовых экстрактов из биомассы суспензионных культур клеток Ph. sibiricus листо-
вого (а) и гипокотильного (б) происхождения: 7–12 – хроматографические пики идентифицированных вторичных
метаболитов (табл. 4).
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суспензионные культуры клеток Ph. sibiricus были
получены одновременно и в идентичных услови-
ях, можно предположить, что наблюдаемые раз-
личия в их степени агрегированности обусловлены
характеристиками (в том числе, эпигенетически-
ми) исходных каллусных культур клеток.

Характеристика линий, полученных из разных
органов одного растения, является важным крите-
рием при отборе перспективных штаммов для био-
технологического использования культур клеток.
Выращивание суспензионной культуры клеток
Ph. sibiricus листового происхождения в барбо-
тажном биореакторе показало улучшение ростовых
показателей, по сравнению с культивированием в
колбах. Напротив, при выращивании клеток в био-
реакторе с механическим перемешиванием отме-
чено снижение ростовых показателей. Подобные
результаты были получены при работе с культура-
ми клеток других видов (диоскореи Dioscorea del-
toidea Wall., женьшеня Panax japonicus var repens,
стефании Stephania glabra Roxb [20, 21]). При этом
улучшение ростовых характеристик в барботаж-
ном биореакторе предположительно связано с

большей интенсивностью аэрации клеток, а ухуд-
шение роста при использовании биореактора с ме-
ханическим перемешиванием – с повреждающим
действием на клетки перемешивающих устройств.
Таким образом, при аппаратурном культивирова-
нии суспензионной культуры клеток Ph. sibiricus
предпочтительной системой ожидаемо оказался
барботажный биореактор.

В ходе исследования фитохимического состава
в суспензионных культурах клеток вздутоплодни-
ка сибирского были отмечены значительные раз-
личия в составе фенольных соединений в клетках
in vitro и в корнях интактного растения. В суспен-
зионных культурах клеток Ph. sibiricus в основном
преобладали полярные (гидрофильные) соедине-
ния, тогда как в корнях главными компонентами
были более гидрофобные метаболиты. Основные
метаболиты корней Ph. sibiricus, такие как висна-
дин и дигидросамидин, в биомассе суспензион-
ных культур клеток обнаружены не были.

Все идентифицированные полярные компо-
ненты суспензионных культур клеток вздуто-

Таблица 5. Результаты УЭЖХ ЭР МС анализа (регистрация отрицательных ионов; градиентный режим “Б”) экс-
тракта из биомассы суспензионной культуры клеток Ph. sibiricus гипокотильного происхождения

Примечание: * – нумерация пиков соответствует таковой на рис. 5; ** – время удерживания на хроматографической колонке,
мин (градиентный режим “Б”); *** – данные масс-спектров (указаны значения m/z для обнаруженных ионов); Hex – остаток
гексозы; Mal – остаток малоновой кислоты.

Номер 
пика*

tR,
мин**

Масс-спектры, m/z***

Результаты идентификации
[M–H]– Другие ионы

7 4.8 423.11
847.25 [2M – H]–

491.10 [M–H+ HCOONa]–

486.10 [M–H + HCOONH4]–
Khellactone-Hex

8 5.4 397.10
795.22 [2M–H]–

465.09 [M–H + HCOONa]–

460.12 [M–H + HCOONH4]–

Изомер
6-Carboxyethyl-7-methoxy-5-hydroxybenzofuran 
5-Hex

9 7.3 605.17

673.16 [M–H + HCOONa]–

561.19 [M–H–CO2]–

357.12 [M–H–Hex–Mal]–

339.12 [M–H–Hex–Mal–18]–

Изомер matairesinol-Hex-Mal

10 7.6 483.10
967.21 [2M–H]–

469.12 [M–H–14]–

439.09 [M–H–CO2]–

Изомер
6-Carboxyethyl-7-methoxy-5-hydroxybenzofuran 
5-Hex-Mal

11 11.8 –

955.26 [2M–H]–

433.15 [M–H–CO2]–

229.07 [M–H–Hex–Mal]–

545.12 [M–H + HCOONa]–

540.13 [M–H + HCOONH4]–

7-demethylsuberosin/Osthenol-Hex-Mal

12 15.1 229.07 – 7-demethylsuberosin/Osthenol
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плодника сибирского относились к фенольным
производным. При этом большинство обнару-
женных соединений в клетках in vitro (за исключе-
нием гликозида келлактона [22]) не характерны
для интактных растений Ph. sibiricus.

Некоторые из обнаруженных соединений –
эфир гексозида пренилированного кумарина
остхенола/7-деметилсуберозина, малонильные
производные гликозидов кумаринов – могут
быть отнесены к весьма редким фенольным про-
изводным растений. Другие из обнаруженных со-
единений – гликозиды бензофуранов – достаточно
широко распространены среди разных таксонов
[16, 22–26], однако сообщений об их присутствии
у видов Phlojodicarpus spp. в доступной литературе
обнаружить не удалось.

Любопытно, что характерные для интактного
растения пренилированные кумарины (виснадин,
дигидросамидин и другие эфиры келлактона) были
идентифицированы в исходных каллусных куль-
турах Ph. sibiricus [11], но в длительно выращивае-
мых суспензионных культурах клеток они не бы-
ли обнаружены.

Изложенные результаты вполне согласуются с
известными в литературе данными об изменении
(по сравнению с интактными растениями) вто-
ричного метаболизма в культивируемых in vitro
клетках растений. Подобные тенденции были от-
мечены при образовании стероидных гликозидов
в культурах клеток диоскореи дельтовидной (Dio-
scorea deltoidea Wall.) и якорцев стелющихся (Tribulus
terrestris L.). В обеих культурах происходило на-
копление только способствующих пролиферации
клеток фуростаноловых гликозидов, тогда как для
интактных растений более характерны спиростано-
ловые формы стероидных гликозидов [1, 27].

Работы по выращиванию суспензионных
культур клеток Ph. sibiricus и исследованию их росто-
вых характеристик выполнены при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
(проект № 18-74-00097).

Работы по анализу фитохимических характе-
ристик культур клеток Ph. sibiricus выполнены
при финансовой поддержке государственного за-
дания Минобрнауки России (FSRG-2020-0019).

Работы по аппаратурному выращиванию сус-
пензионных культур клеток Ph. sibiricus и иденти-
фикации обнаруженных вторичных метаболитов
выполнены при финансовой поддержке Мега-
гранта Правительства Российской Федерации
(Соглашение № 075-15-2019-1882).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Nosov A.M., Popova E.V., Kochkin D.V. Isoprenoid Pro-

duction via Plant Cell Cultures: Biosynthesis, Accumu-
lation and Scaling-Up to Bioreactors // Production of
Biomass and Bioactive Compounds Using Bioreactor
Technology / Eds. Paek K.Y., Murthy H., Zhong J.J.
Dordrecht: Springer, 2014. P. 563. 
https://doi.org/10.1007/978-94-017-9223-3_23

2. Красная книга Республики Саха (Якутия). Т. 1:
Редкие и находящиеся под угрозой исчезновения
виды растений и грибов / Отв. ред. Данилова Н.С.
Москва: Реарт, 2017. 409 с.

3. Сенчик А.В., Маликова Е.И. Красная книга Амурской
области: Редкие и находящиеся под угрозой исчезно-
вения виды животных, растений и грибов [2-е изд.];
http://www.amurohota.ru/files/RedBookAmur2019.pdf

4. Красная книга Забайкальского края: Растения /
Научный редактор Попова О.А. Новосибирск:
Дом мира, 2017. 384 с.

5. Olennikov D.N., Fedorov I.A., Kashchenko N.I.,
Chirikova N.K., Vennos C. Khellactone Derivatives and
Other Phenolics of Phlojodicarpus sibiricus (Apiaceae):
HPLC-DAD-ESI-QQQ-MS/MS and HPLC-UV Pro-
file, and Antiobesity Potential of Dihydrosamidin // Mol-
ecules. 2019. V. 24. P. 2286. 
https://doi.org/10.3390/molecules24122286

6. Antonova O.K., Shemeryankin B.V. Coumarins of the
roots of Phlojodicarpus sibiricus // Chemistry of Natu-
ral Compounds. 1981. V. 17. P. 588. 
https://doi.org/10.1007/BF00574388

7. Nikonov G.K., Vandyshev V.V. Visnadin – A new com-
ponent of the plant genus Phlojodicarpus // Chemistry
of Natural Compounds. 1969. V. 5. P. 101. 
https://doi.org/10.1007/BF00633290

8. Babilev F.V., Nikonov G.K. Coumarins of the roots of
Phlojodicarpus villosus Turcz. // Chemistry of Natural
Compounds. 1965. V. 1. P. 278. 
https://doi.org/10.1007/BF00563704

9. Gantimur D., Semenov A.A. Coumarins from Phlojodi-
carpus sibiricus // Chemistry of Natural Compounds.
1981. V. 17. P. 41. 
https://doi.org/10.1007/BF00566431

10. Васильева О.Д. Вздутоплодник сибирский Phlojodi-
carpus sibiricus (Steph. ex Spreng.) K.-Pol. в Якутии
(Биология, интродукция, охрана): Автореф. дисc. …
канд. биол. наук. Новосибирск: ИБПК СО РАН,
2005. 15 с.

11. Ханды М.Т., Кочкин Д.В., Томилова С.В., Галишев Б.А.,
Клюшин А.Г., Носов А.М. Получение и фитохими-
ческий скрининг каллусных и суспензионных
культур клеток вздутоплодника сибирского Phlo-
jodicarpus sibiricus (Steph. ex Spreng.) К.-Pol. / Био-
технология. 2020.

12. Murashige T., Skoog F. A revised medium for rapid
growth and bio-assays with tobacco tissue cultures //
Physiologia Plantarum. 1962. V. 15. P. 473.

13. Носов А.М. Методы оценки и характеристики роста
культур клеток высших растений // Молекулярно-
генетические и биохимические методы в современ-
ной биологии растений / Под ред. Вл.В. Кузнецова,
В.В. Кузнецова, Г.А. Романова. Москва: Бином. Ла-
боратория знаний, 2012. С. 386.



336

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 3  2021

ХАНДЫ и др.

14. Kochkin D.V., Galishev B.A., Glagoleva E.S., Titova M.V.,
Nosov A.M. Rare triterpene glycoside of ginseng (ginse-
noside malonyl-Rg1) detected in plant cell suspension
culture of Panax japonicus var. repens // Russ. J. Plant
Physiol. 2017. V. 64. P. 649. 
https://doi.org/10.1134/S102144371705003X

15. Liigand P., Kaupmees K., Haav K., Liigand J., Leito I.,
Girod M., Antoine R., Kruve A. Think Negative: Finding
the Best Electrospray Ionization/MS Mode for Your
Analyte // Analytical Chemistry. 2017. V. 89. P. 5665. 
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.7b00096

16. Wei S.-P., Luan J.-Y., Lu L.-N., Wu W.-J., Ji Z.-Q.
A new benzofuran glucoside from Ficus tikoua Bur. //
Int. J. Mol. Sci. 2011. V. 12. P. 4946. 
https://doi.org/10.3390/ijms12084946

17. Xu M. J., Wu B., Ding T., Chu J. H., Li C. Y., Zhang J.,
Wu T., Wu J., Liu S. J., Liu S. L., Ju W. Z., Li P. Simul-
taneous characterization of prenylated f lavonoids and
isoflavonoids in Psoralea corylifolia L. by liquid chro-
matography with diode-array detection and quadru-
pole time-of-flight mass spectrometry // Rapid Com-
mun. Mass Spectrom. 2012. V. 26. P. 2343. 
https://doi.org/10.1002/rcm.6361

18. Liu X.-T., Wang X.-G., Yang Y., Xu R., Meng F.-H.,
Yu N.-J., Zhao Y.-M. Qualitative and Quantitative
Analysis of Lignan Constituents in Caulis Trachelo-
spermi by HPLC-QTOF-MS and HPLC-UV // Mole-
cules. 2015. V. 20. P. 8107. 
https://doi.org/10.3390/molecules20058107

19. Sasaki H., Taguchi H., Endo T., Yosioka I. The Constit-
uents of Glehnia littoralis Fr. Schmidt et Miq. Structure
of a New Coumarin Glycoside, Osthenol-7-O-β-gen-
tiobioside // Chem. and Pharm. Bull. 1980. V. 28.
P. 1847.

20. Titova M.V., Shumilo N.A., Kulichenko I.E., Ivanov I.M.,
Sukhanova E.S., Nosov A.M. Features of respiration
and formation of steroidal glycosides in Dioscorea del-
toidea cell suspension culture grown in f lasks and biore-
actors // Russ. J. Plant Physiol. 2015. V. 62. P. 557. 
https://doi.org/10.1134/S1021443715040160

21. Titova M.V., Reshetnyak O.V., Osipova E.A., Shumilo N.A.,
Oreshnikov A.V., Osip’yants A.I., Nosov A.M. Sub-

merged cultivation of Stephania glabra (Roxb.) Miers
cells in different systems: Specific features of growth
and accumulation of alkaloid stepharine // Appl. Bio-
chem. Microbiol. 2012. V. 48. P. 645. 
https://doi.org/10.1134/S0003683812070046

22. Murray R.D.H. The Naturally Occurring Coumarins.
In Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe //
Progress in the Chemistry of Organic Natural Products /
Eds. Murray R.D.H., Herz W., Falk H., Kirby G.W.,
Moore R.E. Vienna: Springer, 2002. P. 1. 
https://doi.org/10.1007/978-3-7091-6172-2_1

23. Sarker S.D., Nahar L. Progress in the Chemistry of
Naturally Occurring Coumarins. // Progress in the
Chemistry of Organic Natural Products 106 / Eds.
Kinghorn A.D., Falk H., Gibbons S., Kobayashi J.I.
Cham: Springer International Publishing, 2017. P. 241. 
https://doi.org/10.1007/978-3-319-59542-9_3

24. He R., Zhang Y., Wu L., Nie H., Huang Y., Liu B., Deng S.,
Yang R., Huang S., Nong Z., Li J., Chen H. Benzofuran
glycosides and coumarins from the bark of Streblus in-
dicus (Bur.) Corner. / Phytochemistry. 2017. V. 138.
P. 170. 
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2017.01.011

25. Matsuo Y., Yamaguchi E., Hakamata R., Ootomo K.,
Takatori K., Fukaya H., Mimaki Y. Benzofuran and
coumarin derivatives from the root of Angelica dahuri-
ca and their PPAR-γ ligand-binding activity / Phyto-
chemistry. 2020. V. 173. e112301. 
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2020.112301

26. Mi J., Peng, Y., Zhang H., Wang X., Huo Y., Wang Z.,
Liu Y., Gao Y., Zhang H. A new benzofuran derivative
glycoside and a new coumarin glycoside from roots of
Heracleum dissectum Ledeb. / Medicinal Chemistry
Research. 2018. V. 27. P. 470. 
https://doi.org/10.1007/s00044-017-2073-9

27. Ханды М.Т., Кочкин Д.В., Томилова С.В., Галишев Б.А.,
Суханова Е.С., Клюшин А.Г., Иванов И.М., Носов А.М.
Получение и характеристика каллусных и суспен-
зионных культур клеток якорцев стелющихся Trib-
ulus terrestris L. – продуцента стероидных гликози-
дов // Биотехнология. 2016. Т. 32. С. 21.


