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Теория эндосимбиотического происхождения хлоропластов стала базовой для современной биологии.
Установлено возникновение эукариотного фотосинтеза в результате фагоцитарного приобретения ци-
анобактерий предковой эукариотной клеткой. Феномен эндосимбиоза неотделим от теории клеточной
эволюции. Среди решающих факторов биологического прогресса, приведших к разнообразию и
огромной сложности эукариотных организмов, лежит процесс эндосимбиогенеза. Современная
эволюционная теория строится на объединении феномена эндосимбиоза, параллельного переноса
генов, теории естественного отбора и данных филогеномики. Эукариогенез объединил в клетках
разные надмолекулярные комплексы, создал разнообразие органелл, привел к оксигенации био-
сферы и современному многообразию форм жизни.
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ВВЕДЕНИЕ
Теория симбиогенеза хлоропластов [1] стала

крупнейшим достижением отечественной и ми-
ровой биологии ХХ века и легла в основу современ-
ных представлений об эволюции клетки. Древность
происхождения цианобактерий, установленная па-
леомикробиологией и палеогеологией (≥ 2.5 млрд.
лет), сходство в строении фотосинтетического ап-
парата и молекулярном механизме осуществления
фотосинтеза с хлоропластами, безоговорочно под-
твердили теорию. Данные молекулярной биологии
и геносистематики пластид раскрыли последова-
тельность эволюционных событий. Установлено
происхождение двух-, трех- и четырех-мембран-
ных хлоропластов как следствие первичного и
вторичного эндосимбиозов. Обнаружены третич-
ный и сериальный первичный эндосимбиозы мик-
роводорослей и транзиторные симбиозы водорос-
лей с протистами и беспозвоночными животными.
Установлена передача большинства пластидных
генов в ядерный геном клеток-хозяев и зафикси-
рован латеральный перенос генов от хлоропла-
стов к митохондриям. Найдено объяснение при-
сутствия в растительном мире нескольких пиг-
ментных линий пластид. Создание раздельной
геносистематики ядерных и пластидных геномов,

синхронизация биосинтеза белков на рибосомах
цитоплазмы и хлоропластов, молекулярные меха-
низмы транспорта белковых продуктов из цито-
плазмы в хлоропласт с помощью транзиторных и
сигнальных пептидов являются предметом совре-
менных исследований. Возникла новая биологи-
ческая дисциплина – симбиогенетика.

ВОЗНИКНОВЕНИЕ ТЕОРИИ
Аккумуляция биологических знаний, 

предшествовавших теории эндосимбиоза
Активное становление естественных наук,

включая биологию, началось со второй половины
XVIII века. Многие из биологических открытий и
обобщений оказались впоследствии связаны с тео-
рией эндосимбиоза. В 1771 г. Д. Пристли открыл фо-
тосинтез. а в 1779 г. Я. Ингенхгаузом было показано,
что для протекания фотосинтеза необходим свет. В
1817 г. Ж. Пельте и Ж. Каванту обнаружили хло-
рофилл а – основной пигмент фотосинтеза. В
1824–1825 г.г. сине-зеленые водоросли (прежнее
название цианобактерий) были включены как са-
мостоятельная группа в ботаническую номенклату-
ру. В 1881–1884 г.г. Т.В. Энгельману удалось дока-
зать, что сине-зеленые водоросли, подобно растени-
ям, осуществляют фотосинтез. В 1883 г. А. Шимпер
и А. Мейер описали “зеленые гранулы” – хлоро-Сокращения: Хл – хлорофилл.
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пласты, где локализуется хлорофилл. В 1885 г.
А. Шимпер показал, что хлоропласты обладают в
клетке бинарным делением, передаваясь из поко-
ления в поколение, и предположив возможность
происхождения хлоропластов от цианобактерий.
В 1879 г. Г.А. де Бари ввел в биологию термин
“симбиоз”. Важным результатом в 1895 г. стало
сообщение Р. Лаутерборна об обнаружении зеле-
ной амебы Paulinella. В конце ХХ века изучение
этого одноклеточного сыграло заметную роль как
одно из доказательств теории эндосимбиоза.

Положения теории эндосимбиоза
К.С. Мережковского

От эволюционных предположений и эволюци-
онных идей теория отличается тем, что предлагает
конкретные движущие силы и факторы эволюции,
предоставляя для этого примеры и доказательства.
Корректность приводимых положений может
быть подвергнута проверке и при их ошибочно-
сти отвергнута, а при справедливости – подхваче-
на и развита. Эволюционные высказывания по-
явились уже у древнегреческих философов. Они
не были ложными, но теория эволюции возник-
ла лишь с обоснованием ее ведущего фактора –
естественного отбора. К.С. Мережковскому уда-
лось создать теорию эндосимбиоза, опираясь на
собственные микроскопические наблюдения над
хлоропластами диатомовых водорослей и на обоб-
щение накопленных ранее сведений. Были пред-
ставлены доказательства происхождения хлоропла-
стов от цианобактерий на основе сходства разме-
ров, внутреннего строения и бинарного деления,
идущего разновременно с делением клеточных
ядер. Было введено понятие “симбиогенезис”, рав-
нозначное термину “эндосимбиоз”. В качестве ос-
новы симбиогенезиса предложена теория двух кле-
точных плазм, микоплазмы и амебоплазмы, пред-
восхитившая разделение живой материи на два
царства, про- и эукариотов [1, 2].

Период непризнания

В 1858 г. “Теория происхождения видов…”
Ч. Дарвина сразу после публикации, не обходясь
без критики и возражений, вызвала огромный
интерес и внимание биологов. Положение о есте-
ственном отборе, подкрепляемое новыми данными,
завоевало множество сторонников. Иначе сложи-
лась судьба опытов Г. Менделя, результаты кото-
рых после опубликования в 1865 г. не привлекли
внимания, а датой рождения генетики считается
1900 г. – год повторного открытия менделеевских
законов. Теория эндосимбиоза К.С. Мережковско-
го, опубликованная в 1905 г., прошла путь к все-
общему признанию через длительный период
критицизма. Хотя симбиоз в качестве биологиче-
ского феномена был известен, положение о ци-

анобактериях как прародительницах хлоропластов
противоречило утвердившимся представлениям
о прямой дарвиновской филиации и последова-
тельном накоплении видовых различий на пути
усложнения и дивергенции организмов. Проис-
хождение водорослей-эукариотов от сине-зеле-
ных водорослей (цианобактерий), согласно фи-
логенетическим схемам, требовало промежуточ-
ного звена в виде праводоросли (Uralga), позже
названной ботаническим мифом, и поиск кото-
рой в дальнейшем не дал результатов. В биологии
не признавалось положение о том, что однокле-
точный организм может быть проглочен, но лишь
частично переварен организмом-хозяином с со-
зданием принципиально новой ветви развития
жизни. Теория эндосимбиоза получала критиче-
ские замечания со стороны крупнейших россий-
ских биологов, таких как А.С. Фаминцын, Б.М. Ко-
зо-Полянский и А.И. Опарин, которые занима-
лись сопредельными вопросами. Критика была
строго научной и апеллировала к неясным частям
теории, которые не находили отклика в устояв-
шихся представлениях, так как эндосимбиоз стал
качественно новым уровнем понимания эволю-
ции клетки. В международной литературе публи-
кации К.С. Мережковского предпочитали не за-
мечать (известный популяризатор Л. Маргелис),
либо критика оставалась бездоказательной. Дис-
куссии, сопровождавшие отрицание теории, про-
должались более полувека (см. [3, 4] и ссылки).

Возрождение теории

Отношение к теории эндосимбиоза с появле-
нием данных электронной микроскопии и моле-
кулярной биологии в начале 60-х годов ХХ века
стало быстро меняться на противоположное. Бы-
ла выявлена двойная мембрана хлоропластов, в
них обнаружена кольцевая ДНК, собственные
рибосомы и биосинтез белка. Несколько позже
появились данные о наличии у микроводорослей
трех- и четырехмембранных хлоропластов, что
уже было легко интерпретировать как следствие
вторичных эволюционных эндосимбиозов (см.
обзор работ тeх лет [5] и ссылки). В перипластид-
ном пространстве хлоропластов между третьей и
четвертой мембранами у криптофитовых водо-
рослей и у зеленой амебы Chlororachnion было
найдено редуцированное ядро промежуточного
хозяина, названное нуклеоморфом [5]. С начала
80-х годов феномен симбиогенеза, или домести-
кации цианобактерий, стал общепризнанным.
Молекулярно-биологические данные не остави-
ли ни малейших сомнений в осуществившемся
эндосимбиозе [6]. 100-летие создания теории было
отмечено переводом основополагающей статьи
К.С. Мережковского [1], изданной в 1905 г. на
немецком языке, на английский [7]. В отече-
ственной литературе юбилей теории был отмечен
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одним эссе [8] и двумя статьями [9, 10] к одной из
которых [10] также прилагался полный русский
перевод.

Происхождение эукариотной клетки

Эндосимбиоз хлоропластов неотделим от во-
проса происхождения клетки. При возрасте Зем-
ли в 4.6 млрд. лет клеточная жизнь, согласно изо-
топному составу углерода в осадочных породах и
данным палеобиологии и филогеномики, воз-
никла 3.9–3.6 млрд. лет тому назад [11, 12]. К се-
редине ХХ века возникло прочное представление
о наличии двух клеточных царств, прокариот
(бактерии) и эукариот (все остальные организмы).
Монофилетическое древо с общим клеточным
предком, обозначенным как “ЛУКА” (LUСА, Last
Universal common Ancestor) было воссоздано в
итоге сравнения гомологии 16S-рРНК современ-
ных микроорганизмов [13]. Царство прокариот
распалось на подцарства бактерий и архей, а кле-
точная система организмов разделилась после по-
явления “ЛУКИ” на три ветви, получившие назва-
ния бактерий, архей и эукариотов (Bacteria, Archea,
Eucaria). Происхождение эукариотов, кардинально
отличающихся от двух других фил сложностью
строения, осталось наиболее трудным вопросом.

За последние годы метагеномика и геномный
анализ единичных клеток вывели филогеномику
на новый этап исследований клеточной эволю-
ции. Выяснились широкое распространение ар-
хей в природных экосистемах и их способность к
кооперативной синтрофии с бактериями вплоть
до слияния клеток. Было найдена группа асгар-
дархей, оказавшихся в процессах репликации,
транскрипции и трансляции ближе к эукариотам,
чем к другим археям и бактериям [14]. Концепция
LUCA сменилась представлением о LECA (Last
Eukaryotic Common Ancestor), последнем общем
предке эукариотов. LECA возник благодаря слия-
нию предковой архебактериальной клетки, став-
шей основой ядерного генома, и α-бактериальной
клетки, ставшей промитохондрией [15, 16]. По-
этому митохондрия является столь же древней
компонентой эукариотной клетки, как и ее ядро,
а немногие известные в природе безмитохондри-
альные эукариоты-протисты утратили митохон-
дрии вследствие редукционной эволюции [17].
Трехдоменная схема “древа жизни” сменилась
схемой двух доменов, в которой эукариоты стали
вторичным царством [16]. Двухдоменный сцена-
рий пояснял наличие геномного (ядро) и энерге-
тического (митохондрии) компартментов у эука-
риотной клетки, но оставался малопригодным
для описания ее сложной внутримембраннной
организации и автономизации органелл. Противо-
речия могут быть сняты первичным синтрофным
слиянием с третьим партнером – δ-эубактериаль-
ной клеткой, привносящей свои метаболические

возможности и ставшей основой эукариотной
цитоплазмы [18]. Хотя в первичном архейно-бак-
териальном сообществе были все условия и для
синтрофии, и для параллельного переноса генов,
реализация подобных событий была крайне ма-
ловероятной, и от времени возникновения жизни
до появления первых эукариотов прошло не ме-
нее 1.5 млрд. лет.

Энергетические возможности 
микроорганизмов

Источниками энергии для всех клеточных
форм являются процессы хемоавто-, фотоавто- и
органотрофии. Хемоавтотрофия основана на
наиболее простых окислительных процессах и,
по общему мнению, появилась ранее фотоавто-
трофии, а органотрофы возникли с получением
возможности окислять накопленную органику
[19, 20]. Фотосинтез возник только в филе Bacte-
ria. Поскольку первичная атмосфера Земли была
бескислородной или малокислородной, первые
фотосинтезирующие организмы были анаэроба-
ми [21]. Пять из шести известных групп фотобак-
терий (зеленые нитчатые, зеленые одноклеточ-
ные и зеленые серные бактерии, а также пурпур-
ные и гелиобактерии) являются аноксигенами, и
лишь одна группа, цианобактерии, стала окси-
генными фотосинтетиками [19]. Время их появле-
ния, согласно возрасту диметилгопанов – древней-
ших сланцевых биомаркеров цианобактерий – и
возрасту цианобактериальных строматолитов,
оценивается в 2.5–2.7 млрд. лет; более древние
пласты микрофоссилий относят к зеленым бакте-
риям-анаэробам [20, 21].

Эндосимбиоз хлоропластов мог произойти
только после формирования митохондрий. Выиг-
рыш от эндосимбиоза для обоих партнеров явля-
ется очевидным. Проглоченная цианобактерия
cмогла улавливать из цитоплазмы клетки-хозяи-
на часть углекислоты, продуцируемой митохон-
дриями, а митохондрии получали выделяемый
при фотосинтезе кислород. Митохондрии, ис-
пользуя О2, способствовали выживанию проэука-
риотов, что стало актуальным после случившейся
в биосфере 2.45 млрд. лет назад “Кислородной
катастрофы” (Great oxidation event), созданной
цианобактериями [22]. Избыточный в малоаэроб-
ной клеточной цитоплазме О2 мог приводить к по-
явлению активных форм кислорода (АФК) и окис-
лительным повреждениям. Хлоропластами были
выработаны различные формы нейтрализации
АФК, благодаря чему тройная система хлоропла-
сты–цитозоль–митохондрии оказалась устойчи-
вой формой существования.
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Формирование фотосинтеза
и строение пигментного аппарата

Все фотосинтетики имеют общие принципы
строения пигментного аппарата, в состав которо-
го входят реакционный центр (РЦ), где происхо-
дит первичное разделение заряда, пигментная ан-
тенна, снабжающая РЦ энергией поглощенных
световых квантов, и цепь переноса электрона к
конечным акцепторам. Первоначальный РЦ воз-
ник у аноксигенных фотобактерий и затем разде-
лился на два типа: в РЦ типа I возбужденный
электрон стабилизируется с участием Fe/S-цен-
тров, а в РЦ типа II – с участием феофитин/хинон-
ного кластера. Каждая группа аноксигенных фото-
синтетиков располагает только одним из вариантов
РЦ. Фундаментальным отличием цианобакте-
рий служит объединение в клетке двух РЦ, пере-
именованных в РЦ фотосистемы I (ФС I) и фо-
тосистемы II (ФС II) (рис. 1). Существует несколь-
ко возможных сценариев этого ароморфоза,
которые ждут дальнейшего рассмотрения [23].
Биологический прогресс оксигенных фотосинте-
тиков связан с появившейся способностью фото-
разложения воды, ставшей донором электронов в
Mn-содержащем белковом кластере ФС II. Цепь
переноса электрона была унаследована всеми фо-
тосинтетиками от ранее появившихся хемоавто-
трофов [19, 20]. Основным пигментом фотосин-
теза у цианобактерий и всех эукариотных пластид
стал хлорофилл а. Пигментами антенны, увели-
чивающей светопоглощение, в цианобактериях
служат фикобилипротеины, собранные в фикоби-
лисомы [24] и замененные у большинства фотосин-
тезирующих эукариотов на хлорофилл а/b или хло-
рофилл а/с-содержащие комплексы [25].

Фикобилины и О2 в качестве маркеров эволюции 
оксигенного фотосинтеза

Хлорофиллы и в меньшей степени фикобили-
ны могли бы стать прекрасными пигментными
маркерами хронологии фотосинтеза, но продук-
ты их катаболизма не сохраняются в осадочных
породах более 10 млн. лет [26]. Вместе с тем, су-
ществует известное положение о том, что “после-
довательность реакций биосинтеза пигментов
может являться рекапитуляцией эволюционных
событий” [27], что в случае биогенеза фикобили-
нов предоставляет возможность важных умоза-
ключений. У фикобилинов как хромофоров пиг-
ментной антенны цианобактерий цепь биосинтеза
вплоть до образования протогема, образующего-
ся из протопорфирина IX благодаря вставке в тет-
рапиррольное кольцо атома железа, совпадает с
путем биосинтеза гемов. Ключевой реакцией
синтеза билинов является обратная реакция уда-
ления ставшего ненужным Fe2+, происходящая
одновременно с размыканием созданной перед
тем кольцевой молекулярной структуры и требу-

ющая участия трех молекул О2 [28]. Приобретен-
ное железо теряется вновь (рис. 2), что служит
указанием на то, что гемы как атрибут цитохро-
мов в электрон-транспортных цепях у хемосинте-
тиков и в дыхательной цепи митохондрий появи-
лись ранее антенных пигментов фотосинтеза.
Участие кислорода в появившейся реакции био-
синтеза также свидетельствует, что к этому мо-
менту уже существовала оксигенация атмосферы
за счет деятельности протоцианобактерий, еще
не приобретших фикобилипротеиновую антенну.
Аналогично, в реакции гидроксилирования хло-
рофиллида а в хлорофиллид b используется кис-
лород, указывая на более позднее возникновение
последнего [29].

ПЕРВИЧНЫЙ, ВТОРИЧНЫЙ
И ТРЕТИЧНЫЙ ЭНДОСИМБИОЗЫ
Особенности филогении и систематики

протист и микроводорослей
Одноклеточные эукариоты носят общее назва-

ние протист. Возникает вопрос о числе и последо-
вательности эндосимбиозов, в результате которых
среди одноклеточных организмов сформирова-
лись микроводоросли [30, 31]. Филогения и си-
стематика протист как находящиеся у корней эу-
кариотного древа жизни активно развиваются.
На смену информационным ограничениям си-
квенса 16S рРНК приходят сведения о первичной
структуре полноядерных геномов, о сиквенсе ДНК
индивидуальных клеток и о метагеномных иссле-
дованиях, которые позволяют выделить новые
таксоны и систематические категории организмов,
не укладывающиеся в рамки прежних классифи-
каций (13 типов протист – [32]). В молекулярно-
биологической систематике формируются су-
пергруппы, как например сверхтаксон SAR, объеди-
няющий облигатных паразитов, свободных гетеро-
трофов и фотоавтотрофные виды [33]. Другие еще
недавно существовавшие супергруппы, такие,
как например, Chromalveolata, подразделяются на
отдельные филы [34]. Современная протистоло-
гия и альгология, где учитываются такие виды,
как малярийный плазмодий, утративший хлоро-
пласты и ставший инфекционным возбудителем,
оказываются взаимосвязанными науками. Важ-
ную роль в классификации водорослевых таксо-
нов играет понимание, что эволюция хлоропла-
стов и эволюция клеток-хозяев обладают значитель-
ной самостоятельностью [35]. Возникают новые и
по-прежнему используются старые наименования
систематических групп и их синонимы. Характерен
небольшой (22 вида) отдел глаукофитовых водо-
рослей, в чьем названии используются синони-
мы: глаукофиты, глауцистокофиты, греко-латин-
ский термин Glaucophyta, или Glaucophyceae, и
совместное с красными водорослями название
подцарства Biliphyta. Критерии построения эво-
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Рис. 1. Схема формирования пигментного аппарата оксигенного фотосинтеза у цианобактерий, отражающая объеди-
нение в клетке ФС I и ФС II и наличие промежуточной клеточной формы в виде не имеющих антенны протоци-
анобактерий. Появление фикобилисом (ФБС) у цианобактерий, давших начало архепластидным хлоропластам. Бо-
ковые ветви современных цианобактерий, содержащие Хл b, Хл d или Хл f и частично или полностью утратившие фи-
кобилисомы. 

Предковые прокариотные Предковые прокариотные
фотобактерии, содержащие ФС I фотобактерии, содержащие ФС II

Объединение в тилакоидах клетки 
ФС I иФС II

и появление оксигенного фотосинтеза

Цианобактерии с полноценным

добавилась ФБС-антенна

Боковая ветвь прохлорофитных

Цианобактерия из рода Gloeomargarita Цианобактерия из рода Synechococcus

Первичные хлоропласты архепластид  Первичные хлоропласты Paulinella

цианобактерий, содержащих ФС I, ФС II
и Хл a/b-протеин, заменивший

ФБС-антенну

Боковые ветви цианобактерий,
совместно или раздельно содержащих

в клетке Хл d и Хл f и часть
фикобилипротеиновых пигментов из

состава ФБС

пигментным аппаратом, в котором к
ФС I иФС II
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Рис. 2. Ключевая реакция метаболического пути синтеза фикобилинов, указывающая на наличие в биосфере молеку-
лярного кислорода и гемов как участников цепи переноса электронов ко времени ее эволюционного формирования.
Показаны размыкание сформированной ранее кольцевой тетрапиррольной структуры, удаление гемового железа и
двухэтапная дезоксигенация с удалением трех молекул О2 (М – метил, Р – пропионил и V – винил; см. текст).

N

N N

N

+O2 +2O2Fe

A B

D C

P P

MM

M

M
V

V

N

N N

N

Fe2+

A B

D C

P P

MM

M

M
V

V

N

NH NH

NH

A B

P P

MM

M

M
V

V
OH

α α
O O

+ CO + Fe3+

Протогем IX Гидроксигем IX Биливердин IXα

люционных древ, в систематике про- и эукариотов,
в классической ботанике, в альгологии и протисто-
логии, в зависимости от классификационных под-
ходов зачастую не совпадают. В международной ли-
тературе применяются как латинские, так и англий-
ские названия таксонов, которые начинаются как с
прописных, так и с заглавных букв (например, гап-
тофитовые водоросли: Haptophyta, или haptophytes).
Наиболее корректным представляется примене-
ние международного кода номенклатуры: “Inter-
national Code of Nomenclature for Algae, Fungi and
Plants”, 2018.

Мембранная система хлоропластов
у архепластид (Archaeplastida)

Бесспорные совпадения в мембранном строении
цианобактериальной клетки с хлоропластами зеле-
ных водорослей и высших растений выявлены бла-
годаря электронной микроскопии. Грамотрица-
тельная клетка цианобактерии, обладающая двумя
наружными мембранами и межмембранным слоем
пептидогликана, превращается в двумембранный
хлоропласт (рис. 3). За счет пищеварительной ва-
куоли хозяина число мембран при фагоцитозе
должно стать равным трем, и, следовательно, од-
на из мембран оказывается утраченной. Редукция
мембраны, очевидно, уменьшает число препят-
ствий для трансмембранного транспорта метабо-
литов. Благодаря различию липидного состав
мембран у про- и эукариотов было выяснено, что
исчезает мембрана вакуоли [36].

Кроме зеленых водорослей и происшедших от
них высших растений, хлоропласты с двойной
мембраной найдены у красных и глаукофитовых
водорослей, объединенных в группу архепластид
(Archаeplastida). У глаукофит на стромальной по-
верхности тилакоидов, как и у цианобактерий,
находятся фикобилисомы, хлоропласты сохраняют
межмембранный пептидогликан. У красных во-
дорослей фикобилисомы и строение тилакоидов
сохраняется, но исчезает пептидогликановый слой

между мембранами. У зеленых водорослей в хлоро-
пластах исчезают фикобилисомы, увеличивается
число тилакоидов и уменьшается межтилакоидное
пространство. Вместо фикобилисом тилакоиды
содержат Хл а/b-протеин и разделяются на стоп-
ки гран и удлиненные тилакоидные мембраны
стромы (рис. 3).

Молекулярно-филогенетические исследова-
ния показали, что все три разновидности хлоропла-
стов имеют монофилетическое происхождение: их
родоначальником оказался предковый вид из ци-
анобактериальной клады, возникшей 2.1 млрд.
лет назад, и родственный ныне живущим прими-
тивным цианобактериям Gloeomargarita [36]. Около
1.9 млрд. лет назад благодаря эндосимбиозу, веро-
ятнее всего, со жгутиковым эукариотом возник
общий автотрофный предок, который пока не по-
лучил своего названия. Этот первый эукариот-
ный ствол архепластидного древа подвергся раз-
новременной дивергенции на три ветви, полу-
чившие название синей (глаукофиты), красной
(багрянки) и зеленой (зеленые водоросли) линий
(рис. 4). Примерно (разброс сроков составляет
200 млн. лет) 1.7 млрд. лет назад возникли глаукофи-
ты, спустя еще 400–100 млн. лет – примитивные од-
ноклеточные багрянки, и, наконец, 1.1. млрд. лет на-
зад – зеленые водоросли [36]. Еще через 600 млн. лет
от сцеплянковых водорослей, сохранив свойства
хлоропластов зеленой линии, возникли высшие
растения [37]. Три перечисленные группы водо-
рослей были названы архепластидами. Несмотря
на значительный эволюционный возраст все три
таксона вместе с цианобактериями сохранились до
настоящего времени. Лишь значительно позже,
140–100 млн. лет назад, первичный эндосимбиоз
с цианобактерией из рода Synechoccus, произошел
вновь, дав фотосинтезирующих амеб рода Pauli-

nella [38].
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Вторичный эндосимбиоз

Двумембранные хлоропласты архепластидных
водорослей получили название первичных. Для их
эволюционного происхождения справедливо пра-
вило: один цианобактериальный предшественник и
три разные группы эукариот, ставших хозяевами
хлоропластов. Присутствие хлоропластов с че-
тырьмя мембранами у других микроводорослей
объясняется эндосимбиозом с архепластидами и
сохранением после фагоцитоза плазмалеммы ав-
тотрофного эукариота вместе с фагосомальной
мембраной вторичного хозяина [39]. Эукариот-
ная клетка подобна матрешке, у которой внутри
находится архепластидный симбионт, а в нем – его
хлоропласт. Подобные пластиды названы ком-
плексными, а эндосимбиоз называется вторич-
ным. В эволюции возникла возможность выбора
между тремя архепластидными линиями. Глауко-
фиты, несущие жгутики, не дали эволюционного
усложнения хлоропластов. Вторичный эндосимби-
оз имел место в двух линиях, идущих от предковых
зеленых и красных микроводорослей. В зеленой ли-
нии возникли две новые филы: эвгленовые (Eugle-
nophyta) и хлорорахниофитовые (Chlorarach-
niopyta) водоросли. В красной линии багрянки
послужили хлоропластами разнообразным груп-
пам протистов (см. [35, 40] и ссылки). На рис. 4
представлены наиболее известные филы вторич-
ной красной линии, к которым относятся крипто-
фиты, гаптофиты, динофлагелляты и обширная
супергруппа гетероконт, объединившая в себе ди-
атомовые, бурые, желто-зеленые, золотистые во-
доросли и некоторые другие филы.

У части комплексных пластид существуют лю-
бопытные особенности, непосредственно вытека-
ющие из феномена эндосимбиоза. Хлоропласты эв-
гленовых водорослей и динофлагеллят стали трех-
мембранными благодаря редукции наружной,
четвертой мембраны [6], что рассматривается как
прогрессивный признак, облегчающий транс-
мембранный транспорт ассимилятов. У хлоро-
рахниофитовых и криптофитовых водорослей в
перипластидном пространстве пластид между
второй и третьей мембранами находится нуклео-
морф – остаточное ядро с редуцированными хромо-
сомами, оставшимися от промежуточного эукари-
отного хозяина. В обоих случаях в нуклеоморфе
осталось по три палочковидные хромосомы. Так
как нуклеоморфы двух групп ведут начало от раз-
ных линий, красной и зеленой, они являются ин-
тересным примером эволюционного параллелизма.
Цитологическое выявление нуклеоморфов и
ДНК-сиквенсы принадлежащих им хромосом
предоставляют убедительные доказательства вто-
ричного эндосимбиоза [5, 41].

Почему в продолжение эволюции протисты
приобретали комплексные хлоропласты вместо
новых вариантов первичного симбиоза с ци-
анобактериями? Водоросли с комплексными
хлоропластами появились значительно позже
архепластид, успевших пройти длительный путь
эволюции, за время которого сформировался ре-
дуцированный и приспособленный к взаимодей-
ствию с эукариотным ядром хлоропласт. Несмотря
на усложненную мембранную систему, как ни
странно это выглядит внешне, вторичный эндо-
симбиоз мог осуществляться быстрее и проще, чем

Рис. 3. Три типа архепластидных двумембранных хлоропластов. У глаукофитовых водорослей в хлоропластах сохра-
нились фикобилисомы и пептидогликановый слой, находившийся между двумя мембранами цианобактериальной
клетки, которые стали двойной мембраной хлоропласта. Багрянки (красные водоросли): сохранили в хлоропластах
фикобилисомы, но слой пептидогликана оказался элиминированным. У хлорофитных водорослей в хлоропластах
утрачены фикобилисомы, утерян петидогликановый слой, среди тилакоидов сформировались граны и уменьшилось
межтилакоидное пространство.

Глаукофиты Багрянки Хлорофиты

Ядро Ядро Ядро

Пептидогликан

Строма

Строма

Фикобилисомы

Внешняя
мембрана

Хлоропласт

Внутрення мембрана

Тилакоиды

Митохондрия

Граны
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первичный. Большое число возникших водорос-
левых таксонов (рис. 4) и дивергентное распро-
странение фотосинтеза являются, как известно,
признаком биологического прогресса в эволюции.

Третичный и сериальный вторичный эндосимбиозы

Третичный эндосимбиоз обнаружен только у
динофлагеллят, среди которых были найдены виды
с комплексными хлоропластами, принадлежащими

Рис. 4. Схема первичного, вторичного и третичного эндосимбиозов хлоропластов в основных таксонах микроводорос-
лей. Обозначены антенные пигмент-белковые комплексы зеленой, синей и красной линий археплатид.

Цианобактерии
ФБС

Первичный эндосимбиоз

Первый фотосинтезирующий эукариот 

Зеленые
водоросли
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Красные 
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Глаукофиты
ФБС

Два вторичных эндосимбиоза
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в красной линии хлоропластов
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Хл а/b-протеин Хл a/b-протеин
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(бурые, диатомеи,

золотистые,
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Хл a/с-протеин

Динофлагелляты
Хл a/с-протеин

Передача хлоропластов Третичный эндосимбиоз
с утратой собственных
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иным водорослям красной линии: криптофитовым,
гаптофитовым и гетероконтным. Таким образом,
были выявлены не совсем понятные гибриды.
Можно сравнить с той же матрешкой, в которой
утерянная фигурка была заменена на сходную по
размеру из других комплектов. Этому феномену
находится общепринятое объяснение. При уве-
личении гетеротрофной составляющей питания в
прежних границах обитания или при расширении
ареала микроводоросль может перейти к миксо-
трофному метаболизму, а при устойчивом оби-
лии органики вообще отказаться от автотрофии с
редукцией хлоропластов. Облигатная гетеротро-
фия выгоднее энергетически, но более уязвима.
При любом повторном обеднении среды органи-
ческим веществом и достаточном времени по-
требность в фотоавтотрофии может вернуться.
Поэтому хлоропласты могут быть ассимилирова-
ны вновь благодаря фагоцитарному поглощению
других вторичных фотоавтотрофов. Усложнен-
ность эволюционного сценария коррелирует с
малым числом подобных видов. Число мембран в
третичных хлоропластах индивидуально и может
равняться двум, трем или четырем в зависимости
от вариантов фагоцитирования, например, всасы-
вания хлоропластов с отбрасыванием остальных
клеточных компонентов [42]. У динофлагеллят ро-
да Lepidodinium описаны случаи третичного эндо-
симбиоза, когда заново приобретается пластида не
вторичного симбионта красной линии, а архепла-
стидный зеленый симбионт с первичными хлоро-
пластами. В этом случае эффект носит название
сериального вторичного эндосимбиоза [6, 35].

Апикомплексы и апикопласты

Апикомплексы – тип простейших, состоящих
из облигатных паразитов животных и человека.
Входят вместе с динофлагеллятами-фотосинтетика-
ми и инфузориями в монофилетическую надгруппу
авльвеолят. Большинство апикомплексных про-
тист, включая токсоплазм и плазмодиев, в том
числе возбудителей малярии, содержат редуциро-
ванные, утратившие фотосинтез пластиды-апи-
копласты. Эти маленькие, не более 1.5 мкм орга-
неллы, имеют четыре мембраны. Секвенирован-
ный геном апикопласта из Plasmodium уменьшен
до 35 кб и 68 генов; в протеоме найдено лишь
550 белков (vs 3000 в хлоропластах растений). На
примере апикопластов прекрасно видны нефото-
синтетические функции пластид. Они участвуют
в биосинтезе жирных кислот, изопреноидных ко-
факторов ряда энзимов, задействованы в путях
биосинтеза гемов, железо-серных белковых кла-
стеров и некоторых других соединений. Это об-
лигатная органелла, без которой прерывается
клеточный цикл апикомплексов [43, 44]]. Инте-
ресно, что у микроводоросли Polytomella, утратив-
шей фотосинтез, но не ставшей паразитом, пла-

стом полностью утрачен, но в редуцированном
хлоропласте происходит накопление некоторого
количества крахмала [45].

Замена фикобилисомной антенны с 
эукариотизацией фотосинтеза

Насыщение атмосферы кислородом в ходе
эволюции не повлияло на селективный отбор
хлорофилла а в качестве оптимального пигмента
фотосинтеза, поскольку О2 не поглощает свет в
видимой области спектра. Присутствие различных
антенных пигментов отражается на названиях водо-
рослей, среди которых известны бурые, зеленые,
красные (багрянки), золотистые, желто-зеленые, и
сине-зеленые (цианобактерии). У обособленной
группы цианопрохлорофит к главному пигменту
добавляются хлорофилл b и у ряда экзотических
видов цианобактерий – хлорофиллы d, f и, воз-
можно, хлорофилл с (рис. 1). Зеленые водоросли
и высшие растения содержат хлорофилл b, об-
ширная группа хромофит – до 10 разновидностей
хлорофилла с [46–48]. Фикобилисомная антенна
цианобактерий сохранилась у глаукофитовых и
красных водорослей; “остатки” фикобилисом в
виде отдельных фикобилипротеинов имеются у
криптофит (рис. 4). Во всех остальных таксонах
вплоть до цветковых растений фикобилисомы за-
мещены либо на Хл а/b-, либо на Хл а/с-содержа-
щие антенные комплексы. Возникает вопрос о
причинах замены фикобилипротеиновой антен-
ны. Сравнение спектральных свойств фикобили-
сом и Хл а/b- или Хл а/с-протеинов показывает,
что фикобилисомы обладают преимуществом
светопоглощения как на земной поверхности, так
и во всей фотической зоне океана, от глубин до
мелководья [6, 49]. Благодаря филогенетической
световой адаптации существует стратификация
водорослей в морских биотопах, но наземные
биогеоценозы образованы растениями только с
Хл а/b-содержащей антенной [6, 24].

Решающим недостатком фикобилисом как ан-
тенны является в 4–9 раз меньшее содержание
хромофорных групп на единицу полипептидной
массы в сравнении с Хл а/b- и Хл а/с-протеинами
из-за ковалентной связи фикобилиновых тетрап-
ирролов с апопротеинами [25, 50]. Фикобилисо-
мы составляют до 60% водорастворимого белка
или до 20% суммарного белка у цианобактерий [50].
На содержание пигментного аппарата клетка, со-
гласно расчетам [51], может тратить не более 1/3 по-
лучаемой световой энергии. Подвижность растений
в ходе эволюции была утрачена, начиная с макро-
фитных водорослей, что привело к появлению за-
щитной клеточной стенки. На суше целлюлозная
стенка приобрела опорную функцию, разделив-
шись на первичную и вторичную и достигнув
сложной архитектоники у покрытосеменных [52,
53]. Ее созданием и функционированием управ-
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ляют до 2500 генов, что значительно больше, чем
число генов фотосинтетического аппарата [54] и
сравнимо с геномом всей цианобактериальной
клетки [55].

Причиной утраты фикобилисом является уве-
личение потребности растительных клеток в
усвоении CO2, вызванной появлением клеточной
стенки [25]. Из усваиваемого высшими растения-
ми углекислого газа примерно треть приходится на
целлюлозу [52, 53], что вступает в противоречие с
затратами на поддержание пигментного аппарата.
Сохранение фикобилисом у глаукофит соответ-
ствует наличию жгутиков и подвижности, что
указывает на недоразвитость клеточной оболоч-
ки. У макрофитных красных водорослей потреб-
ность в укреплении таллома покрывается за счет
его кальцификации. Вторым фактором, вызвав-
шим преобразование антенны, является измене-
ние соотношения ФС I и ФС II в эукариотных
хлоропластах. Эукариоты для построения стенки
требуют большего усвоения СО2, чем цианобак-
терии, и хлоропласты экспортируют в цитоплаз-
му больше синтезируемых сахаров. Стандартное
отношение ФС I к ФС II у цианобактерий и крас-
ных водорослей равняется 3:1 [24]. В ФС I за счет
увеличенной доли циклического транспорта
электронов может идти активное фотофосфори-
лирование без фиксации углекислого газа. При
взаимодействии двух фотосистем усвоение СО2
происходит благодаря линейному электронному
транспорту, и соотношение двух фотосистем в
хлоропластах растений составляет 1:1, и эта сте-
хиометрия адекватна возрастанию потребности в
углекислоте. Увеличенная доля ФС II в хлоропла-
стах находит отражение в появлении тилакоид-
ных гран, причем Хл а/b-протеин способствует их
формированию и уплотненной компоновке в
хлоропласте.

МЕТАБОЛИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ
ФУНКЦИЙ ПЛАСТИД

Передача пластидных генов в ядро клетки

В хлоропластах выявлено 3000–4000 белков, из
которых не более 3–5% кодируются пластидным ге-
номом [55–57]. Не сохранив 95% цианобактери-
альных генов, хлоропласты утратили способность
к самостоятельному внеклеточному существова-
нию. Даже хлоропласты Paulinella, возникшие
позже, чем у других архепластид (см. выше) и со-
хранившие 35–40% генома цианобактерий, не
способны к выживанию in vitro [58]. Часть пласто-
ма была элиминирована как дублирующая геном
ядра, некоторая часть перенесена в митохондрии
и основная доля благодаря внутриклеточному пе-
реносу оказалась в клеточном ядре. Гены, попа-
давшие в ядро, встраивались в разных пропорци-
ях во все хромосомы [59]. Эти ставшие ядерными

гены кодируют большинство белков пластидной
транскрипции, почти все белки процессинга хло-
ропластной РНК, до двух третей белков пластид-
ных рибосом и большинство регуляторных фак-
торов транскрипции и трансляции. В пластоме
сохранились гены фотосинтетических белков, ге-
нетической системы и некоторые другие. Сохране-
ние части генетического материала объясняется тре-
бованиями быстрого реагирования на смену свето-
вых условий фотосинтеза, сложностью обратного
внесения в хлоропласт из цитоплазмы ряда гид-
рофобных мембранных белков и повышенным
риском мутирования ДНК под действием АФК в
хлоропластах [60, 61].

Хлоропластные геномы микроводорослей не-
сут до 200 генов, у цветковых растений они содер-
жат 100–120 генов. Большая часть сведений о пла-
стоме и протеоме хлоропластов получена на модель-
ных видах, таких как Chlamydomonas reinhardtii и
Arabidopsis thaliana. Кольцевые ДНК хлоропласта
существуют в виде 200 и более копий, что объяс-
няется особенностями транскрипции генов у
прокариот, и это в несколько раз превышает чис-
ло копий ДНК у цианобактерий [62]. Так как в
клетках мезофилла цветковых растений находят-
ся десятки пластид, то на одну клетку может при-
ходиться ≥10000 копий пластидной ДНК, что со-
ставляет ~20% ее содержания в составе ядра [62].

Контраст между небольшим размером генома
и разнообразием протеинов, выявляемых в соста-
ве хлоропластов, и их высокой метаболической
активностью означает, что бóльшая часть белков
поступает в хлоропласт из цитозоля, что подразу-
мевает существование механизмов регуляции и
доставки. Двойная мембрана ядра с ядерными
порами и развитая система цитозольных мембран
позволяют регулировать поток протеинов, посту-
пающих в хлоропласт. Громоздкие пигмент-бел-
ковые комплексы тилакоидных мембран и мно-
гие сложные ферменты состоят из полипептидов,
кодируемых как пластомом, так и ядерным гено-
мом. Кодируемые в ядре и транспортируемые в
хлоропласт белки содержат N-концевой транзи-
торный пептид, который обеспечивает трансло-
кацию сквозь два мультибелковых мембранных
канала, называемых ТОС механизмом (translocon
at the outer envelope membrane) и TIC механизмом
(translocon at the inner envelope membrane). В ком-
плексных пластидах для обеспечения транспорта
белка сквозь четыре пластидные мембраны тре-
буется присоединение к N-концу еще одного ко-
роткого петида, называемого сигнальным. Про-
теолиз и обновление белков наружной мембраны
осуществляется убиквитин-протеосомальной си-
стемой, утилизацию белков внутри хлоропласта
осуществляют протеазы бактериального проис-
хождения [63, 64].



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 1  2021

ЭНДОСИМБИОТИЧЕСКОЕ ПРОИСХОЖДЕНИЕ ХЛОРОПЛАСТОВ 13

Пластиды кроме фотосинтеза задействованы,
как указано выше, в азотном обмене, синтезе
аминокислот, нуклеотидов, изопреноидов, фе-
нольных соединений, жирных кислот, крахмала,
участвуют в метаболизме фитогормонов и вто-
ричных метаболитов [55, 65].

Наряду с энзимами и структурными белками
существуют сотни ядерно-кодируемых протеи-
нов, которые участвуют в контроле экспрессии
пластидного генома. Это регуляторное воздей-
ствие ядра на хлоропласт получило название ан-
тероградного сигнала. Под ядерным контролем
находятся практически все этапы биогенеза и
функционирования хлоропластов. Пластом объ-
единил в себе про- и эукариотные признаки: на-
личие оперонов, интронов и редактирование
транскриптов. Основные этапы экспрессии про-
текают по прокариотическому сценарию, в кото-
ром важнейшую роль играет посттранскрипци-
онное созревания РНК: сплайсинг, редактирова-
ние и созревание 5'- и 3'- концов РНК.

В зависимости от внешних и внутренних воз-
действий от хлоропластов в цитозоль, в свою оче-
редь, поступают разнообразные метаболиты, кото-
рые, достигая ядра, позволяют клетке оптимизиро-
вать фотосинтез. Метаболитный информационный
поток от хлоропласта к ядру назван ретроградной
сигнализацией. Эти сигналы, направляемые к яд-
ру на стадии биогенеза хлоропластов, называются
биогенными, на стадии активного фотосинтеза
хлоропластов – операционными, а сигнал от ста-
реющего или поврежденного хлоропласта назы-
вается деградационным сигналом. Сигнальные
молекулы биохимически различны и могут быть
подразделены на пять групп [66]. 1. Сигналы, свя-
занные с экспрессией хлоропластного генома.
2. Сигналы, идущие от промежуточных продуктов
биосинтеза тетрапирролов. 3. Воздействия, вы-
званные редокс состоянием пластохинона в ЭТЦ
хлоропластов и образованием АФК. 4. Поток раз-
нообразных низкомолекулярных соединений,
появляющихся в результате метаболических на-
рушений в хлоропласте. 5. Регуляция, связанная с
белками двойной локализации (ядерной и хлоро-
пластной) [67]. Ретроградный сигнал хлоропластов
является важной составляющей сети внутрикле-
точной сигнализации и служит предметом иссле-
дований метаболомики и других наук. Многие ре-
гуляторные сети и функции сформировались еще
на основе цианобактериального генома [68], после
чего вместе со структурными и регуляторными ге-
нами были переданы в ядерный геном эукариот.

Митохондрии в сравнении с хлоропластами

Митохондрии, чье формирование в составе эу-
кариотной клетки произошло раньше, чем эндо-
симбиоз хлоропластов [16–18], имеют с ними
многие черты сходства, начиная с двойной на-

ружной мембраны [5, 6]. Протеомы в обоих слу-
чаях насчитывают до 2000–3000 белков, размеры
геномов, состоящих из 150–200 генов, также
сравнимы. Величина митохондриального протео-
ма находится в сильной зависимости от водорос-
левого таксона, а у наземных растений еще и от
вида ткани и разнящихся филогенетических и он-
тогенетических условий. При этом у раститель-
ной клетки митохондриом (300–800 т.п.н.) вы-
глядит значительно большим, чем у грибов и жи-
вотных, где он равен 16–100 т.п.н. Большинство
генов протомитохондрий оказались перенесенны-
ми в ядерный геном, как впоследствии произошло
и в ходе эволюции хлоропластов. К примеру, белко-
вые комплексы электрон-транспортных цепей в
обоих типах энергодающих компартментов клет-
ки состоят из полипептидов, кодируемых в ядер-
ном геноме и в геноме органелл. Ретроградный и
антероградный сигналинг с ядром также сближа-
ет две энергодающие органеллы. Сопоставление
пластома и ядерного генома демонстрирует лишь
односторонний перенос генов в ядро. В отличие
от хлоропластов, перенос генов между ядром и
митохондриями является двусторонним процес-
сом, и это различие еще не нашло убедительного
объяснения [69]. Существует также однонаправ-
ленный цитозольный перенос генов от хлоропла-
стов к митохондриям, который, вероятно, реали-
зуется напрямую, минуя посредничество ядра. Та-
ким образом, растительная клетка представляет
собой генетическую систему, состоящую из трех
взаимодействующих геномов. В случае таких водо-
рослей, как криптомонады, к ним присоединяется
четвертый геном, находящийся в нуклеоморфе.

СИМБИОЗЫ С УЧАСТИЕМ 
ЦИАНОБАКТЕРИЙ И МИКРОВОДОРОСЛЕЙ

В синэкологии описаны многочисленные раз-
новидности факультативных и облигатных симбио-
зов с участием цианобактерий и микроводорослей,
которые сопровождаются ингибированием протеаз
и других ферментов переваривания “пищи”, но не
завершаются образованием хлоропластов. Симбио-
зы микроорганизмов с многоклеточными растения-
ми и животными являются одним из разделов об-
щей теории симбиотических взаимоотношений,
предметом исследований хологеномики [70].

Синцианозы

Симбиозы с участием цианобактерий, фото- и
диазотрофов получили название синцианозов.
Эпифитные цианоабактерии используют другие
организмы в качестве субстратов, в том числе по-
селяясь в морях на талломах бурых и красных во-
дорослей, а также образуя бактериальные маты
совместно с гетеротрофными микробами. В эпи-
биозах нельзя исключать метаболитный обмен
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цианобактерий с опорными организмами [71].
Диазотрофные цианобактерии-микросимбионты
селятся внутри клеток морских диатомей, играю-
щих роль макросимбионтов. Внутри клеток диа-
томей, став эндосимбионтами, цианобактерии мо-
гут утрачивать фотосинтетическую функцию [72].
В синцианозы с наземными растениями чаще все-
го вступают гетероцистные нитчатые цианобак-
терии-азотфиксаторы рода Nostoc. Партнерами
могут быть антоцеротовые, печеночные и листо-
стебельные мхи, в том числе сфагнум, среди цвет-
ковых – травянистое растение Gunnera. Цианобак-
терии находятся в спецполостях коралловидных
корней у голосеменных саговниковых пальм и в ли-
стьях водного папоротника азолла, где служат вне-
клеточными эндосимбионтами [73]. В симбиозах
с протистами, беспозвоночными и низшими хор-
довыми цианобактерии выполняют роль фотоавто-
трофов. Synechococcus sp. и Prochloron являются внут-
риклеточными цианобактериями-симбионтами ци-
лиат и радиолярий. Кроме протист, Synechococcus и
Prochloron обитают в симбиозе с асцидиями семей-
ства Didemnidae (дидемниевые) [73, 74]. Среди гу-
бок описано более 100 видов, вступающих в сим-
биоз как с одноклеточными, так и с нитчатыми
цианобактериями.

Лишайники

Благодаря изучению лишайников сформиро-
валось само понятие симбиоза (А. де Бари). В ли-
хенологии описано 26.000–27.000 видов этих ор-
ганизмов, которые являются симбионтами гриба
и водоросли или цианобактерии. Зеленые водо-
росли входят в состав 80–85% видов, в остальных
находятся цианобактерии. Гриб носит название
микобионта, водоросль или цианобактерия – фи-
ко- или фотобионта. В талломах лишайника реали-
зуются непрямой или приповерхностный контакт
между симбионтами, или же гаустории гриба
проникают в клетку водоросли. В двухкомпо-
нентных лишайниках присутствует один вид фо-
тобионта, но известны трехкомпонентные виды,
формируемые грибом, зеленой водорослью и ци-
анобактерией в качестве азотфиксатора. На по-
верхности таллома может находиться второй вид
гриба из класса базидиомицетов [75]. Поэтому
лишайники являются сложносоставными орга-
низмами, которые правильнее было бы называть
симбиотической ассоциацией. Обнаружены ак-
тинолишайники, в которых прокариотный и эу-
кариотный участники меняются ролями. Функ-
ции гриба выполняют прокариоты, за черты сход-
ства с грибами названные актиномицетами, а
роль фотобионта – зеленая водоросль, как в ис-
тинных лишайниках. Между фико- и микобион-
том происходит обмен метаболитами, но отсут-
ствует эндосимбионтное формирование пластид.
Просматривается, однако, некая аналогия: ци-

анобактерию-фитобионт можно сравнить с пер-
вичным эндосимбионтом, симбиоз с зеленой во-
дорослью формально сравним со вторичным эн-
досимбиозом [76].

Приобретаемая автотрофия и клептопластия

Приобретенной автотрофией называется спо-
собность водных гетеротрофов заглатывать мик-
роводоросли, длительно поддерживая их жизне-
способность. Там, где в экологических нишах
есть недостаток хотя бы одного из органических
метаболитов, появляются стимулы для сожитель-
ства с автотрофами. Их приобретение повышает
выживаемость за счет циркуляции продуктов фо-
тосинтеза в метаболических сетях клеток и тканей.
Хозяин получает от врéменного “раба” дополни-
тельный доступ к кислороду и низкомолекуляр-
ные, в том числе азотные, фотосинтаты, в ответ
предоставляя СО2 от своей дыхательной деятель-
ности. Происходит даже стимуляция фотосинтети-
ческой активности симбионтов, которыми служат
диатомовые, хлорофитные и красные водоросли,
динофлагелляты и гаптофиты [77]. Наряду с фо-
тосинтетической деятельностью, водоросли со-
храняются в вакуолях клеток хозяев как консер-
вируемая пища. Благодаря огромной разнице в
размерах микро- и макросимбионтов число за-
глотанных микроводорослей может доходить до
7.000–20.000 на клетку, хотя в среднем оно значи-
тельно меньше. Среди одноклеточных хозяев фе-
номен приобретенной автотрофии охватывает
прежде всего инфузорий (Rhizaria) и донных фо-
раманифер (Foraminifera). Возможность замедлять
переваривание жертвы за счет подавления протеаз,
вероятно, дублирует начальные стадии феномена
эндосимбиоза. Наиболее частый пример – симбиоз
между ресничной инфузорией Paramecium bursar-
ia и Chlorella sp. Если от проглоченной автотроф-
ной клетки остаются только хлоропласты, они
носят название клептопластов, а эффект их при-
своения в целом называется клептопластией. Раз-
ные протисты могут сохранять приобретенные
хлоропласты от 1–3 суток до 2 недель. Инфузория
Myrionecta накапливает клептопласты, питаясь
клетками криптомонад, и, в свою очередь, стано-
вится жертвой динофлагелляты Dinophysis, которая
затем сохраняет их еще до двух месяцев. Тем самым,
между приобретенной автотрофией, клептопла-
стией и третичным эндосимбиозом границы раз-
мываются, но приобретенная автотрофия и клеп-
топластия не сопровождаются массовым перено-
сом генов от хлоропластов к ядру [78].

Многоклеточные хозяева микроводорослей
встречаются среди различных видов Porifera (губки),
Cnidaria (кораллы, анемоны, гидры), Mollusca (три-
дакны и голожаберники), Acoelomorpha (плоские
черви) и даже у эмбрионов Chordata (асцидии).
Наиболее известен ползающий моллюск Elysia
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chlorotica, эксплуатирующий клептопластиды по-
едаемых водорослей до 9 месяцев в своих покров-
ных тканях [79].

Метаболическое разнообразие динофлагеллят

Динофлагелляты, или панцирные жгутиконос-
цы, отличаются фантастическими трофическими
возможностями, заслуживая отдельного рассмот-
рения. К ним относится около 2500 современных
видов (иные названия: динофиты, перидинеи, или
Dinoflagellata, Dinophyta, Peridinea), входящих в
надтип альвеолят (Alveolata). В этом таксоне проти-
стов возможны все варианты перехода от хемогете-
ротрофии к истинному эндосимбиозу. 1) Около по-
ловины всех видов являются фотоавтотрофами,
среди которых описаны симбионты двустворча-
тых моллюсков и кораллов, где они носят назва-
ние зооксантелл. 2) Имеются утратившие пласти-
ды бесцветные виды-гетеротрофы, в том числе
паразитические формы. 3) Найдено несколько
вторичногетеротрофных видов, утративших хло-
ропласты и приобретших их вновь от микроводо-
рослей других групп (третичный эндосимбиоз, см.
выше). 4) У многих видов хищных динофлагеллят
практикуется клептопластия, временное сохране-
ние пластид от поедаемых ими микроводорослей.
Миксотрофия, то есть сочетание фототрофного и
гетеротрофного метаболизма, является нередкой
не только среди динофлагеллят, но и других пред-
ставителей морского фитопланктона [78].

ЭВОЛЮЦИЯ ПЛАСТИД
У ЦВЕТКОВЫХ РАСТЕНИЙ

Цветковые, или покрытосеменные, являются
самой высокоорганизованной ботанической филой
с телом растения, разделенным на вегетативные и
генеративные органы, где пластиды претерпели
ряд частных и общих изменений [37]. Современ-
ные базы генетических данных позволяют раз-
дельно исследовать ядерную и пластомную фило-
гению как крупных, так и мелких таксонов.

Два типа хлоропластов для С3 и С4 фотосинтеза

Фотосинтетики с выходом на сушу оказались в
условиях возросшей инсоляции и нехватки воды.
Для фотосинтетического усвоения СО2 в строме
хлоропласта служит цикл Кальвина, сформиро-
ванный еще у цианобактерий. Большинством
цветковых растений используется С3-путь фикса-
ции углерода, когда углекислый газ улавливается
напрямую из воздуха, а растение из-за транспира-
ции вынуждено терять до 97% воды, поступаю-
щей от корней. Закрытие устьиц уменьшает испа-
рение, но стимулирует фотодыхание, ведя к потерям
углерода и снижению эффективности фотосинтеза.
У С4 растений в клетках мезофилла вместо CO2

фиксируется гидрокарбонат-ион, , и пер-3HCO−

вым продуктом фотосинтеза служит вместо 3-фос-
фоглицерата С4-щавелевоуксусная кислота. В этом
ферментном пути уменьшена потребность в Н2О,
устьица на свету остаются открытыми и фотоды-
хание отсутствует. Проводящие пучки, доставляю-
щие воду, окружены в листе двумя слоями морфо-
логически различных зеленых клеток паренхимы,
что названо кранц-анатомией (немецкое Kranz –
корона, венец). Внешний слой образуют клетки
мезофилла, а внутренний — меньшие по числен-
ности клетки обкладки сосудистого пучка. Перевод
СО2 в растворимую форму происходит в наружных
хлорофиллл-содержащих клетках, а повторная
фиксация СО2 в цикле Кальвина – во внутреннем
слое обкладки. В результате диморфизма во внеш-
нем слое клеток находятся “обычные” хлоропла-
сты с тилакоидами, разделенными на граны и
строму, а хлоропласты обкладки имеют меньшее
число гран и меньшее содержание ФС II.

Эволюционный возраст С4-фотосинтеза со-
ставляет не более 30.000 лет, но в аридных зонах
этот путь метаболизма неоднократно возникал в
различных семействах цветковых, являясь ярким
примером конвергентной эволюции [80]. С4-путь
требует несколько большего расхода энергии, но
подобные растения, в основном травы, обеспечи-
вают до 30% наземного фотосинтеза. Известен
также САМ-фотосинтез (метаболизм по типу тол-
стянковых), который включает в себя некоторые
ферменты С4-пути, но усвоение СО2 разделено не
между клетками, а во времени. У САМ-растений
в концентрирующем СО2 механизме используют-
ся ферменты фотодыхания [81].

Вегетативная гибридизация и видообразование

В дикой природе и в селекционном процессе
межвидовая и межродовая гибридизация могут
происходить за счет совместной передачи хлоро-
пластов и цитоплазмы от одного вида к близкород-
ственному, сочетаясь в гибридной клетке с его яд-
рами. (По всей видимости, эмпирически исполь-
зовано в селекционной работе И.В. Мичуриным).
В частности, для рода Heuchera показано, что
природное видообразование благодаря появле-
нию новых пластидно-ядерных комбинаций про-
исходило неоднократно [82, 83].

Пластиды генеративных и вегетативных
тканей и органов

У цветковых растений в мезофилле листьев
хлоропласты имеют размеры 3–10 мкм. Пластиды
других органов и тканей, выполняя иные функции,
характеризуются разнообразием формы, размеров
и окраски. В ботанической литературе подробно
описаны их разновидности: 1) родоначальные ор-
ганеллы-пропластиды в меристемах, семенах и
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яйцеклетках; 2) содержащие протохлорофиллид
этиопласты выросших в темноте проростков;
3) окрашенные накопленными каротиноидами
хромопласты цветков и плодов; 4) бесцветные лей-
копласты запасающих органов, в зависимости от
типа накапливаемых веществ называемые олео-
пластами, протеинопластами и амилопластами;
5) гравипласты тканей кончика корня и боковых
ветвей; 6) геронтопласты с продуктами фотоде-
струкции хлорофилла в листопадных листьях;
7) таннопласты с накоплениями таннина [84].

ДНК всех типов пластид остается идентичной,
то есть при формировании тех или иных органов
растения увеличения или уменьшения размеров
генома в пластидах не происходит. Дифференциро-
ванно меняется активность большинства генов, на-
ходящихся под контролем клеточного ядра. Многие
пластиды способны к взаимопревращениям, что
сопровождается изменениями мембран, состава
пигментов, формы и размеров органелл. Этиопла-
сты являются наиболее изученной разновидно-
стью пластид благодаря прекрасной доступности
для экспериментальных исследований. Были ис-
следованы биосинтез протохлорофиллида, дей-
ствие фотофермента протохлорофиллидоксидо-
редуктазы, накопление проламеллярных тел и их
световое превращение в тилакоиды, развитие фо-
тосинтетической активности и световая и гормо-
нальная регуляция зеленения [85, 86]. Сведения о
других пластидах отстают от изучения этиопла-
стов из-за нехватки молекулярно-генетических
данных [87]. Изменения хлоропластов в зависи-
мости от дифференциации тканей обнаружива-
ются, начиная с меристемных клеток макрофит-
ных водорослей. Молекулярные механизмы раз-
вития хлоропластов, взаимопревращений разных
типов пластид, как и природа сигналов от хлоро-
пласта в ядро, еще остаются во многом открыты-
ми вопросами.

Паразитические, насекомоядные
и миксотрофные виды

До 1% всех цветковых растений составляют
виды-паразиты и полупаразиты, утратившие или
частично сохранившие хлорофилл и питающиеся
c помощью гаусторий от других растений. Напри-
мер, сем. Orobanchaceae (заразиховые) – облигат-
ные паразиты с редуцированными листьями и
корнями. Знаменитая раффлезия с самым большим
цветком в мире относится к полным паразитам. В
хвойных лесах северного полушария встречается
бесхлорофилльный подъельник (Monotropa, сем
вересковые), живущий за счет тесного симбиоза с
грибами. В хищничество (насекомоядные расте-
ния) вовлечено меньшее число число видов, чем в
паразитизм. Все они в меньшей степени, чем ав-
тотрофы, зависят от фотосинтеза. Пластиды всех
подобных растений подвержены уменьшению

размеров генома (до 70 т.п.н.) с утратой фотосин-
тетического аппарата [88].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследователи всегда находили яркие образы

для описания симбиогенеза хлоропластов, кото-
рых называли “маленькими зелеными рабами
клетки” (К.С. Мережковский), “проглоченными
и не переваренными” (P.J. Keeling) и “продуктом
шопинга для эукариотов” (A.W.D. Larkum). К на-
стоящему времени сложилось понимание, что
роль симбиогенеза в происхождении и развитии
клеточной жизни выходит за рамки появления
отдельных органелл. Симбиотические отноше-
ния, начиная с синтрофии ранних микроорганиз-
мов, пронизывают все процессы взаимодействий
в экосистемах. Возникла симбиогенетика как но-
вая биологическая дисциплина; симбиогенез, па-
раллельный перенос генов и сигнальные внутри-
клеточные и межклеточные взаимодействия лежат
в основе развития жизни.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований в рамках научного проекта № 19-
14-50366.

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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Биопродукция рекомбинантных фармацевтических препаратов в растительных системах становит-
ся перспективной альтернативой существующим платформам на основе клеток млекопитающих
или бактерий. Культивирование растительных клеток в контролируемых условиях биореакторов
обеспечивает продукцию белка высокого качества в соответствии с нормами GMP (Good Manufac-
turing Practice), а быстрый рост клеток, невысокая стоимость компонентов питательных сред и пол-
ное отсутствие риска контаминации вирусами и прионами животного происхождения свидетель-
ствуют о неоспоримом преимуществе растительных экспрессионных систем. В связи с одобрением
контролирующими органами и последующей коммерциализацией первого в мире рекомбинантно-
го фармацевтического препарата β-глюкоцереброзидазы для лечения болезни Гоше, синтезирован-
ного в растительных клетках, наступил новый период, в котором данная технология решительно тес-
нит некоторые устоявшиеся экспрессионные платформы на биофармацевтических рынках. В обзоре
рассматриваются характеристики “идеальной” культуры растительных клеток для производства ре-
комбинантных белков in vitro, технологические особенности используемых в настоящее время био-
реакторных систем, обсуждаются проблемы, которые необходимо преодолеть для повышения кон-
курентоспособности данной платформы, а также освещаются последние коммерческие успехи мо-
лекулярного фермерства.

Ключевые слова: суспензионные культуры, растительные системы экспрессии, биореакторы, ре-
комбинантные белки, биофармацевтические препараты
DOI: 10.31857/S0015330321010218

ВВЕДЕНИЕ
Молекулярное фермерство – это использова-

ние растений, растительных тканей и клеток для
получения коммерчески значимых рекомбинант-
ных белков, в том числе и медицинского назначения
[1]. Коммерческий потенциал данной технологии
стал очевиден после проведения многолетних ис-
следований возможности использования расте-
ний для синтеза и накопления различных реком-
бинантных белков, и, в частности, способности
растений конкурировать с уже существующими
экспрессионными системами на основе клеток
млекопитающих, насекомых, дрожжей и микро-
организмов. Хотя преимущества растительных
экспрессионных систем широко обсуждались, про-
движение этих разработок происходило чрезвычай-
но медленно. Это объяснялось негативным воспри-
ятием общественностью технологий, связанных с
генетически модифицированными культурами, а

также с инертностью и нежеланием производите-
лей отходить от платформ с устоявшейся репута-
цией и существующей инфраструктурой. Отсут-
ствовала также и нормативно-правовая база по
вопросам использования растительных биотех-
нологических препаратов, в результате чего данные
препараты попадали между юрисдикциями и ком-
петенциями ответственных учреждений, занимаю-
щихся вопросами сельского хозяйства и вопросами
производства биотехнологических препаратов. Од-
нако на сегодняшний день наработка рекомби-
нантных белков в растительных системах является
быстро развивающимся сегментом экономики.
Крупнейшие биотехнологические и фармацевти-
ческие компании, такие как Protalix Biotherapeu-
tics (Израиль), Synthon (Нидерланды), Ventria
(США), Medicago (Канада), Greenovation (Герма-
ния), и Pfizer (США), проявляют огромную заин-
тересованность и инвестируют значительные

УДК 581.1
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средства в развитие научных исследований и раз-
работку новых платформ для производства цен-
ных рекомбинантных белков. На российском
рынке преобладают импортные биотехнологиче-
ские препараты. Тем не менее, в последние годы
отечественные компании стали активно разраба-
тывать как новые биофармацевтические препара-
ты, так и аналоги уже имеющихся зарубежных ле-
карственных средств, в том числе при финансо-
вой поддержке государства. Хотя в настоящее
время в России не ведется промышленного полу-
чения рекомбинантных белков в растительных
экспрессионных системах, очевидно, что эта пер-
спективная платформа скоро займет достойное
место в современном производстве.

Современное молекулярное фермерство раз-
делилось на три главных направления: выращива-
ние растений со стабильной экспрессией трансге-
нов для масштабного производства белков в течение
длительного периода, применение транзиентной
экспрессии для быстрого получения белков за ко-
роткое время и, наконец, использование для син-
теза растительных клеток или тканей, культиви-
руемых в биореакторах (рис. 1).

Выращивание растений со стабильной экс-
прессией трансгенов в полевых условиях с приме-
нением уже имеющихся агротехнических схем и
приемов дает практически неограниченную мас-
штабируемость при минимальных затратах [2].
Поэтому данное направление оптимально подхо-
дит для производства продуктов с большим объе-
мом потребления, таких как ферменты и гормоны
(например, липаза желудка и инсулин), а также

антитела и вакцины для профилактики заболева-
ний, особенно в развивающихся странах с большой
численностью населения. Трансгенные растения
также являются привлекательным средством для
создания пероральных вакцин, поскольку анти-
гены могут быть синтезированы в съедобных тка-
нях [3], хотя существуют сомнения по поводу опти-
мального дозирования из-за вариабельности по со-
держанию рекомбинантного белка в растительных
тканях. Первой крупной компанией, применившей
растения для промышленного получения реком-
бинантного белка, стала компания ProdiGeneInc.
(США), которая использовала генетически моди-
фицированную кукурузу для синтеза промыш-
ленных ферментов, реагентов для исследователь-
ских работ и биофармацевтических препаратов.
Важно отметить, что в компании ProdiGeneInc.
впервые было проведено исследование экономиче-
ской целесообразности молекулярного фермерства
с учетом затрат на выращивание, выделение и
очистку конечного рекомбинантного продукта
[4, 5]. Было показано, что полученные из кукуру-
зы рекомбинантный авидин и β-глюкуронидаза
были доступны и конкурентоспособны по срав-
нению с существующими коммерческими про-
дуктами авидина, полученными из куриных яиц
[6], и β-глюкуронидазой бактериального проис-
хождения [7]. Многие из концепций извлечения
и очистки конечного продукта из растительной
ткани, разработанных ProdiGeneInc., были в по-
следующем использованы другими компаниями.
В настоящее время одобрено производство в по-
левых условиях генетически модифицированных
растений риса, в зернах которого синтезируются

Рис. 1. Основные направления молекулярного фермерства.
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рекомбинантные человеческие лизоцим [8], лак-
тоферрин [9] и сывороточный альбумин [10], а
также трансгенного сафлора, способного накап-
ливать в семенах аполипопротеин [11] и поверх-
ностный антиген гепатита В [12], и кукурузы
(браззеин) [13, 14].

Второе направление современного молекуляр-
ного фермерства связано с наработкой в растениях
рекомбинантных белков на основе транзиентной
экспрессии. Сжатые сроки производства белков и
быстрое масштабирование делают данное направле-
ние привлекательным для крупного производства
вакцин, особенно при необходимости экстренного
реагирования. Подтверждением перспективности
данной системы экспрессии для обеспечения быст-
рой вакцинации населения и защиты от вспышек
заболеваний послужили работы D’Aoust с соавт.
[15], когда в растениях Nicotiana benthamiana были
продуцированы большие количества (50 мг/кг)
антигенов из штаммов вируса гриппа H5N1 (пти-
чий грипп) и H1N1 (свиной грипп) менее чем за
3 недели с момента определения последователь-
ности вирусной РНК. Данные вакцины против
гриппа завершили II фазу испытаний на людях.
Компания Fraunhofer USA, Inc. также использо-
вала транзиентную трансформацию растений для
ускоренного получения значительных количеств
рекомбинантного белка на основе выделенной
последовательности РНК вируса H1HA [16, 17].

Первый экспериментальный “коктейль” про-
тив вируса Эбола, представляющий собой смесь
из трех моноклональных антител, синтезирован-
ных посредством транзиентной экспрессии в рас-
тениях N. benthamiana, был одобрен Управлением
по санитарному надзору за качеством пищевых
продуктов и медикаментов США (FDA – Food
and Drug Administration) на случай чрезвычайной
ситуации и получил название ZMappTM [18]. Пер-
спективна эта платформа и для мелкосерийного
производства персонализированных лекарствен-
ных препаратов, таких как анти-идиотипные ан-
титела scFv для неходжкинской лимфомы, где
инвестиции в крупномасштабные объекты были
бы нерациональны.

Для доставки целевых генов в ткани растений
разработаны системы агроинфильтрации с ис-
пользованием вирусных векторов, например,
вируса мозаики вигны РНК-2 от Sainsbury с
соавт. [19], а также система “магнифекции” (Icon-
Genetics). Накопление целевого рекомбинантного
белка в листьях N. benthamiana в таких системах
может достигать 80% от общего растворимого бел-
ка (ОРБ) [20].

Следует отметить, что, несмотря на низкую
стоимость полученных рекомбинантных белков
при использовании трансгенных растений со ста-
бильной экспрессией целевых генов, в настоящее
время четко прослеживается тенденция переноса

производства биофармацевтических препаратов
в ограниченные среды, то есть в системы на основе
биореакторов [21, 22]. Культивирование в биоре-
акторе полностью освобождает от проблем, свя-
занных с изменениями погоды, почвы, наличием
вредителей и дрейфом трансгенов в окружающую
среду [23]. Из-за коротких циклов роста клеток,
культивируемых в суспензии, сроки производства
рекомбинантных белков в культуре растительных
клеток, сокращаются до недель по сравнению с
месяцами, необходимыми для их производства в
целых трансгенных растениях [24]. Кроме того,
выращивание растительных клеток в стерильных
и контролируемых средах, таких как биореактор-
ная система, позволяет точно регулировать усло-
вия роста клеток и качество продукта от партии к
партии. Дополнительным преимуществом произ-
водства в культуре растительных клеток является
тот факт, что рекомбинантные белки могут секре-
тироваться из клеток в культуральные среды, и,
следовательно, последующая обработка для из-
влечения и очистки белков становится намного
дешевле, чем из целых растений. Эти преимуще-
ства значительно перевешивают недостаток, свя-
занный с более низким выходом белка в системе
растительных клеток по сравнению с другими
платформами [25].

Таким образом, следующая волна фармацев-
тического молекулярного фермерства возникла в
связи с разработкой производственных процессов,
которые соответствовали жестким правилам, каса-
ющимся фармацевтических продуктов, и оказались
экономичными в промышленном масштабе. Это
привело к консолидации молекулярного фермер-
ства вокруг меньшего числа наиболее перспектив-
ных производственных систем, центральное место
среди которых заняли технологии, основанные
на использовании суспензионных культур расти-
тельных клеток и полностью соответствующих
существующим правилам GMP [26].

ХАРАКТЕРИСТИКИ КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУР
Первые разработки в области промышленного

получения фармацевтически ценных рекомби-
нантных белков на платформе культур клеток
высших растений были выполнены на клеточных
линиях табака (Nicotiana tabacum L.): BY-2 (cv.
BrightYellow-2) и NT-1, риса (Oryza sativa L.) и
моркови (Daucus carota L.) (табл. 1). Эти культуры
клеток являются быстрорастущими и легко под-
вергаются трансформации, опосредованной Agro-
bacterium tumefaciens. К тому же для клеток риса была
создана сахароиндуцибельная промоторная систе-
ма, позволяющая разделять во времени фазы роста
культуры и накопления продукта, что обеспечивало
большую продуктивность. На основе клеточной ли-
нии табака BY-2 с использованием современного
метода редактирования генома CRISPR/Cas9 и ме-
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тодов гликоинженерии получена линия, в кото-
рой отсутствовало гликозилирование белков по
растительному типу со специфичными для расте-
ний остатками β(1,2)-ксилозы и α(1,3)-фукозы
[27, 28].

В дополнение к этим трем коммерческим
платформам в молекулярном фермерстве были
использованы несколько других видов растений.
Клетки люцерны усеченной (Medicago truncatula
Gaertn.) обычно используют для анализа вторич-
ного метаболизма, однако в последнее время бы-
ло показано, что клеточные линии, полученные
из зрелых семядолей, листьев, корней или про-
ростков этого вида, обеспечивают высокий выход
рекомбинантного белка за счет гораздо более
низкого содержания протеаз, обнаруженных в
среде после культивирования, чем в среде после
культивирования клеток BY-2 [29]. К настоящему
времени сообщается о двух биофармацевтиче-
ских продуктах, синтезированных в клеточных
линиях M. truncatula [30]. Другие белки были по-
лучены в линиях клеток томата (Solanum lycopersi-
cum L.), сои (Glycine max L.), картофеля (Solanum
tuberosum L.), подсолнечника (Helianthus annus L.),
сладкого картофеля (Ipomoea batatas L.) и лекар-
ственных растений, таких как свободноягодник
колючий (Eleutherococcus senticosus Rupr. & Maxim.) и
корейский женьшень (Panax ginseng C.A. Mey.).
Однако данные линии используются лишь в ис-
следовательских целях в рамках лабораторных
экспериментов [31].

Стандартная схема получения трансгенных
клеточных линий представлена на рисунке 2. На
первом этапе проводят генетическую трансформа-
цию растительных клеток методами агробактери-
альной трансформации или биобаллистики. Затем
осуществляют индукцию трансгенного каллуса в
том случае, если в качестве экспланта для транс-
формации были использованы дифференциро-
ванные ткани растения, или наращивание попу-
ляции трансгенных клеток при использовании
клеточных суспензий. Индукция каллуса проис-
ходит благодаря добавлению в состав питатель-
ной среды соответствующих ростовых факторов
(ауксинов и цитокининов), подобранных в опреде-
ленных соотношениях. После проведения транс-

формации культура растительных клеток пред-
ставляет собой гетерогенную массу генетически и
эпигенетически отличающихся клеток с различ-
ными уровнями экспрессии, количеством копий
трансгенов и разными инсерционными сайтами,
что значительно влияет на их продуктивность.
Только небольшая доля клеток из исходных
трансформантов способна продуцировать реком-
бинантный белок с высокой эффективностью, и
важной задачей представляется селекция “элит-
ных” высокопродуктивных клеток и использова-
ние их затем для формирования моноклональных
суспензионных клеточных культур. Отбор про-
дуктивных клеток может проводиться при ис-
пользовании плейтинга – метода массового куль-
тивирования отдельных изолированных клеток с
последующим определением уровня накопления
белка в индивидуальных микрокаллусах или с по-
мощью методики флуоресцентно-активирован-
ной клеточной сортировки FACS (Fluorescence-
activated cell sorting), позволяющей проводить от-
бор единичных протопластов с высоким уровнем
экспрессии флуоресцентного маркера, слитого с
целевым продуктом [32].

Идеальная растительная система для крупно-
масштабного производства рекомбинантных бел-
ков должна обладать следующими характеристика-
ми: высокий темп роста; легкость генетической
трансформации; высокий уровень продукции целе-
вого белка; стабильность рекомбинантного целево-
го продукта и в процессе синтеза внутри клеток, и
вне их; низкая концентрация вторичных метабо-
литов, способных вызывать изменения структур-
ных и биологических свойств целевого белка
и/или усложнять процессы выделения и очистки;
корректность пост-трансляционных изменений в
клетках, включая единые паттерны гликозилиро-
вания и конечный фолдинг белка; а также клеточ-
ная суспензия должна быть гомогенной и не со-
держать крупных агрегатов для стабильного
функционирования биореакторов.

Если первые три требования к культурам рас-
тительных клеток не нуждаются в расшифровке,
то на остальных необходимо остановиться по-
дробнее.

Таблица 1. Культуры клеток различных видов высших растений, используемые для крупномасштабного произ-
водства рекомбинантных белков

Растение-донор
клеточной культуры

Клеточные
линии Компании-производители Ссылки

Табак (N. tabacum L.) BY-2;
NT-1

Protalix Biotherapeutics http://protalix.com/faq/procellex-platform/

Морковь (D. carota L.) Protalix Biotherapeutics http://protalix.com/faq/procellex-platform/
Рис (O. sativa L.) Natural Bio-Materials,

Jeollabuk-do, Korea
http://www.nbms.co.kr
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ПРОТЕОЛИЗ

Протеолиз – один из ключевых процессов,
влияющих на качество и устойчивый уровень
производства рекомбинантных белков в расти-
тельных клетках. Протеолитические ферменты
участвуют во многих физиологических реакциях
в клетке, и их количество и многообразие являет-
ся серьезной проблемой при использовании сус-
пензионных культур растительных клеток. На се-
годняшний день разработано несколько стратегий
для преодоления протеолитической деградации
белковых молекул, таких как сайт-направленный
мутагенез для удаления сайтов чувствительности
к протеазам [33], присоединение сигналов накоп-
ления белка в клеточных компартментах [34] или
образование белковых телец включения для сни-
жения протеолитической деградации [35]. Пред-
ложены технологии нарушения экспрессии генов
протеаз с помощью антисмысловых последова-

тельностей ДНК или РНК [36, 37] или коэкспрес-
сии ингибиторов протеаз с транспортом их в пи-
тательные среды [38–40].

ВТОРИЧНЫЕ МЕТАБОЛИТЫ

Известно, что выделение и очистка рекомби-
нантного белка из сырой биомассы является не-
отъемлемой частью любого биопроизводства, и
независимо от выбранной платформы стоимость
переработки достигает до 80% от общих затрат.
Для каждого продукта разрабатывают специфи-
ческие этапы выделения и очистки, хотя широко
применяются и стандартизованные подходы, та-
кие как аффинная хроматография или выделение
с использованием фракционирования сульфатом
аммония. Образование в культурах клеток вто-
ричных метаболитов, таких как масла или алкало-
иды, требует значительных дополнительных за-

Рис. 2. Разработка трансгенных клеточных линий для производства целевого рекомбинантного белка.

Растительный
эксплант Введение в культуру,

проведение
трансформации

Индукция каллуса

Масштабирование
культуры в биореакторе

Получение
суспензионной
культуры

Извлечение
продукта

Создание банка
элитных клеточных
линий
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трат на очистку продукта и представляется крайне
нежелательным. Используемые в настоящее время
в крупном промышленном производстве клеточ-
ные линии моркови и риса не содержат значитель-
ных количеств вторичных метаболитов, а линия
табака BY-2 не продуцирует никотин, лишь не-
большое количество анатабина и некоторых дру-
гих алкалоидов [41].

ГЛИКОЗИЛИРОВАНИЕ

Одной из самых больших проблем при исполь-
зовании растительных систем экспрессии оста-
ются различия, существующие в гликозилирова-
нии по растительному типу и по типу клеток че-
ловека. Особенности гликоформы белка могут
влиять на его фолдинг, агрегацию, устойчивость
к протеолитической деградации, растворимость,
транспорт, а также изменять его функциональ-
ную активность и иммуногенность [42]. Фармако-
логическая ценность рекомбинантных белков,
синтезированных в растительных клетках и глико-
зилированных по растительному типу, снижается,
а, следовательно, способность рекомбинантных
систем экспрессии эффективно и корректно гли-
козилировать белки по человеческому типу явля-
ется необходимой для производства современных
фармакологических белков. К настоящему вре-
мени разрабатывается целый ряд стратегий для
изменения ферментативных путей гликозилиро-
вания белков, синтезируемых в растительных си-
стемах экспрессии [43]. Наиболее простой подход
к улучшению профиля гликозилирования реком-
бинантного белка и его частичной гуманизации
заключается в изменении его внутриклеточной
адресации, например, в удерживании белка в эн-
доплазматическом ретикулуме (ЭПР) с помощью
добавления к нему C-терминальной сигнальной
последовательности аминокислотных остатков
H/KDEL и SEKDEL или направлении его в аппа-
рат Гольджи, вакуоли, хлоропласты и пр. [44, 45].
Однако эта стратегия является мало предсказуе-
мой и подходит не для всех белков и не всех рас-
тительных систем экспрессии. Другая стратегия в
гликоинженерии растительных систем экспрессии
заключается в элиминировании растительных
гликозилтрансфераз с помощью современной
CRISPR/Cas9-технологии адресной модифика-
ции генов [46, 47]. В настоящее время основные
усилия в гликоинженерии растений сосредоточе-
ны на сочетании приемов, которые обеспечивают
ингибирование биосинтеза растительных глико-
эпитопов с последующим переносом в раститель-
ный геном генов гликозилтрансфераз млекопитаю-
щих. Это дает возможность максимально прибли-
зить картину гликозилирования рекомбинантных
белков, синтезированных в растительных систе-
мах экспрессии, к человеческой [48].

АГРЕГАТИВНОСТЬ
При создании высокопродуктивных клеточ-

ных суспензий важно поддержание клеточных
культур в гомогенном состоянии для равномер-
ного их снабжения питательными веществами и
кислородом. Однако во время экспоненциальной
фазы роста суспензии и интенсивного деления
клеток формируются агрегаты разной величины,
что приводит к появлению гетерогенных клеточ-
ных субпопуляций, различающихся морфологи-
чески и метаболически [49]. Клетки, находящие-
ся внутри больших агрегатов, ограничены в по-
ступлении кислорода и питательных веществ, и,
соответственно, в них снижается продукция ре-
комбинантного белка. Кроме того, с увеличением
размера клеточных агрегатов возрастает их чув-
ствительность к повреждениям при перемешива-
нии среды, приводящая к гибели и лизированию
клеток. Разрушение клеток при культивировании
ведет не только к снижению продуктивной био-
массы, но и к освобождению большого количе-
ства клеточных протеаз, вызывающее быструю
деградацию целевого рекомбинантного продукта.
Другой проблемой, связанной с образованием аг-
регатов, являются реологические проблемы и
трудности перемешивания, так как крупные агре-
гаты обычно оседают на дно и стенки реакцион-
ного сосуда, блокируя отверстия и функциональ-
ные блоки биореактора [50]. Публикации разных
лет подтверждают, что размер агрегатов в суспен-
зионных культурах растительных клеток является
ключевым параметром, определяющим их про-
дуктивность в отношении синтеза вторичных ме-
таболитов. Наиболее показательны исследования
Kolewe с соавт. [51], в которых уменьшение раз-
меров клеточных агрегатов сопровождалось рез-
ким возрастанием синтетических способностей
растительных клеток в культуре in vitro не только
в отдельных экспериментах, но и при длительном
субкультивировании. Для разных видов растений
описано как негативное, так и положительное
влияние высокой степени агрегированности сус-
пензионной клеточной культуры на уровень накоп-
ления вторичных метаболитов. Вероятно, что для
каждого вида существует оптимальный диапазон
размеров агрегатов, при котором биосинтетический
потенциал клеток наиболее высок. Предполага-
ется, что между продуктивностью процесса био-
синтеза рекомбинантных белков и степенью аг-
регативности суспензионных культур существует
обратная корреляция. В связи с этим, исследова-
телями предпринимаются усилия для получения
культур клеток с мелкими агрегатами. Предложе-
ны технологии механической фильтрации и отбо-
ра агрегатов при достижении ими критических
размеров с последующим удалением их из био-
массы, а также химические и ферментативные
методы разделения клеточных агрегатов. Однако
показано, что короткие импульсные обработки
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ферментами, способные диссоциировать агрега-
ты, лишь незначительно повышают содержание в
суспензии отдельных клеток [52], а продолжи-
тельные обработки приводят к лизису клеток [53].
Добавление в среду для культивирования инги-
биторов полимеризации тубулина, подобных
колхицину, запатентованное группой американ-
ских ученых [54], также не нашло применения в
практике.

Перспективными работами по снижению аг-
регативности клеток в суспензионных культурах,
можно считать, исследования, связанные с сайт-
направленным нокаутированием при помощи
системы CRISPR/Cas9 [55] гена галактуронозил-
трансферазы-1 – одного из основных ферментов
биосинтеза пектина [56]. Предполагается, что сни-
жение функции данного гена приведет к уменьше-
нию адгезионных свойств клеток, их способности
образовывать крупные агрегаты и, следовательно, к
повышению выхода рекомбинантного белка. Одна-
ко необходимо отметить, что ни один из описан-
ных выше методов не является универсальным
для клеток разных видов растений, и с их помо-
щью невозможно добиться устойчивого состоя-
ния дезагрегации в суспензионной культуре без
видимых изменений в ее биохимическом статусе.

ПРОБЛЕМЫ, ВОЗНИКАЮЩИЕ
ПРИ ПРОИЗВОДСТВЕ

РЕКОМБИНАНТНЫХ БЕЛКОВ
Описывая преимущества использования сус-

пензионных культур растительных клеток при полу-
чении рекомбинантных белков в промышленных
масштабах, необходимо отметить и те сложности,
которые приходится преодолевать компаниям-раз-
работчикам. Кроме уже упомянутой низкой произ-
водительности культур растительных клеток иссле-
дователи столкнулись с переменным качеством
фармацевтических препаратов растительного про-
исхождения. Это обусловлено тем, во время дли-
тельного культивирования и периодического суб-
культивирования происходит снижение или даже
полное исчезновение ожидаемой продукции, свя-
занное с замолканием генов или рекомбинацион-
ными событиями в клетках. Для решения этой
проблемы и создания стабильного производства
начали применять технологию сохранения элит-
ных клеточных линий в так называемых клеточ-
ных банках, имеющих трехступенчатую систему и
состоящих из клеточного банка, банка мастер-
клеток и рабочего банка клеток. Элитные, высо-
коэффективные по синтезу целевого белка кле-
точные линии сохраняются по правилам GMP в
замороженном состоянии. Линии клеток млеко-
питающих хранятся по так называемым золотым
стандартам, позволяющим использовать общие
стратегии криоконсервации. Свойства раститель-
ных клеток разнообразны, зависят от вида и требуют

разработки уникальных протоколов для разных кле-
точных линий [57, 58]. Эти протоколы основаны на
трех главных принципах контролируемого охла-
ждения: двухступенчатое/равновесное заморажи-
вание, которое требует медленного охлаждения на
1°С в минуту до промежуточных низких темпера-
тур (–30/–40°С) перед быстрым охлаждением в
жидком азоте; обработка 5–8 молярными раство-
рами криопротекторов, способствующая обезво-
живанию перед сверхбыстрым охлаждением в
жидком азоте, или высушивание с или без капсу-
лирования в альгинатных гранулах. Успешно ра-
ботающие протоколы были разработаны для раз-
личных видов растительных клеток, однако все
они оптимизировались с использованием не-
трансгенных клеток и оценивались по таким кри-
териям, как клеточная морфология и рост культу-
ры. Для трансгенных клеточных линий имеются
лишь ограниченные данные, и существует необ-
ходимость оценки продуктивности этих клеток
перед введением их в производство [59]. Альтер-
нативный подход – постоянный скрининг высоко-
продуктивных линий, подтверждающих сохранение
в культуре высокого уровня продукции рекомби-
нантного белка, и создание математических моде-
лей, характеризующих стабильность продукции и
обеспечивающих планирование работ. В допол-
нение к методам сохранения элитных линий раз-
рабатываются методики коэкспрессии супрес-
соров генетического замолкания, способных
поддержать высокую продуктивность элитных
клеточных линий.

Вторая проблема связана со сложностью мас-
штабирования при переходе от лабораторных
исследований к индустриальным технологиям
промышленного культивирования растительных
клеток. Разработка и оптимизация клеточной ли-
нии обычно осуществляется с использованием не-
больших сосудов, таких как микротитрационные
планшеты, колбы или одноразовые биореакторы
объемом 0.5 л. Культивирование же клеток в про-
мышленности происходит в биореакторах, дости-
гающих в объеме 25 тысяч литров и более. При
использовании сосудов большого объема главной
проблемой становится достаточная аэрация и пе-
ремешивание среды при отсутствии повреждений
клеток, так как многие культуры оптимально рас-
тут в условиях повышенной плотности и вязко-
сти, могут образовывать на поверхности пену [60]
и часто обладают свойствами неньютоновских
жидкостей [61]. Необходимо отметить, что в на-
стоящее время для производства биофармацев-
тических продуктов используют реакторы как
многоразового, так и одноразового действия.
Многоразовые биореакторы требуют системати-
ческой обработки агрессивными реагентами во
избежание контаминации. Эти реагенты доста-
точно дороги, а процедуры чистки и стерилиза-
ции занимают время. Поэтому в последние годы
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все чаще применяют одноразовые, изготовлен-
ные из пластика биореакторы [62]. Одноразовые
системы стоят дорого с точки зрения расходных
материалов, но дополнительные расходы ком-
пенсируются экономией за счет отсутствия про-
цедур чистки и стерилизации, а также снижения
риска контаминации. Именно такие системы ис-
пользуют в производстве рекомбинантных бел-
ков фирмой Pfizer [63].

ТИПЫ ПРОМЫШЛЕННЫХ БИОРЕАКТОРОВ
Конструкция оптимального биореактора долж-

на учитывать несколько факторов, включая про-
стоту процессов инокуляции и сбора продукта,
масштабируемость, эффективность системы цир-
куляции питательной среды и аэрации и возмож-
ности стерилизации системы. При разработке
биореакторов для конкретных задач биофарминга
учитывают как важнейшие характеристики кле-
точных культур, например, кинетику или интенсив-
ность роста клеточной культуры, так и свойства экс-
прессионного вектора, содержащего конститутив-
ный или индуцируемый промотор, локализацию
конечного продукта, его стабильность и многие
другие характеристики растительной экспресси-
онной системы [64, 65]. Тип биореактора и осо-
бенности перемешивания определяются размера-
ми клеток и клеточных агрегатов используемых
клеточных культур, так как от них зависят реоло-
гические свойства культуры, потребность в пита-
тельных веществах и кислороде, а, в конечном
итоге, и производительность биотехнологическо-
го процесса [66]. Растительные клетки имеют
тенденцию переходить от сферических к удли-
ненным формам при прекращении клеточного
деления, а также увеличиваться в размерах. Круп-
ные клетки сильнее подвержены повреждениям,
а уменьшение перемешивания приводит к плохой
подаче кислорода и питательных веществ в кле-
точную культуру, увеличивает слипание клеток в
агрегаты и снижает производительность всей си-
стемы [67].

В настоящее время с целью создания опти-
мальных условий для клеточного роста и продук-
ции рекомбинантных белков разработаны раз-
личные системы биореакторов (табл. 2). Как было
сказано выше, используемые биореакторы делятся
на реакторы многоразового и однократного ис-
пользования. Многоразовые реакторы чаще всего
представляют собой стальной сосуд для культи-
вирования, оснащенный системой стерилизации,
и подразделяются на типы по способу перемеши-
вания культуральной среды: оборудованные ло-
пастями, пневматические, ротационные бара-
банные реакторы или реакторы с неподвижным
слоем для иммобилизованных клеток. У всех пе-
речисленных типов имеются как преимущества,
так и недостатки. В ферментерах с лопастными

мешалками достигается хорошее перемешивание
среды и аэрация, однако возникающая вокруг ло-
пастей турбулентность может приводить к сильно-
му повреждению клеток. Тем не менее, реакторы с
механическим перемешиванием продолжают ши-
роко применяться и усовершенствоваться для до-
стижения лучшей аэрации при низких скоростях
движения лопастей. Для этого используются ме-
шалки измененных конфигураций, такие как изо-
гнутые дисковые турбины, подводные крылья, кле-
точный лифт. Разрабатываются новейшие системы
аэрации, например, беспузырьковая аэрация с при-
менением мембран, обеспечивающих поступление
кислорода путем контролируемой диффузии [68].
Пневматические или пузырьковые биореакторы
состоят из цилиндрического сосуда, в котором пе-
ремешивание и аэрация осуществляются с помо-
щью сжатого воздуха или газовой смеси, поступаю-
щей с его дна. Такие реакторы отличает невысокая
стоимость и отсутствие механических частей, од-
нако в них невозможно достичь полной гомоген-
ности культуры [69].

Реакторы с так называемым фиксированным
слоем обычно используют для культивирования
растительных клеток, дифференцированных расти-
тельных тканей или органов, иммобилизованных
на микроносителях, расположенных в фиксиро-
ванных зонах и гораздо менее чувствительных к ме-
ханическому повреждению, чем при культивирова-
нии в суспензии. Питательная среда циркулирует
сквозь слой клеток, и целевые продукты могут быть
извлечены из нее по мере их накопления. Главным
недостатком этой системы является недостаточная
тепло- и элементная емкость, вызванная низкой
скоростью обтекания жидкости. Подобные реакто-
ры чаще применяются для перфузионного культи-
вирования животных клеток, но при правильном
выборе микроносителя для иммобилизации расти-
тельных клеток может быть достигнута их высокая
плотность и, соответственно, повышение продук-
тивности культуры [70].

Биореакторы одноразового употребления имеют
используемые однократно контейнеры для культи-
вирования, изготовленные из пластика, отвечаю-
щего высоким критериям качества, утвержденным
Управлением по санитарному надзору за качеством
пищевых продуктов и медикаментов США (FDA).
Такие реакторы все более широко используются в
последнее десятилетие для биологических процес-
сов в малых и средних объемах. Их широкое рас-
пространение объясняется низкими рисками кон-
таминации, снижением временных затрат, мини-
мизацией потерь и влияния на окружающую среду.
Однако 20–30% снижение стоимости, о которой
иногда сообщается, возможно только при высоко-
эффективном синтезе целевого продукта, что объ-
ясняется чрезвычайно высокой ценой GMP-кон-
тейнеров. Несмотря на этот факт, пластиковые
контейнеры все более широко используются при
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культивировании растительных клеток для получе-
ния различных рекомбинантных белков и вторич-
ных метаболитов [71].

В целом точная классификация многоразовых
и систем однократного применения для культи-
вирования растительных клеток сложна, так как
существуют многочисленные варианты дизайна,
приспособленные для определенных культур и
операций. Поэтому в данном обзоре рассмотре-
ны только коммерчески используемые типы ре-
акторов.

УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ
РАСТИТЕЛЬНОЙ БИОФАРМАЦЕВТИКИ

В последние годы PMP-сообщество (Plant-
Made Pharmaceuticals) добилось значительного
прогресса в разработке и получении рекомби-
нантных белков медицинского назначения. За
20–25 лет в культуре растительных клеток был
успешно получен широкий спектр биологически
значимых белков. К ним в основном относятся
антитела, вакцинные антигены, гормоны и фак-
торы роста, цитокины и ферменты. Из различных
групп терапевтических белков, синтезируемых в си-
стеме культивируемых растительных клеток, наибо-
лее востребованными остаются антитела. Антитела
являются доминирующим классом рекомбинант-
ных белков для фармацевтической промышленно-
сти, т.к. они относительно стабильны, накаплива-
ются в высоких концентрациях (>100 мг/л), а также
могут быть достаточно легко очищены от среды
или клеточных экстрактов с помощью аффинной
хроматографии [72].

На сегодняшний день разработаны технологии
получения в растительных системах так называе-
мых “специальных белков”, к которым относят,
например, желатин и коллаген для капсулирова-
ния лекарств [73, 74], промышленные энзимы, та-
кие как целлюлаза и липаза для производства
биотоплива [75–79].

Несмотря на то, что культуры растительных
клеток зарекомендовали себя в качестве много-
обещающей альтернативной платформы биопро-
дукции фармацевтических белков лишь несколько
биотехнологических или фармацевтических ком-
паний занимаются разработкой и коммерциали-
зацией этой платформы. Важно отметить, что суще-
ствует большой пласт перспективных разработок,
способных обеспечить крупный прорыв в этой об-
ласти в ближайшие годы, а некоторые биофарма-
цевтические продукты уже одобрены для приме-
нения в медицине или проходят клинические и
доклинические исследования. Так компания
Dow AgroSciences разработала систему раститель-
ных клеток Concert™ в качестве передовой плат-
формы для производства вакцинного антигена
против вируса ньюкаслской болезни домашней

птицы. В январе 2006 года Dow AgroSciences получи-
ла разрешение на использование первой в мире вак-
цины, синтезированной растительными клетками
(клетками табака BY-2) и представляющей собой
рекомбинантный гликопротеин гемагглютинин-
нейраминидазы, одного из поверхностных глико-
протеинов вируса ньюкаслской болезни, и главный
поверхностный антиген, индуцирующий продук-
цию нейтрализующих антител. Несмотря на то,
что вакцина, полученная из растительных клеток,
доказала свою эффективность и получила одоб-
рение регулирующих органов, она осталась лишь
проверкой концепции. Dow AgroSciences никогда
не намеревалась продавать этот продукт и исполь-
зовала эту вакцину для животных в качестве при-
мера полного прохождения процесса. Однако ком-
пания проложила путь к будущим терапевтиче-
ским средствам на основе растительных клеток.

Биофармацевтическая компания Protalix Bio-
therapeutics (www.protalix.com) является наибо-
лее успешной фирмой, использующей свою соб-
ственную запатентованную систему экспрессии
ProCellEx® на основе растительных клеток для
разработки и коммерциализации рекомбинант-
ных биофармацевтических препаратов. Используя
ProCellEx®, Protalix Biotherapeutics разрабатывает
процессы производства новых рекомбинантных
белков, предназначенные для крупных и устояв-
шихся фармацевтических рынков. В мае 2012 года
компания Protalix Biotherapeutics заключила парт-
нерское соглашение с Pfizer для коммерциализации
талиглюцеразы-α для инъекций (ELELYSO) – пер-
вого в мире человеческого терапевтического бел-
ка, получаемого в растительных клетках и одоб-
ренного FDA. Фермент используется для лечения
болезни Гоше, наиболее распространенного за-
болевания, вызванного снижением активности
лизосомального фермента кислой β-глюкоцере-
брозидазы, и накоплением в связи с этим глюко-
зилкерамида [80]. Талиглюцераза-α является ак-
тивной рекомбинантной формой β-глюкоцеребро-
зидазы, которая продуцируется в суспензионной
культуре клеток корня моркови, культивируемых
в одноразовой биореакторной системе. Данный
продукт был разработан с использованием гена
глюкоцереброзидазы человека (GCD) с заменой
нативного сигнального пептида на сигнальный
пептид эндохитиназного гена A. thaliana для пере-
мещения в ЭПР, а также присоединением сигна-
ла из хитиназы А табака для транспорта рекомби-
нантного белка в вакуоли [81]. В настоящее время
основным вариантом лечения пациентов с тяже-
лой болезнью Гоше является энзимотерапия.
С 1994 года для энзимотерапии использовался
Cerezyme® – аналог человеческого фермента
β-глюкоцереброзидазы, производимый компа-
нией Genzyme в клетках млекопитающих CHO
(Chinese hamster ovary). Поскольку для оптималь-
ной активности фермента и нацеливания на мак-
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рофаги требуется правильное гликозилирование
β-глюкоцереброзидазы, функциональный фермент
не может продуцироваться прокариотической ки-
шечной палочкой [82]. Даже продуцируемая клет-
ками СНО имиглюцераза должна подвергаться
ферментативной обработке in vitro, чтобы сделать
доступными концевые остатки маннозы, специ-
фически распознаваемые эндоцитарными угле-
водными рецепторами на макрофагах для эффек-
тивного поглощения [83, 84]. Вырабатываемая
растительными клетками глюкоцереброзидаза
считается “биоподобной”, так как она структур-
но гомологична Cerezyme® с сопоставимой фер-
ментативной активностью и поглощением в мак-
рофагах [85]. Рекомбинантный фермент не требует
дополнительных модификаций для клиническо-
го применения после биопродукции, что приво-
дит к значительному снижению затрат (примерно
на 25%), по сравнению с затратами на производ-
ство его конкурента Cerezyme® [86]. Необходимо
отметить, что одобрение данного препарата FDA
в 2012 году явилось крупным прорывом, проло-
жившим путь новым разработкам в области био-
фармацевтики.

Возможность пероральной доставки фарма-
цевтических белков представляется желанной це-
лью биофармацевтической промышленности.
Перорально доставляемые белки обеспечивают
более удобное введение лекарственного средства,
чем некоторые существующие варианты достав-
ки белков, включая внутривенные, внутримы-
шечные и подкожные инъекции. Считается, что
возможность пероральной доставки приведет к
лучшим результатам лечения пациентов наряду с
повышением качества их жизни. На сегодняш-
ний день, успехи в разработке таких препаратов
весьма ограничены из-за деградации белков в пи-
щеварительном тракте. Однако, по мнению спе-
циалистов фирмы Protalix Biotherapeutics, такая
возможность может быть реализована при синтезе
белков на платформе ProCellEx®. При пероральном
введении и прохождении через пищеварительный
тракт растительные клетки функционируют в каче-
стве естественного средства доставки благодаря
защитным свойствам целлюлозной клеточной
стенки. В настоящее время в компании Protalix
Biotherapeutics на II стадии клинических испыта-
ний находятся несколько продуктов, производи-
мых на платформе ProCellEx® и предназначенных
для перорального применения.

Дополнительные исследования проводятся
для отработки пероральной доставки талиглюце-
разы-α (продукт PRX-112) [87]. Эксперименты на
животных и I этап клинических испытаний для
изучения фармакокинетики PRX-112 и его без-
опасности, на котором пациенты с болезнью Гоше
получали ресуспендированные лиофилизирован-
ные клетки-продуценты, показали присутствие

фермента в крови в период до 30 часов после перо-
рального введения и среднее увеличение фермен-
тативной активности более чем на 100% (в преде-
лах от 50 до 350%). Таким образом, считают, что
суточная доза PRX-112 позволит достичь устой-
чивого уровня ферментативной активности, об-
наруженной у здоровых людей [88].

Продукт OPRX-106 представляет собой проду-
цируемый растительными клетками рецептор II
рекомбинантного фактора некроза опухоли чело-
века, слитый с Fc-доменом IgG1 (TNFRII-Fc) и
предназначенный для ингибирования TNF-α. В
настоящее время этот продукт прошел II фазу
клинических испытаний при аутоиммунных вос-
палительных заболеваниях желудочно-кишечно-
го тракта, включая язвенный колит и болезнь
Крона [89]. Терапия основана на блокировании
цитокина, вовлеченного в воспалительные реак-
ции. Перорально вводимые клетки моркови, про-
дуцирующие OPRX-106, могут быть использова-
ны для лечения иммунных расстройств, а также в
качестве противовоспалительного, противорев-
матического, гепатопротекторного средства. В
ходе доклинической оценки этого продукта на
мышах показано, что пероральное введение поз-
воляет избежать системного воздействия, кото-
рое возникает при инъекции или внутривенной
инфузии других ингибиторов TNF-α. Перораль-
ное введение может потенциально привести к бо-
лее безопасному использованию анти-TNF-α.
OPRX-106 также является менее иммуногенным,
что приводит к более длительному сроку эффек-
тивной терапии.

Еще одной успешной разработкой фирмы Pro-
talix Biotherapeutics является модифицированная
дезоксирибонуклеаза (ДНКазаI) человека, про-
изводимая клетками моркови [90]. Этот продукт,
обозначенный PRX-110 и вводимый ингаляторно,
предназначен для снижения вязкости мокроты,
накапливающейся в легких у больных муковисци-
дозом. Традиционно терапия муковисцидоза для
улучшения функции легких и уменьшения обостре-
ний проводится ДНКазойI (дорназой-α). Однако
активность ДНКазы I снижается из-за актина –
глобулярного многофункционального белка, яв-
ляющегося мощным ингибитором ДНКазы I и
обнаруженного в высокой концентрации в мок-
роте пациентов с муковисцидозом. Для уменьше-
ния взаимодействия актина и ДНКазы I специа-
листы фирмы Protalix Biotherapeutics разработали
альдорназу-α – химическую модификацию фер-
мента ДНКаза I, резистентную к ингибированию
актином. Этот новый перспективный препарат,
производимый на платформе клеток табака BY-2,
может привести к улучшению функции легких и
снижению заболеваемости рецидивирующими
инфекциями у пациентов с муковисцидозом, а
рекомбинантная форма фермента демонстрирует
повышенную эффективность у пациентов по
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сравнению с одобренным в настоящее время ле-
чением ДНКазой (Pulmozyme®-дорназа-α). Пер-
вичные результаты II фазы клинических исследо-
ваний показывают, что лечение альдорназой-α
привело к клинически значимому улучшению
функции легких, ее активность, как продемонстри-
ровано в исследованиях in vitro, остается практиче-
ски без изменений в концентрации актина, обнару-
женной у пациентов с муковисцидозом, в то время
как активность Pulmozyme® значительно снижает-
ся. Кроме того, PRX-110 продемонстрировал значи-
тельное ингибирование Pseudomonas аeruginosa –
бактерий, которые широко распространены в
окружающей среде и являются основной причиной
легочных инфекций у пациентов с муковисцидо-
зом. Количество колоний P. аeruginosa уменьшилось
более, чем на 50% по сравнению с исходным
уровнем. Это действие препарата PRX-110 пред-
ставляется чрезвычайно ценным, так как хрони-
ческая легочная инфекция является основной
причиной заболеваемости и смертности у паци-
ентов с муковисцидозом, несмотря на активное
использование антибиотиков.

Завершается II этап клинических исследова-
ний рекомбинантного биофармацевтика, проду-
цируемого в клетках табака, названного PRX-102
[91]. PRX-102 (pegunigalsidase alfa) представляет
собой рекомбинантную химически модифициро-
ванную версию белка альфа –галактозидазы A и
предназначен для лечения болезни Фабри, разви-
тие которой связано со снижением ферментатив-
ной активности лизосом. PRX-105 (ацетилхолинэс-
тераза человека; AChE-R) представляет собой еще
один из рекомбинантных биофармацевтиков,
синтезированных в растительных клетках с ис-
пользованием системы ProCellEx®в компании
Protalix Biotherapeutics [92]. В настоящее время
данный препарат прошел доклинические испы-
тания и первые оценки на людях, которые пока-
зали его безопасность и высокую переносимость.
PRX-105 заявлен в качестве кандидата для про-
филактики и лечения отравлений теплокровных
фосфорорганическими соединениями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Суспензионная культура клеток растений объ-

единила преимущества недорогого микробного
синтеза и достоинства эукариотической системы
наработки рекомбинантного белка без риска кон-
таминации инфекционными агентами животного
происхождения. Первый в мире терапевтический
препарат из растительных клеток β-глюкоцеребро-
зидаза стал коммерческим успехом биофарминга,
некоторые другие препараты проходят доклиниче-
ские и клинические испытания. Следовательно,
можно сказать, что биофармацевтическая про-
мышленность вступила в период широкого ис-
пользования уникальных свойств растительных

систем. Решающим моментом в продвижении
этой технологии будет повышение уровня экс-
прессии рекомбинантного белка, обеспечение
его секреции из клетки, а также осуществление
гуманизации или использование специфических
гликанов для повышения эффективности белка.
Применение в крупномасштабном производстве
высокоэффективных и безопасных биореакто-
ров одноразового применения делает процесс
полностью соответствующим высоким требова-
ниям GMP.

Работа поддержана бюджетным проектом
0324-2019-0040-C-01 “Генетические основы био-
технологий и биоинформатика”.
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Натуральный каучук, цис-1,4-полиизопрен, − незаменимый исходный материал для тысяч продук-
тов, многие из которых абсолютно необходимы, в частности, для современной медицины. Каучук
находится в латексе водной эмульсии, содержащейся в специализированных структурах каучук
производящих растений – латициферах. Более 2500 видов растений способны синтезировать нату-
ральный каучук, однако в настоящее время Hevea brasiliens (Бразильское каучуковое дерево, гевея)
является единственным коммерчески значимым сырьем для получения каучука. Несколько белков
играют ключевую роль в биосинтезе натурального каучука. Среди них цис-пренилтрансферазы, ак-
тиватор цис-пренилтрансфераз и малыe белки, ассоциированныe с каучуковыми частицами. Эти
белки непосредственно участвуют в синтезе полиизопреновой цепи. В этом обзоре мы анализируем
молекулярно-генетические аспекты функционирования этих белков в процессе биосинтеза натураль-
ного каучука. В частности, мы описываем клонирование, экспрессию и функциональный анализ генов
цис-пренилтрансфераз из Arabidopsis thaliana, Hevea brasiliensis и Taraxacum kok-saghyz и исследуем роль
малых белков, ассоциированных с каучуковыми частицами, в биосинтезе натурального каучука. Осо-
бое внимание мы уделяем анализу влияния уровня экспрессии генов цис-пренилтрансфераз и гена-
активатора цис-пренилтрансфераз на продукцию натурального каучука в клетках растений.

Ключевые слова: натуральный каучук, каучуковые частицы, кок-сагыз, цис-пренилтрансферазы,
активатор цис-пренилтрансфераз, малыe белки, ассоциированныe с каучуковыми частицами, ПЦР
с обратной транскрипцией
DOI: 10.31857/S0015330321010036

ВВЕДЕНИЕ
Натуральный каучук – один из важнейших

биополимеров, которые востребованы в про-
мышленности и медицине [1–4]. Несмотря на то,

что каучук синтезируется более чем в 2500 видах
растений, Hevea brasiliens (Бразильское каучуко-
вое дерево, гевея) в настоящий момент является
единственным коммерчески значимым источни-

Сокращения: ГПХ − гель проникающая хроматография; кДНК − комплементарная ДНК; ЕХ − эксклюзионная хромато-
графия; ЭПР − эндоплазматический ретикулум; ACPT − цис-пренилтрансферазa Arabidopsis thaliana; APP – аллил пирофос-
фат; BiFC − бимолекулярный флуоресцентный комплементационный анализ; CLSM − конфокальная лазерная сканирующая
микроскопия; CPT − цис-пренилтрансфераза; EST – экспрессированные последовательности (от expressed sequence
tag); 5-FOA − 5-фтороротовая кислота; FPP – фарнезил пирофосфат; FRET – флуоресцентный резонансный перенос энергии;
GGPP − геранил-геранил пирофосфат; HRT1 и HRT2 − цис-пренилтрансферазы гевеи 1 и 2; IPP – изопентeнил пирофос-
фат; mRFP − мономерный красный флуоресцентный белок; NgBR − Nogo-B рецептор; ORF − открытая рамкa считывания;
RNAi – РНК-интерференция; RT – каучуковые трансферазы; RT-PCR − ПЦР с обратной транскрипцией; SRPP − ма-
лый белoк, ассоциированный с каучуковыми частицами; TbRTA − активатор цис-пренилтрансферазы Taraxacum brevi-
corniculatum; TEM − электронная трансмиссионная микроскопия; ТPT − транс-пренилтрансферазы; WBP – промытые
каучуковые частицы.

УДК 581.1, 581.17
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ком каучука [5]. Ежегодно увеличивается спрос
на натуральный каучук, но есть опасения, что со-
временные плантации деревьев гевеи в дальней-
шем не смогут удовлетворить все возрастающие
потребности. Кроме того, гевея бразильская под-
вержена действию фитопатогенных грибов и бак-
терий, которые частично или полностью уже уни-
чтожили огромные производственные плантации
Бразилии. Следует также отметить, что много-
кратный контакт с некоторыми белками латекса
гевеи приводит к аллергической сверхчувстви-
тельности первого типа [6]. По этой причине идет
активный поиск других семейств и видов каучу-
коносных растений, которые могут быть исполь-
зованы в промышленном производстве натураль-
ного каучука. Исследуются растения, которые
могут быть альтернативными продуцентами на-
турального каучука, из них выделяются растение
рода одуванчик: кок-сагыз (Taraxacum kok-saghyz)
[4, 5, 7–10]. Значительные количества каучука
производят также растения гваюлы (Parthenium
argentatum) [5, 11–13]. Таким образом, основной за-
дачей становится изучение факторов, влияющих и
на биосинтез натурального каучука, и на повыше-
ние продуктивности каучуконосных растений.

Целью настоящего обзора является анализ и
обобщение данных по регуляции биосинтеза нату-
рального каучука, понимание механизмов взаимо-
действия ключевых ферментов и белков-регулято-
ров. Внутриклеточными белками, необходимыми
для биосинтеза натурального каучука (рис. 1), в
частности, являются цис-пренилтрансферазы,
малые белки, ассоциированные с каучуковыми
частицами, и активаторы цис-пренилтрансфераз
[14, 15]. В нашем недавнем обзоре мы подробно
описали механизм биосинтеза натурального каучука
и его регуляцию этими факторами [16]. В данном об-
зоре мы уделяем основное внимание молекулярно-
генетическим аспектам этого процесса.

ЦИС-ПРЕНИЛТРАНСФЕРАЗЫ 
КАУЧУКОВЫХ ЧАСТИЦ, 

СИНТЕЗИРУЮЩИЕ ПОЛИИЗОПРЕН
Цис-пренилтрансферазы каучуковых частиц,

синтезирующие полиизопрен (каучуковые транс-
феразы, RT) могут быть выделены в отдельное под-
семейство цис-пренилтрансфераз (CPT) [17–19].
Они обладают низкой аффинностью к изопентeнил
пирофосфату (IPP), что предотвращает синтез на-

Рис. 1. Биосинтез натурального каучука в растениях. Показаны метаболические пути биосинтеза субстрата и их внут-
риклеточная локализация. Изопентинилпирофосфат (IPP), мономерная единица для биосинтеза, синтезируется по-
средством двух метаболических путей – цитозольного пути мевалоновой кислоты (MVA) и пластидного метилэритри-
толфосфатного (MEP) пути. IPP и его стереоизомер диметилаллилпирофосфат (DMAPP) конденсируются с образо-
ванием нескольких аллильных пирофосфатов (APP): геранил пирофосфата (GPP), фарнезил пирофосфата (FPP) и
геранил геранил пирофосфата (GGPP). Эти APP выполняют роль инициаторов биосинтеза. Биосинтез катализирует-
ся комплексом каучуковых трансфераз (RT-ase) связанным с протеолипидной мембраной (PL) цитозольных каучуко-
вых частиц, стабилизируемых вспомогательными белками (P). Натуральный каучук (NR) накапливается внутри кау-
чуковых частиц.
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турального каучука при низкой концентрации суб-
страта. Натуральный каучук эффективно синтези-
руется только в присутствии избытка IPP [20–23].
Различные классы CPT отличаются клеточной ло-
кализацией, способностью связывать молекулы
субстрата и размером продуктов реакции. Приме-
чательно, что только ферменты RT класса способ-
ны синтезировать высокомолекулярный полиизо-
прен [22–26].

Клонирование, экспрессия и функциональный анализ 
кДНК цис-пренилтрансферазы Arabidopsis thaliana

Цис-пренилтрансферазa Arabidopsis thaliana
(ACPT) является первой охарактеризованной
растительной CPT. Полимеразная цепная реак-
ция (ПЦР) с использованием праймеров, соот-
ветствующих консервативным участкам амино-
кислотных последовательностей CPT микроор-
ганизмов (Micrococcus luteus, Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae), привела к амплифика-
ции фрагмента размером 500 п.о. Этот фрагмент
был использован для скрининга кДНК библиоте-
ки, который привел к изоляции полноразмерной
кДНК ACPT размером 1062 п.о., содержащей от-
крытую рамку считывания (ORF) размером 909 п.о.
Эта рамка кодирует потенциальный белок с моле-
кулярной массой 33 кДа. Анализ предсказанной
аминокислотной последовательности показал, что
на N-конце ACPT находится трансмембранный
домен. Интересно, что CPT из M. luteus, E. coli и
S. cerevisiae не имеют подобного домена [27].

ACPT экспрессируется во всех исследованных
тканях, однако уровни экспрессии существенно
разнятся. Так, экспрессия ACPT в корнях и ли-
стьях существенно выше, чем в стеблях и цветках.
Следует также отметить, что независимо от ис-
следуемой ткани, уровень экспрессии ACPT
очень низок в растениях A. thaliana.

ACPT была оверэкспрессирована в клетках
E. coli с использованием pET-22b(+) системы. По-
сле добавления индуктора (IPTG) интенсивная
полоса ожидаемого размера (36 кДа) была видна в
экстрактах белков A. thaliana. Фермент был очи-
щен до практически гомогенного состояния с ис-
пользованием метал-аффинной хроматографии.

Стандартный анализ CPT активности с ис-
пользованием IPP и фарнезил пирофосфата (FPP) в
качестве субстратов показал линейное включение
[14C] IPP в синтезируемую полиизопреновую цепь в
течение 3 ч. Для этого процесса также необходи-
мы ионы Mg2+ кофактора CPT. Таким образом,
ACPT действительно является цис-пренилтранс-
феразой.

Субстратная специфичность ACPT была ис-
следована с использованием различных концен-
траций аллил пирофосфатов (APP). Включение
[14C] IPP в случае FPP было значительно выше по

сравнению с включением в случае геранил-геранил
пирофосфата (GGPP) (Supplementary Fig. S1). Та-
ким образом, FPP является более эффективным
субстратом для ACPT по сравнению с GGPP.

Для того чтобы определить, способна ли ACPT
катализировать образование высокомолекуляр-
ных полиизопренов, подобных натуральнoму ка-
учуку, продукты реакции анализировали методом
гель проникающей хроматографии (ГПХ). Было
показано, что основным реакционным продук-
том является полиизопрен с числом атомов угле-
рода около 120. Таким образом, вполне вероятно,
что для синтезa высокомолекулярных полиизо-
пренов в клетках A. thaliana необходимы допол-
нительные белковые факторы.

Интересно, что 290 аминокислотных остатков
последовательности ACPT идентичны остаткам
предсказанного белка BAC F26B6, ген которого
расположен на хромосоме II. Более того, ACPT вы-
сокогомологична предсказанному белку MJB20,
ген которого также расположен на хромосоме II.

Характеризация кДНК, кодирующих
цис-пренилтрансферазы Hevea brasiliensis

Как было отмечено выше, гевея (H. brasiliensis)
является единственным коммерчески значимым
источником натурального каучука благодаря высо-
кому выходу и превосходным физическим каче-
ствам продукта [5]. Каучук из гевеи представляет
собой высокомолекулярный полимер, состоящий и
изопреновых мономеров, соединенных между со-
бой в цис-конфигурации. Молекулы натурального
каучука синтезируются и хранятся в так называе-
мых каучуковых частицах в специфических клет-
ках латекса – латициферах [28]. Таким образом,
изучение белков, участвующих в биосинтезе на-
турального каучука из гевеи, в частности цис-
пренилтрансфераз (HRT), безусловно, является
актуальной задачей.

Для клонирования кДНК кодирующих HRT1
и HRT2 были использованы вырожденные прай-
меры, соответствующие консервативным регио-
нам I и V охарактеризованных CPT (Supplementary
Fig. S2) [29]. ПЦР с обратной транскрипцией
(RT-PCR) с использованием этих праймеров
привел к амплификации продуктов длиной при-
близительно 600 п.о. Эти фрагменты были клониро-
ваны в вектор pT7BlueT, и один из них, содержащий
консервативные мотивы II, III и IV, был назван
LT600. Нуклеотидная последовательность этого
фрагмента была использована для синтеза прайме-
ров, необходимых для амплификации 5'- и 3'-кон-
цов кДНК HRT с использованием 5'- и 3'-RACE
стратегий. Амплификация 3'-концевых продук-
тов привела к двум фрагментам кДНК размером
689 и 557 п.о. со степенью идентичности 85%. Инте-
ресно, что последовательности были идентичны в
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районе 3'-концов предполагаемых ORF. Амплифи-
кация 5'-концевых продуктов привела к единствен-
ному фрагменту размером 424 п.о. Для получения
полноразмерных кДНК были использованы прай-
меры, синтезированные на основании данных
RACE стратегии. Были идентифицированы две
кДНК, названные HRT1 (1282 п.о., ORF 870 п.о.)
и HRT2 (1051 п.о., ORF 852 п.о.). HRT1 и HRT2
кодируют белки, состоящие из 290 и 284 амино-
кислот (87.3% идентичности) с предсказанными
молекулярными массами 33.2 и 32.8 кДа соответ-
ственно [30]. Анализ аминокислотных последова-
тельностей показал, что HRT1 и HRT2 являются
гидрофильными белками, содержащими на N-кон-
це трансмембранные домены. Выведенные струк-
туры демонстрируют высокий уровень идентич-
ности (31.6, 32.0, 31.6, 29.9 и 30.1%) с цис-пренил-
трансферазaми из M. luteus B-P 26 [31], S. cerevisiae
(Rer2p [32], Srt1p [33]), E. coli [34, 35] и A. thaliana
[27, 36], соответственно. Более того, все 5 консер-
вативных мотивов CPT [29] присутствуют в
структурах HRT1 и HRT2 (Supplementary Fig. S2).

Для анализа экспрессии генов HRT1 и HRT2 в
различных тканях гевеи был использован Нозерн
блот. Оба гена экспрессируются в основном в ла-
тексе, хотя низкий уровень экспрессии наблюдает-
ся также в листьях и проростках. Последовательно-
сти кДНК HRT1 и HRT2 высокогомологичны, и,
следовательно, нельзя исключить кросс-гибри-
дизацию. Для более детального анализа тканеспе-
цифичности экспрессии использовали RT-PCR.
Праймеры соответствовали низкогомологичным
регионам HRT1 и HRT2 в кодирущих последова-
тельностях и 3'-нетранслируемых регионах. Про-
дукты амплификации наблюдались только в реак-
циях с использованием мРНК из латекса. Таким
образом, HRT1 и HRT2, вероятно, функциониру-
ют в латексе, где также синтезируется натураль-
ный каучук.

Для получения рекомбинантных HRT1 и
HRT2 кДНК экспрессировали в E. coli, используя
систему pET32b(+), позволяющую получать белки в
форме гибрида с тиоредоксином. После индукции с
IPTG, клетки E. coli продуцировали значительные
количества нерастворимых рекомбинантных бел-
ков размером около 52 кДа. Однако некоторое коли-
чество HRT2 было также обнаружено в растворимой
фракции клеточного экстракта. Растворимая и не-
растворимая фракции HRT2 были подвергнуты
металл-аффинной хроматографии для выделения
гибридных белков, содержащих полигистидин на
C-конце, при нативных и денатурирующих усло-
виях соответственно. Aффинная хроматография
приводила к получению высокоочищенного тио-
редоксин-HRT гибрида. После расщепления гибри-
да энтерокиназой наблюдалось образование белка с
молекулярной массой 33 кДа, соответствующей мо-
лекулярной массе HRT2.

CPT активность в экстрактах Е. coli, содержащих
рекомбинантные HRT1 (BL21(DE3)/pETHRT1) и
HRT2 (BL21(DE3)/pETHRT2) определяли, как
описано в литературе [30]. Натуральный каучук
экстрагировали смесью толуол/гексан (1 : 1) после
удаления полиизопренов среднего размера 1-бута-
нолом. Если экстракт из клеток, оверэкспресси-
рующих HRT2, показывал небольшой уровень
продукции натурального каучука, то в экстрактах
клеток, оверэкспрессирующих HRT1, CPT актив-
ности обнаружено не было. Так как CPT активность
в экстрактах Е. coli, содержащих рекомбинантную
HRT2, была незначительна, былa проведена реак-
ция полимеризации в присутствии промытых ка-
учуковых частиц (WBP), которые являются местом
инициации синтеза натурального каучука [30]. При
коинкубации экстрактов, содержащих HRT1 и
промытые каучуковые частицы (WBP), включение
[14C]IPP в толуол/гексановую фракцию не отлича-
лось от включения в контрольном эксперименте.
Однако добавлениe WBP к гомогенату BL21(DE3)/
pETHRT2 приводило к значительному увеличе-
нию включения [14C]IPP во фракцию, содержав-
шую натуральный каучук. Таким образом, WBP
содержат факторы, активирующие ферментатив-
ную активность HRT2. Интересно, что даже про-
гретые до 100°C течение 20 мин WBP способны
частично активировать HRT2. Следовательно,
некоторые активаторы HRT2 термостабильны.

CPT активность также была обнаружена при
использовании очищенной HRT2. Активность
увеличивалась с ростом концентрации фермента
до достижения насыщения. Эффект WBP на CPT
активность анализировали в присутствии 5 мкг
HRT2. Активность увеличивалась пропорциональ-
но количеству добавленных WBP; насыщение на-
ступало, когда количество WBP превышало 1 мг.

Для того чтобы определить молекулярную массу
продуктов реакции HRT2 в присутствии WBP, был
использован метод ГПХ. Основной продукт реак-
ции имел молекулярную массу 2 × 105–1 × 106 Да,
что соответствует полиизопрену размером 3000–
15000 изопреновых единиц. Наблюдались также
небольшие количества продуктов с молекуляр-
ной массой 3 × 104, 2 × 103 и 1 × 103 Да (полимеры,
содержащие 400, 30 и 15 единиц, соответственно).
Когда реакция проводилась в отсутствии WBP,
наблюдалось только небольшое количество по-
лиизопренов с молекулярной массой от 2000 до
104 Да. Эти результаты показывают, что для син-
тезa натурального каучука HRT2 необходимы ко-
факторы, локализованные на поверхности WBP.

Для того чтобы определить, являются ли ре-
комбинантные HRT1 и HRT2 функционально ак-
тивными CPT in vivo, кДНК были экспрессирова-
ны в дрожжевом мутанте SNH23-7D, в котором
отсутствует дегидродолицил-дифосфат синтаза.
Этот штамм чувствителен к высокой температуре
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и не может расти при 37°С. Интересно, что экс-
прессия HRT2 супрессирует мутантный фенотип,
в то время как экспрессия HRT1 не влияет на фе-
нотипические свойства мутанта.

HRT1, экспрессированная в E. coli, не обладает
каучук-синтезирующей активностью. Вероятно,
35 аминокислотных замен между HRT1 и HRT2
являются критическими для ферментативных
функций. Возможно, HRT1 принимaет участие в
синтезе полиизопренов, таких как дегидродоли-
цил-дифосфат, или выполняет до сих пор неиз-
вестную функцию в H. brasiliensis [30].

Анализ кДНК цис-пренилтрансфераз, 
ответственных за биосинтез натурального 

каучука в Taraxacum kok-saghyz
Только некоторые из около 2500 видов расте-

ний, содержащих натуральный каучук в латексе,
производят достаточно большие количества высо-
комолекулярного полиизопрена, представляющие
коммерческий интерес [3, 5]. К ним относится
“Русский одуванчик” (T. kok-saghyz). Основным
преимуществом рода Taraxacum является относи-
тельная простота генетических манипуляций, ко-
торая позволяет детально исследовать механизм
биосинтеза натурального каучука in planta [5].

Для клонирования ключевых ферментов био-
синтеза натурального каучука, CPT T. kok-saghyz,
были синтезированы вырожденные праймеры,
соответствующие консервативным участкам по-
следовательностей H. brasiliensis HRT1 and HRT2
[30], A. thaliana ACPT [27] и Saccharomyces cerevisiae
Rer 2 [32]. RT-PCR, проведенный с использова-
нием тотальной РНК из латекса в качестве матри-
цы, привел к идентификации трех неполных
кДНК, кодирующих различные CPT. При помощи
метода RACE были клонированы 5'- и 3'-концы;
полноразмерные последовательности были обо-
значены как TkCPT1, TkCPT2 и TkCPT3. Анализ
нуклеотидных последовательностей показал при-
сутствие ORF размером 927 п.о. (TkCPT1 и Tk-
CPT2) и 906 п.о. (TkCPT3), которые потенциально
кодируют белки с молекулярной массой 35 кДа
(TkCPT1 и TkCPT2) и 34.2 кДа (TkCPT3), соот-
ветственно. Аминокислотные последовательности
TkCPT1, TkCPT2 и TkCPT3 обладают высоким
уровнем идентичности (98%) [29]. Они также го-
мологичны, хотя и в меньшей степени, HRT1
(53%), HRT2 (52%), Rer2 (21%) и ACPT (21%)
(Supplementary Fig. S2). Все 5 консервативных мо-
тивов, которые отличают CPT от транс-пренил-
трансфераз (ТPT), были идентифицированы в
TkCPT1, TkCPT2 и TkCPT3 [24]. Некоторые из
них выполняют критические функции. Так, мо-
тив I необходим для узнавания и связывания FPP
[37]. Мотив III контролирует геометрию связыва-
ния IPP и также необходим для каталитической
активности [37]. Мотивы III и V участвуют в элон-

гации полиизопреновых цепей [25]. Интересно,
что консервативные аминокислотные остатки в
CPT, необходимые для синтеза коротких полии-
зопреновых цепей [25, 38], отсутствуют в TkCPT1,
TkCPT2 и TkCPT3. Эти наблюдения, а также вы-
сокая степень консервативности аминокислот-
ных последовательностей между тремя CPT из
T. kok-saghyz и двумя из H. brasiliensis, позволяют
предположить, что TkCPT1, TkCPT2 и TkCPT3
принимают участие в синтезе натурального кау-
чука в клетках T. kok-saghyz.

Как было отмечено, натуральный каучук син-
тезируется в специализированных клетках латек-
са – латициферах. Исходя из этого, была исследо-
вана тканеспецифичность экспрессии TkCPT1-3,
для того чтобы понять, соответствует ли она пред-
полагаемой роли ферментов в биосинтезе натураль-
ного каучука. Тканеспецифичность экспрессии
CPT1-3 в четырех тканях (корни, листья, стебли и
цветки) исследовали методом RT-PCR. Было
установлено, что среди трех CPT T. kok-saghyz
только TkCPT1 преимущественно экспрессиру-
ется в латексе. TkCPT2 и TkCPT3 показывают
примерно одинаковый уровень мРНК в латексе и
корнях. Следует отметить, что низкий уровень
мРНК наблюдается в корнях и стеблях в случае
TkCPT1 и в стеблях в случае TkCPT2 и TkCPT3,
соответственно (Supplementary Fig. S3). Анализ
энзимологически активныx WBP, выделенныx из
корней T. kok-saghyz, показал, что все три TkCPT
экспрессируются преимущественно в латицифе-
рах и ассоциированы с WBP [39]. Интересно, что
эти ферменты способны синтезировать высоко-
молекулярный полиизопрен в дрожжах [39].

Внутриклеточная концентрация
цис-пренилтрансфераз регулирует 
биосинтез натурального каучука 

в Taraxacum brevicorniculatum

К настоящему времени идентифицировано от-
носительно небольшое число CPT подсемейства RT,
включая два фермента из гевеи (HRT1 и HRT2).
Интересно, что HRT2 (но не HRT1) способна
синтезировать высокомолекулярный натураль-
ный каучук в присутствии WBP из латекса гевеи,
APP и дивалентных катионов, таких как Mg2+ и
Mn2+, играющих роль кофакторов [30]. Однако до
недавнего времени, не было прямого подтвер-
ждения участия CPT в биосинтезе натурального
каучука in planta.

Для более полного понимания роли CPT1-3 в
латексе были созданы трансгенные растения Ta-
raxacum brevicorniculatum, близкого родственника
Taraxacum kok-saghyz, в которых экспрессия всех
трех генов CPT была подавлена с использованием
метода РНК-интерференции (RNAi) [40]. Транс-
формация T. brevicorniculatum бактериями Agrobacte-
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rium tumefaciens, несущими соответствующие би-
нарные плазмиды, привела к изоляции 12 независи-
мых трансгенных линий. Присутствие трансгенов
было подтверждено ПЦР. Уровни экспрессии
каждого гена TbCPT в латексе из корней анали-
зировали методом RT-PCR, используя праймеры,
специфические для TbCPT1-3. Так как эффек-
тивность супрессии синтеза мРНК варьировала
от линии к линии, были выбраны три линии для
дальнейшего анализа. Линии CPT-RNAi-2 и
CPT-RNAi-5 демонстрировали практически пол-
ную супрессию, в случае линии CPT-RNAi-11 су-
прессия была лишь частичной (рис. 2). Трансген-
ные растения были морфологически неотличимы
от растений дикого типа. Во всех трех линиях наи-
высший остаточный уровень экспрессии наблю-
дался в случае TbCPT3, далее следовали TbCPT1 и
TbCPT2 [40].

На белковом уровне эффективность нокаутов
TbCPT1-3 определяли с помощью вестерн-блота
латексных белков. Были использованы поликло-
нальные антитела, узнающие все три TbCPT. В кон-
трольном растении дикого типа анализ показал при-
сутствие белков с молекулярными массами 34 кДа
(TbCPT1 и 2) и 32 кДа (TbCPT3), соответственно.
Если в линии CPT-RNAi-11 уровень TbCPT был
только частично понижен по сравнению с расте-
ниями дикого типа, то в линиях CPT-RNAi-2 и
CPT-RNAi-5 белки не детектировались вестерн-
блотом (не показано).

Для понимания взаимосвязи между количе-
ством TbCPT ферментов в латексе и суммарной
пренилтрансферазной активностью, было иссле-
довано включение [1-14C]IPP в экстракты латекса
из каждой трансгенной линии и контрольного
растения. Короткие и средние полиизопреновые
цепи были экстрагированы бутанолом [30], затем
длинноцепочечные продукты были экстрагированы
смесью толуола и гексана. Активность CPT, приво-
дящая к образованию длинноразмерных цепей, бы-
ла обнаружена после добавления в реакцию экс-
трактов из клеток дикого типа (0.62 пмоль/(мин мг))
и CPT-RNAi-11 (0.5 пмоль (мин мг)). При ис-
пользовании экстрактов из линий CPT-RNAi-2,
CPT-RNAi-5 соответствующая активность отсут-
ствовала [40].

Для определения молекулярной массы про-
дуктов, синтезируемых в экстрактах из растений
дикого типа и линии CPT-RNAi-11, была исполь-
зована эксклюзионная хроматография (ЕХ). Эти
исследования показали, что в растениях дикого
типа синтезируется высокомолекулярный полии-
зопрен с молекулярной массой между 105 и 107 Да.
В растениях линии CPT-RNAi-11 наблюдался бо-
лее низкий уровень полиизопрена с молекуляр-
ной массой около 107 Да. Гексановыe экстракты
из линий CPT-RNAi-2, CPT-RNAi-5 не содержа-
ли высокомолекулярный полиизопрен, что со-

гласуется с отсутствием активности CPT в экс-
трактах из этих линий [40].

Интересные результаты были получены при
анализе латекса из растений дикого типа и транс-
генных линий. При центрифугировании экстракта
латекса из растений дикого типа наблюдалось об-
разование осадка, растворимой фракции цито-
плазмы (C-serum) и верхней каучуковой фракции,
содержащей каучуковые частицы. В латексе транс-
генных растений CPT-RNAi-2 и CPT-RNAi-5 ка-
учуковая фракция отсутствовала (рис. 3). Эти
данные убедительно демонстрируют ключевую
роль TbCPT1-3 в биосинтезе натурального каучука
in planta.

Количество высокомолекулярного полиизо-
прена в экстрактах из корней растений дикого ти-
па и трансгенных линий было также исследовано
с использованием 1Н-ЯМР спектроскопии. Ин-
тенсивный сигнал, соответствующий цис-1,4-по-
лиизопрену, наблюдался при анализе экстрактов
из корней дикого типа. Экстракты из трансгенов
CPT-RNAi-2 и CPT-RNAi-5 показывали гораздо
более слабые сигналы. При сравнительном анали-
зе интенсивности пика соответствующему прото-
ну при атоме углерода С5 было установлено, что
количество цис-1,4- полиизопрена в экстрактах
из корней линий CPT-RNAi-2, CPT-RNAi-5 и
CPT-RNAi-11 составляло 25, 38 и 84% по сравне-
нию с экстрактом из корней дикого типа [40].

Гравиметрический анализ показал, что корни
линий CPT-RNAi-2 и CPT-RNAi-5 содержат не-
значительное количество высокомолекулярного
полиизопрена. Лиофилизированные корни были

Рис. 2. Сайленсинг РНК TbCPT1-3 в трансгенных
CPT-RNAi линиях T. brevicorniculatum. Количествен-
ный RT-PCR анализ экспрессии TbCPT1-3 в латексе
из корней трансгенных CPT-RNAi линий и растения
дикого типа (WT). Уровни экспрессии были нормали-
зованы относительно уровня TbGAPDH и значение 1
было установлено для WT. 1 – TbCPT1; 2 – TbCPT2;
3 – TbCPT3. Рисунок взят из статьи Post с соавт. [40].
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обработаны толуолом для экстракции полиизопре-
на, который затем осаждали метанолом и центри-
фугировали. Масса осадков, полученных из линий
CPT-RNAi-2 и CPT-RNAi-5, составляла 7 и 4% по
сравнению с осадком из растений дикого типа, соот-
ветственно. Таким образом, результаты ЯМР-спек-
троскопии и гравиметрического анализа однознач-
но показывают, что уровень синтеза натурального

каучука значительно снижен в трансгенныx линиях
CPT-RNAi-2 и CPT-RNAi-5.

Размер поли-цис-1,4-изопренoвых цепей, син-
тезируемых in planta, был исследован методом ЕХ
латексных экстрактов. Экстракты из растений
дикого типа содержали большое количество по-
лиизопрена с молекулярной массой 106-107 Да. В
полном соответствии с результатами ЯМР спек-

Рис. 3. Влияние сайленсингa CPT на содержание натурального каучука и его состав. Экстракты латекса после центри-
фугирования (а). Верхняя фаза, содержащая каучуковые частицы (RP), отсутствовала в латексе из трансгенных линий
CPT-RNAi-2 и CPT-RNAi-5 (CPT-RNAi-2 показана в качестве примера). ЕХ хроматография (б) экстрактов латекса из
клеток дикого типа (WT) и трансгенных CPT-RNAi линий. 1 – WT; 2 – CPT-RNAi-2; 3 – CPT-RNAi-5; 4 – CPT-RNAi-11.
Экстракты латекса были обработаны гексаном для выделения гидрофобных веществ. Молекулярная масса была опре-
делена с использованием стандартов полиизопрена. Изображения латициферов, полученные с помощью TEM, из
клеток растения дикого типа (WT, в) и трансгенной линии CPT- RNAi-5 (г, д). Изображения в нижнем ряду (е–к) по-
казывают детали в квадратах при более высoком увеличении. CW – клеточная стенка; N – ядро; RP – каучуковые ча-
стицы; V – вакуоль. Шкала рисунка соответствует 1 мкм (в–д) и 0.2 мкм (е–к). Рисунок взят из статьи Post с соавт. [40].
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троскопии и гравиметрического анализа, количе-
ство полиизопрена было понижено в экстрактах из
линии CPT-RNAi-11, однако молекулярная масса
полимера не отличалась от молекулярной массы
полиизопрена из растений дикого типа. Таким об-
разом, уровень активности CPT не влияет на размер
полиизопреновых цепей. Как и ожидалось, высо-
комолекулярные полиизопреновые цепи отсут-
ствовали в экстрактах из линий CPT-RNAi-2 и
CPT-RNAi-5 (рис. 3).

Примечательно, что отсутствие высокомоле-
кулярного полиизопрена в трансгенных линиях
CPT-RNAi-2 и CPT-RNAi-5 совпадает с дефектной
морфологией каучуковых частиц в латексе, что объ-
ясняет отсутствие каучуковой фракции в центрифу-
гатах этих линий. Морфологию каучуковых частиц
внутри латициферов из корней каждой линии
изучали методом электронной трансмиссионной
микроскопии (TEM). Латициферы растений ди-
кого типа были плотно заполнены каучуковыми ча-
стицами. В отличие от растений дикого типа, клетки
трансгенных линий CPT-RNAi-2 и CPT-RNAi-5 со-
держали всего несколько меньших по размеру кау-
чуковых частиц. В некоторых латициферах каучу-
ковые частицы полностью отсутствовали (рис. 3).
Вероятно, каучуковые частицы из трансгенных рас-
тений обладают свойствами, отличными от свойств
частиц из растений дикого типа, так как они не
способны формировать каучуковую фазу в про-
цессе центрифугирования [40].

Как указывалось выше, несмотря на множе-
ство исследований in vitro, ключевая роль CPT в
биосинтезе природного каучука не была показана
непосредственно in planta. Таким образом, инги-
бирование экспрессии TbCPT1-3 методом RNAi
и его влияние на биосинтез природного каучука
убедительно продемонстрировали роль TbCPT1-3 в
этом процессе в клетках растений. T. brevicornicu-
latum представляет собой идеальную модель для по-
добных исследований, потому что это растение
производит высококачественный натуральный ка-
учук, имеет короткий жизненный цикл и может
быть генетически модифицировано с использова-
нием относительно простых и надежных подходов.

РОЛЬ МАЛЫХ БЕЛКОВ, 
АССОЦИИРОВАННЫХ С КАУЧУКОВЫМИ 

ЧАСТИЦАМИ, В БИОСИНТЕЗЕ 
НАТУРАЛЬНОГО КАУЧУКА

Таким образом, анализ данных, имеющихся в
нашем распоряжении к настоящему времени, не
вызывает сомнений в том, что CPT играют клю-
чевую роль в биосинтезе натурального каучука
in planta. К сожалению, мембранная ассоциация
CPT затрудняет изучение этих ферментов и функ-
ционально связанных с ними белков при исполь-
зовании классических биохимических подходов.
Однако несколько белков-кандидатов были

идентифицированы либо на основе их ассоциа-
ции с каучуковыми частицами [41], либо исходя
из пространственного и временного паттерна их
экспрессии [42–44]. Один из таких белков, малый
белок, ассоциированный с каучуковыми частицами
(SRPP), обнаруженный в латексе H. brasiliensis, яв-
ляется кислым белком (pI 4.8) с молекулярной
массой 23 кДа [45]. Были также идентифицирова-
ны гомологи SRPP в P. argentatum [46] и T. kok-
saghyz [29]. Несколько наблюдений указывают на
важную роль SRPP в биосинтезе натурального ка-
учука. Во-первых, в гевее SRPP экспрессируется во
фракции латекса, синтезирующей натуральный ка-
учук [29, 45]. Во-вторых, SRPP локализован на по-
верхности каучуковых частиц [28, 47]. В-третьих,
in vitro исследования показали, что добавление
рекомбинантного SRPP к каучуковым частицам
из гевеи или гваюлы приводит к значительному
увеличению полимеразной активности CPT [45,
46]. В-четвертых, инкубация каучуковых частиц с
антителами против SRPP приводит к значитель-
ному снижению активности CPT [45].

В то же время, несмотря на убедительные ре-
зультаты исследований in vitro, указывающие на
участие SRPP в биосинтезе натурального каучука,
in planta данные полностью отсутствовали. Для
тестирования гипотезы, предполагающей, что
уровень экспрессии SRPP коррелирует с каче-
ством и количеством природного каучука, произ-
водимого в растениях, были использованы под-
ходы обратной генетики. Для этих исследований
растения Т. kok-saghyz, легко трансформируемые
агробактериями, послужили модельной системой
для анализа генов, потенциально важных для био-
синтеза натурального каучука. Основным преиму-
ществом Т. kok-saghyz перед гевеей и гваюлой, ко-
торые также могут быть трансформированы агро-
бактериями, является то, что изменение уровня
продукции каучука в трансформантах можно ана-
лизировать в течение первых 9 месяцев жизни
растения, тогда как гевея и гваюлa требуют 5 и 2 года,
соответственно (время, необходимое для дости-
жения приемлемого уровня продукции натураль-
ного каучука).

Сравнительный анализ EST-последовательно-
стей Т. kok-saghyz, используя известную последова-
тельность SRPP из гевеи, привел к идентификации
пяти кДНК, кодирующих потенциальные SRPP
[29]. Исследования протеома Т. kok-saghyz показа-
ли, что три из них, а именно TkSRPP3, TkSRPP4 и
TkSRPP5, ассоциированы с каучуковыми части-
цами [48]. Эти белки мигрируют в виде кластера
на 2D-гель электрофорезе. Идентичность каждого
SRPP с высокой степенью вероятности была под-
тверждена масс-спектрометрическим анализом.
Для TkSRPP3 было подтверждено около 80% после-
довательности и 40% − для TkSRPP4 и TkSRPP5.
TkSRPP3, являющийся основной изоформой,
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связанной с каучуковыми частицами, был изучен
более детально.

Вначале было исследовано, наблюдается ли
корреляция между уровнями TkSRPP3/5 белков
(поликлональные антитела одинаково эффектив-
но узнают TkSRPP3 и TkSRPP5, но очень слабо
реагируют с TkSRPP4) и TkSRPP3 транскрипта и
накоплением натурального каучука в корневых
тканях растения. Каучук не детектируется в 4-не-
дельных растениях. Его накопление начинается в
5.4 недели, причем наибольшая скорость наблю-
дается между 8 и 10 неделями. После этой стадии
развития корней уровень каучука продолжает рас-
ти, но более медленно. Вестерн-блот-анализ пока-
зал, что паттерн накопления TkSRPP3/5 коррели-
рует с паттерном накопления каучука в процессе
развития корней. Белки отсутствуют в очень моло-
дых корнях и впервые детектируются в растениях
возрастом около 11 недель, что совпадает с перио-
дом наиболее быстрого накопления натурального
каучука. Значительный рост уровня TkSRPP3/5
белков наблюдается между 11 и 15 неделями, по-
сле чего уровень остается неизменным (рис. 4).
Уровень TkSRPP3 транскриптa достигает макси-
мального значения к 7 неделе и затем постепенно
падает. Таким образом, экспрессия TkSRPP3 корре-
лирует с накоплением природного каучука в кор-
нях [48]. Как показали недавние исследования, в
латексе H. brasiliensis содержится множество изо-
форм SRPP, однако экспрессия только нескольких
из них коррелирует с продукцией натурального ка-
учука при стимуляции биосинтеза этиленом [24].

Для того чтобы функционально охарактеризо-
вать роль SRPP в биосинтезе натурального каучука,
TkSRPP3 был оверэкспрессирован в трансгенном

Т. kok-saghyz. С помощью агробактерии A. tumefa-
ciens в геном растения была введена конструкция,
содержащая TkSRPP3 кДНК под контролем про-
мотора CaMV 35S. Анализ RT-PCR в реальном
времени показал, что две из пяти трансгенных ли-
ний, названных ОЕ1 и ОЕ2, имеют повышенный
уровень (> 2 раз) транскриптa TkSRPP3. Вестерн-
блот-анализ также показал повышенный уровень
TkSRPP3/5 белков в оверэкспрессирующих транс-
генных линиях. Измерение содержания природ-
ного каучука в этих линиях продемонстрировало,
что концентрация полимера в линии ОЕ2 повы-
шена по сравнению с векторным контролем (1.88
и 1.43 мг/г, соответственно). В случае линии ОЕ1
эффект был меньше, но все же значительным
(1.67 и 1.43 мг/г). Молекулярная масса природного
каучука в оверэкспрессирующих линиях практи-
чески не отличалась от массы каучука в контроль-
ной линии и варьировала в пределах 1–1.2 × 106 Да
[48]. Фенотипически трансгенные растения не
отличались от растений дикого типа.

Для более детального изучения роли SRPP в
биосинтезе природного каучука экспрессия гена
TkSRPP3 в Т. kok-saghyz была подавлена с помо-
шью RNAi-подхода. Было получено 8 трансгенных
линий, в двух из которых, получивших название
RNAi1 и RNAi2, уровень TkSRPP3 мРНК был
значительно ниже, чем в контрольной векторной
линии. Вестерн-блот-анализ показал, что в этих
линиях уровень белков TkSRPP3/5 также понижен.
Обе линии продуцировали существенно меньше
натурального каучука по сравнению с контроль-
ной линией. Если корни RNAi1 и RNAi2 содер-
жали 1.08 и 0.79 мг/г каучука, соответственно, то
содержание каучука в контрольной линии до-

Рис. 4. Содержание натурального каучука и TkSRPP белков в развивающихся корнях T. kok-saghyz. Накопление нату-
рального каучука (а). Каучук был экстрагирован из растений в возрасте от 5 до 22 недель. Стандартная девиация была
рассчитана на основании как минимум трех независимых экспериментов. Накопление TkSRPP3/5 (б) в течение раз-
вития T. kok-saghyz. На верхней панели показаны результаты вестерн-блота с использованием очищенных анти-TkS-
RPP3 антител. Нижняя панель демонстрирует количество нанесенного белка, окрашенного Сипро рубиновым. Рису-
нок взят из статьи Collins-Silva с соавт. [48].
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стигало 1.48 мг/г [48]. Более того, молекулярная
масса каучука в трансгенных линиях была значи-
тельно ниже, чем в контрольной линии. Когда
экспрессия гена TkSRPP3 была подавлена RNAi,
молекулярная масса понижалась до ~0.3 × 106 Да
(RNAi1) и до 0.5 × 106 Да (RNAi2). В контрольной
линии средняя молекулярная масса природного
каучука составляла ~0.9 × 106 Да [48]. Как и в слу-
чае оверэкспрессии, фенотипически трансген-
ные линии не отличались от контрольной. Таким
образом, подавление экспрессии TkSRPP3 в Т. kok-
saghyz оказывает существенное влияние на количе-
ство синтезируемого природного каучука и его мо-
лекулярную массу.

АКТИВАТОР ЦИС-ПРЕНИЛТРАНСФЕРАЗЫ 
КАК КЛЮЧЕВОЙ РЕГУЛЯТОРНЫЙ БЕЛОК

В БИОСИНТЕЗЕ НАТУРАЛЬНОГО КАУЧУКА

Семейство CPT включает в себя не только
ферменты, ответственные за биосинтез нату-
рального каучука, но и другие CPT, способные
синтезировать полиизопреновые цепи с макси-
мальной длиной до 50 изопреновых единиц [24,
25]. В эукариотах эти ферменты синтезируют до-
лихол, необходимый для гликозилирования
белков, и другие полиизопреноиды, выполняю-
щие различные функции, включая адаптацию к
стрессу [49, 50]. CPT человека, ответственная за
биосинтез долихола, содержащего 22 изопрено-
вых единицы, взаимодействует с Nogo-B рецеп-
торным белком (NgBR). Этот белок стабилизи-
рует фермент посредством прямых белок-белко-
вых взаимодействий и также необходим для
ферментативной активности CPT [51, 52]. C-ко-
нец NgBR гомологичен CPT, но другие домены,
характерные для этих ферментов (мотивы I–V)
отсутствуют, вследствие чего рецептор не обла-
дает каталитической активностью [51, 53].

Было исследовано, могут ли белки, родственные
NgBR, также стабилизировать CPT, ответствен-
ные за биосинтез натурального каучука, в каче-
стве компонентов трансферазного комплекса на
поверхности каучуковых частиц. Следует отметить,
что NgBR – интегральный белок эндоплазматиче-
ского ретикулума (ЭПР), и, следовательно, обнару-
жение его растительного аналога подтвердило бы
гипотезу, согласно которой каучуковые частицы
являются производными ЭПР [51, 52, 54].

Как было упомянуто выше, в клетках Т. kok-
saghyz были обнаружены три CPT (TkCPT1-3), ас-
социированные с каучуковыми частицами и необ-
ходимыми для биосинтеза натурального каучука
[29, 39]. Однако эти ферменты не имеют транс-
мембранных доменов, и поэтому механизм их
локализации на мембране каучуковых частиц
оставался неясным.

Для дальнейшего анализа белков, ассоцииро-
ванных с каучуковыми частицами, очищенные
частицы из T. brevicorniculatum были обработаны
трипсином и полученные пептиды были анализи-
рованы масс-спектрометрией. Определенные по-
следовательности использовали для скрининга
базы данных NCBI. Было установлено, что четыре
пептида соответствуют EST DR00807 кДНК из
корней Т. kok-saghyz. Более того, BLAST-анализ
показал, что эта EST гомологична NgBR-рецепто-
ру. Исходя из того, что NgBR физически взаимо-
действует с CPT, было предположено, что гомолог
NgBR из каучуковых частиц T. brevicorniculatum вза-
имодействует с ферментами, синтезирующими кау-
чук и, тем самым, является до сих пор неидентифи-
цированным компонентом трансферазного ком-
плекса на поверхности этих органелл [55].

Полноразмерная кДНК, соответствующая Т. kok-
saghyz EST, была амплифицирована на основе
мРНК из латекса T. brevicorniculatum. ORF кодирует
белок, состоящий из 244 аминокислотных остат-
ков и имеющий молекулярную массу 28.6 кДа. Он
на 24–25% идентичен человеческому и мышино-
му NgBR и на 42–48% – растительным NgBR из
Medicago truncatula (Mt NgBR), Oryza sativa (Os
NgBR) и A. thaliana (AtLEW1). Белок содержит
три консервативных региона (мотивы I, II и III),
характерные для NgBR растений и млекопитаю-
щих. Исходя из предполагаемой функциональной
аналогии с NgBR, этот белок получил название ак-
тиватор цис-пренилтрансферазы (TbRTA) [55]. Не-
давние исследования привели к идентификации
гомологов RTA, известного также как белок-
связывающий цис-пренилтрансферазы (CPT-
binding protein, CPB) в нескольких растениях [56],
включая салат (Lactuca sativa) [57], томаты (Lycop-
ersicon esculentum) [58] и гваюлу (Parthenium argen-
tatum) [59].

RT-PCR aнализ показал, что концентрация
мРНК, кодирующей TbRTA, в латексе гораздо вы-
ше, чем в других тканях. Это коррелирует с экс-
прессией CPT1-3 и предполагает, что TbRTA
принимает участие в биосинтезе каучука. Было
сконструировано трансгенное растение T. brevi-
corniculatum, экспрессирующее TbRTA, содержа-
щий эпитоп c-Myc. Латекс из этого растения был
разделен на три фазы: осадок, интерфаза и фаза,
содержащая каучуковые частицы. Последующий
иммуноблот показал, что белок массой 33 кДа,
c-Myc-TbRTA, локализован исключительно во
фракции, содержащей каучуковые частицы и, ско-
рее всего, ассоциирован с ними.

Интересные результаты были получены при
исследовании локализации TbRTA в клетках Ni-
cotiana benthamiana. Ген C-концевого гибридного
белка, состоящего из ТbRTA и голубого флуорес-
центного белка Cerulean (TbRTA-Cerulean), был
транзиентно экспрессирован в клетках табака и
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его локализация была исследована методом кон-
фокальной лазерной сканирующей микрокопии
(CLSM). Мономерный красный флуоресцентный
белок mRFP был использован в качестве цито-
зольного контроля, а гибридный белок, состоя-
щий из N-концевой последовательности стерол-
14-деметилазы (NtermCYP51G1) и мRFP – в ка-
честве контроля эндоплазматического ретикулума
(ЭПР) (NtermCYP51G1 локализован на цито-
плазматической стороне ЭПР мембраны). CLSM
анализ показал, что гибридный белок TbRTA-Ce-
rulean колокализован с NtermCYP51G1-mRFP, a
не с цитозольным контролем mRFP (Supplementary
Fig. S4). Таким образом, было продемонстриро-
вано, что TbRTA локализован на ЭПР мембране в
клетках N. benthamiana. Это соответствует свой-
ствам NgBR и подтверждает модель, согласно ко-
торой биогенез каучуковых частиц происходит на
ЭПР мембране [53, 55].

В клетках млекопитающих NgBR физически
взаимодействует с CPT, ответственной за синтез до-
лихола [53]. Для того чтобы определить, взаимодей-
ствует ли растительный гомолог NgBR (TbRTA) c
CPT1-3 в клетках T. brevicorniculatum, были ис-
пользованы несколько подходов.

В бимолекулярном флуоресцентном компле-
ментационном анализе (BiFC) использовались
части mRFP. Kомбинации TbRTA и CPT1-3 в виде
C- и N-концевых гибридных белков с фрагментами
RFP были экспрессированы в клетках N. benthami-
ana. Физическое взаимодействие между TbRTA и
TbCPT1-3 предполагало воссоздание полнораз-
мерного RFP и, следовательно, флуоресценцию.
Действительно, интенсивная флуоресценция на-
блюдалась, когда TbRTA, слитый с N-концевым
фрагментом mRFP (TbRTA-NmRFP) был коэкс-
прессирован с каждой CPT, слитой с C-концевым

Рис. 5. TbRTA взаимодействует с TbCPT1-3. BiFC анализ клеток N. benthamiana, коэкспрессирующих TbRTA-NmRFP
и CmRFP-CPT1-3 (а). Шкала рисунка соответствует 10 мкм. FRET анализ дрожжевых клеток, коэкспрессирующих
TbRTA-eYFP и eCFP-TbCPT1-3 (б). CLSM изображения соответствующих клеток. Показаны изображения, получен-
ные по методу Номарского, eYFP и eCFP флуоресценция и оверлеи. Шкала рисунка соответствует 2 мкм. Рисунок взят
из статьи Epping с соавт. [55].
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фрагментом mRFP (CmRFP-TbCPT1-3) (рис. 5).
Инвертированная комбинация приводила к тем же
результатам. Для подтверждения специфичности
BiFC системы TbRTA-NmRFP был коэкспрессиро-
ван с NtermCYP51G1-CmRFP. Как и ожидалось, в
этом случае флюоресценции не наблюдалось. Клет-
ки, коэкспрессирующие свободные компоненты
mRFP или их комбинацию с TbRTA или TbCPT1-3,
слитыми с соответствующими частями mRFP, слу-
жили дополнительным отрицательным контро-
лем [55].

Эти результаты были подтверждены коимму-
нопреципитацией. HA (хемоаглютинин)-TbRTA
и c-Myc-TbCPT1-3 были транзиентно коэкспрес-
сированы в клетках N. benthamiana. Взаимодей-
ствие было подтверждено коэлюцией и детекцией
с использованием анти-HA и анти-c-Myc антител.
В контрольном растении, экспрессирующем только
TbRTA, сигнала в элюируемой фракции не наблю-
далось. Таким образом, BiFC и коиммунопреци-
питация подтверждают взаимодействие TbRTA и
TbCPT1-3 in planta [55].

Был также проведен анализ флуоресцентнoго
резонанснoго переноса энергии (FRET). Были
созданы несколько гибридных белков, в которых
C-конец TbRTA был слит с желтым флуоресцент-
ным белком еYFP (TbRTA-eYFP), и C-конец голу-
бого флуоресцентного белка был слит с TbCPT1-3
(eCFP-TbCPT1-3). При коэкспрессии этих кон-
струкций в дрожжах взаимодействие между TbRTA
и TbCPT1-3 должно вызывать FRET между eCFP
и eYFP, т.е. возбуждение eCFP должно приводить
к эмиссии еYFP. Действительно, дрожжевые клет-

ки, коэкспрессирующие TbRTA-еYFP и любой из
еCFP-TbCPT, показывали интенсивную желтую
флуоресценцию [55] (рис. 5). В контрольных
клетках, экспрессирующих TbRTA-еYFP и еCFP
или еYFP и еCFP FRET, эффект не наблюдался.

Комплементационный анализ в дрожжах по-
казал, что TbRTA необходим для ферментативной
активности TbCPT1-3. TbRTA и TbCPT1-3 по-
одиночке или в комбинации были экспрессиро-
ваны в тройном мутанте nus1Δ rer2Δ srt1Δ. Эти
клетки могут расти на богатой среде YPD, только
если они содержат плазмиду, экспрессирующую
Giardia lamblia cis-PTase [60], ген которой локали-
зован на URA3 плазмиде. На среде, содержащей
5-фтороротовую кислоту (5-FOA), экспрессия
Ura3 превращает 5-FOA в токсическое производное
5-фтороурацил. Таким образом, только клетки, по-
терявшие URA3 плазмиду, и в которых nus1Δ rer2Δ
srt1Δ мутации комплементированы комбинацией
TbRTA/TbCPT1-3, могут расти на средах, содер-
жащих 5-FOA. Действительно, анализ показал,
что только TbRTA вместе с TbCPT1-3 могут ком-
плементировать тройной мутант. TbRTA и Tb-
CPT1-3 по отдельности не способны поддержи-
вать рост дрожжевых клеток на средах, содержащих
5-FOA [55] (рис. 6).

Для изучения роли TbRTA в биосинтезе нату-
рального каучука экспрессия гена TbRTA в клетках
T. brevicorniculatum была подавлена с использовани-
ем RTA-RNAi подхода. Среди полученных восьми
трансгенных линий семь показывали выраженный
ингибиторный эффект, четыре из которых (1, 2, 5
и 8) были выбраны для дальнейшего анализа. При-

Рис. 6. Функциональная комплементация CPT активности в дрожжах Sacharomyces cerevisiae. Мутантные штаммы
nus1Δ rer2Δ srt1Δ (nΔ rΔ sΔ) и nus1Δ были трансформированы комбинацией TbRTA и TbCPT1-1 плазмид или TbRTA и
TbCPT1-1 плазмидами и контрольным вектором. Клетки выращивали на богатой YPD среде или на полной минераль-
ной среде, содержащей 1 г/л 5-фтороротовой кислоты (SD + 5-FOA). Рисунок взят из статьи Epping с соавт. [55].

Клеточные культуры YPD SD + 5-FOA
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мечательно, что подавление экспрессии TbRTA не
влияло на рост и развитие трансгенов. Они были
неотличимы от контрольных растений дикого типа.

В первую очередь, было исследовано влияние
подавления экспрессии TbRTA на синтез нату-
рального каучука. Латекс, собранный из растений
дикого типа, после центрифугирования образо-
вывал пенообразный верхний слой, содержащий
каучуковые частицы. В латексе трансгенных рас-
тений верхний слой отсутствовал. Более того, они
не содержали нормальных каучуковых частиц,
вместо этого в латициферах трансгенов было об-
наружено некоторое количество пустых структур,
по форме напоминающих нормальные частицы.
Отсутствие каучука в трансгенных линиях было
подтверждено 1Н-ЯМР анализом, который пока-
зал, что TbRTA-RNAi линии 1, 2, 5 и 8 содержат
только 1.7–2.7 мг/г полиизопрена в латексе и

0.09–0.19 мг/г полиизопрена в корнях. Для срав-
нения, растения дикого типа содержали 108 мг/г
и 2.19 мг/г полиизопрена в латексе и корнях, со-
ответственно [55].

Были также проведены RT-PCR, в реальном
времени, и вестерн-блот-анализы для того, чтобы
выяснить, является ли ингибирование TbCPT1-3
экспрессии причиной отсутствия натурального
каучука в трансгенах, или это посттрансляционная
потеря соответствующих белков. Было показано,
что уровни TbCPT1-3 мРНК примерно одинаковы
в трансгенных RNAi линиях и контрольном расте-
нии дикого типа. Интересно, что вестерн-блот-
анализ показал отсутствие TbCPT1-3 белков во
всех четырех трансгенных линиях (рис. 7). Эти
результаты предполагают, что TbRTA необходим
для поддержания активной конформации Tb-
CPT1-3 в составе трансферазного комплекса на
мембране каучуковых частиц и объясняют отсут-
ствие полиизопрена в TbRTA-RNAi трансгенных
линиях. Таким образом, TbRTA не только активи-
рует TbCPT1-3, но и предохраняет трансферазы от
деградации. Более того, принимая во внимание
тот факт, что TbCPT1-3 не имеют трансмембран-
ного домена, TbRTA может играть важную роль в
локализации трансфераз на поверхности каучу-
ковых частиц [55].

Для того чтобы исключить возможность того,
что подавление экспрессии TbRTA влияет на экс-
прессию генов других белков трансферазного ком-
плекса, был измерен уровень TbSRPP в трансген-
ных линиях. Он существенно не отличался от уров-
ня этих белков в растениях дикого типа [55].

Таким образом, TbRTA является ключевым
компонентом трансферазного комплекса. К со-
жалению, в настоящее время не представляется
возможным синтезировать натуральный каучук на
основе гетерологичной микробной или раститель-
ной платформ. Однако идентификация новых ком-
понентов трансферазного комплекса может приве-
сти к решению этой проблемы в будущем.

Следует также отметить, что на основании
данных, описанных выше, была предложена модель
функционирования трансферазного комплекса на
мембране каучуковых частиц, представленная на
рис. 8.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Как было отмечено выше, более чем 2500 ви-

дов растений способны синтезировать натураль-
ный каучук. К сожалению, большинство из них
обладает нежелательными характеристиками, та-
кими как очень низкий выход и недостаточная
молекулярная масса полимера. В настоящее время
H. brasiliensis является единственным растением,
производящим коммерчески значимый природный
каучук [5], однако из-за специфических условий

Рис. 7. Влияние нокаута TbRTA на экспрессию
TbCPT. Анализ экспрессии TbCPT1-3 в латексе с помо-
щью RT-PCR (а). 1 – TbCPT1; 2 – TbCPT2; 3 – TbCPT3.
Стандартная девиация была рассчитана на основании
трех независимых экспериментов. Анализ экспрес-
сии TbCPT1-3 белков вестерн-блоттингом (б). Верх-
няя панель показывает белки, окрашенные понсо S
после переноса на нитроцеллюлозную мембрану. Ри-
сунок взят из статьи Epping с соавт. [55].

0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05
0

1

2

3

WT
TbRTA-RNAi-1

TbRTA-RNAi-2
TbRTA-RNAi-5

TbRTA-RNAi-8

Н
ор

м
ал

из
ир

ов
ан

на
эк

сп
ре

сс
ия

 г
ен

ов
(a)

W
T

T
bR

TA
-R

N
A

i-
1

T
bR

TA
-R

N
A

i-
2

T
bR

TA
-R

N
A

i-
5

T
bR

TA
-R

N
A

i-
8

(б)

37 kDa

α-CPT



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 1  2021

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ БИОСИНТЕЗА 49

роста, высокой чувствительности к патогенам и
трудоемкости сбора продукта поиск других потен-
циальных продуцентов вызывает большой интерес.
P. argentatum и Т. kok-saghyz являются потенциаль-
ными альтернативными источниками натурально-
го каучука. Они не столь требовательны к природ-
ным условиям (растут в более холодных и менее
плодородных географических регионах), имеют
короткое время созревания и могут быть посеяны
и собраны с использованием индустриальных
подходов. Каучук из их экстрактов имеет пример-
но одинаковую молекулярную массу с каучуком
из H. brasiliensis, однако содержит гораздо меньше
аллергенных белков [5, 6, 20]. В 2015 году первая
автомобильная шина из каучука P. argentatum была
произведена Bridgestone Corporation. Это направ-
ление, безусловно, имеет высокий потенциал для
развития.

Несмотря на существенный прогресс в поиске
и разработке альтернативных источников нату-
рального каучука, эффективность потенциальных
продуцентов остается серьезным препятствием.
Прогресс, достигнутый в агробактериальной ге-
нетической трансформации каучуконосов, дол-
жен привести к увеличению выхода натурального
каучука. Также относительно простой геном и
короткий жизненный цикл Т. kok-saghyz делает
его идеальной модельной системой для изучения
биосинтеза натурального каучука.

В течение последних 20 лет были охарактеризо-
ваны множество аспектов биосинтеза натурального

каучука, таких как oбнаружение и характеристика
CPT, механизм полимеризации изопрена и измере-
ние молекулярной массы полимера [4, 56]. В этом
обзоре мы кратко описываем прогресс в изучении
молекулярно-генетических аспектов биосинтеза
натурального каучука, достигнутый в последнее
время.

Авторы благодарны к.б.н. В.В. Мартиросян за
критические замечания и помощь в написании
данного обзора.

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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Культивируемые in vitro клетки растений – удобная модель для изучения генетических и физиоло-
гических механизмов, необходимых для приобретения клетками состояния плюрипотентности.
Благодаря исследованиям на модельном растении Arabidopsis thaliana ранее была установлена ключевая
роль генов, поддерживающих плюрипотентность клеток апикальной меристемы побега, в регенерации
побегов de novo в культуре ткани. В соответствии с этим, клетки мутантных растений с более высоким
уровнем экспрессии генов плюрипотентности характеризовались повышенным потенциалом регенера-
ции побегов de novo. Мутант tae оказался исключением из этого правила. На поздних стадиях развития
листа у мутанта возобновлялись экспрессия генов плюрипотентности и пролиферация клеток, что
указывает на нарушение механизмов поддержания эпигенетической клеточной памяти. В то же вре-
мя культивируемые клетки листа in vitro демонстрировали более низкую пролиферативную актив-
ность по сравнению с диким типом и не были способны к регенерации побегов de novo. Снижение
регенерационного потенциала культивируемых клеток мутанта tae указывает на важную роль эпи-
генетической памяти в ответе клеток на экзогенные гормоны. Нарушение эпигенетической памяти
клеток листа мутанта tae и различия в их пролиферативной и регенерационной способности в усло-
виях in planta и in vitro делают этот мутант уникальной моделью для изучения роли эпигенетических
модификаций в регуляции плюрипотентности клеток.

Ключевые слова: морфогенез листа, плюрипотентность клеток, культура клеток, эпигенетика, Ara-
bidopsis thaliana
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ВВЕДЕНИЕ
Растения характеризуются высокой пластич-

ностью развития, способностью к перепрограм-
мированию клеток и приобретению ими свойства
плюрипотентности. Эти особенности позволяют
растениям образовывать новые меристемы в ходе
морфогенеза, а при повреждениях – формировать
каллусы на месте поранения, обеспечивая непре-
рывность развития. В связи с этим изучение гене-
тической и физиологической регуляции плюри-
потентности растительных клеток – актуальное в
последнее десятилетие направление биологии
развития растений. Удобной моделью для изуче-
ния степени детерминированности соматических
клеток и тканей из разных органов, выявления
ключевых факторов, необходимых для каллусоге-
неза и регенерации побегов, являются культивиру-
емые клетки растений. В условиях in vitro клетки
эксплантов способны к дедифференцировке и
приобретению плюрипотентного состояния, ко-

торое может приводить к образованию побеговых
и корневых меристем и соматических эмбриои-
дов, что отражает основные стратегии регенера-
ции растений in vivo [1].

Ключевые факторы каллусогенеза и регенера-
ции – содержание фитогормонов (экзогенных в
питательной среде и эндогенных в клетках экс-
планта), а также генетически обусловленный уро-
вень чувствительности клеток к фитогормонам.
Не менее важным фактором для инициации кал-
лусогенеза in vitro и in vivo являются стрессовые
воздействия – поранения, активные формы кис-
лорода, биотические и абиотические стрессовые
воздействия. Поранения приводят к нарушениям
межклеточных взаимодействий, которые играют
ключевую роль в определении клеточной иден-
тичности у растений, и также вызывают измене-
ния гормонального гомеостаза, влияя на синтез
гормонов и гормональные сигнальные пути [2–4].

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Установлена роль активных форм кислорода и
генов, контролирующих их метаболизм, в регуля-
ции процессов регенерации [5, 6]. Выявлены об-
щие генетические компоненты и активное взаи-
модействие генных сетей, вовлеченные в ответ на
поранения, окислительный стресс и воздействие
экзогенных гормонов, что объясняет сходные ко-
нечные эффекты их воздействия [7, 8]. Главным
итогом воздействия гормонов, поранений и
окислительного стресса является дедифферен-
цировка клеток, которая обусловлена активаци-
ей нескольких групп генов, поддерживающих не-
детерминированность клеток меристем [4, 5].

К основным генам, поддерживающим неде-
терминированное состояние клеток апикальной
меристемы побега (генам плюрипотентности, или
стволовости), относятся ген WUS и гены KNOX-
семейства класса I – KN1/BP, KN2, KN6, STM [9,
10]. Установлено, что цитокинины активируют
экспрессию гена WUS и KNOX-генов, продукты
которых, в свою очередь, активируют экспрессию
генов синтеза цитокинина [11–13]. Экспрессия
гена WUS также приводит к подавлению тран-
скрипции негативных регуляторов цитокинино-
вого сигнального пути [14] и снижению уровня
ауксинового сигнала в центральной зоне апи-
кальной меристемы побега, предохраняя клетки
от дифференцировки [15]. На экспрессию гена
WUS влияет содержание активных форм кислорода:
перекись водорода снижает, а супероксид-анион
повышает уровень экспрессии WUS [5], хотя меха-
низмы этого влияния пока не исследованы.

Способность фитогормонов активировать
экспрессию генов плюрипотентности и механиз-
мы обратной регуляции генов синтеза гормонов и
генов сигнальных гормональных путей являются
неотъемлемой частью поддержания меристем при
развитии растений. Активация генов плюрипотент-
ности при стрессовых воздействиях (в первую
очередь, при поранениях) – основа механизмов
репарации повреждений у растений. Влияние
фитогормонов и стрессовых воздействий на экс-
прессию генов плюрипотентности объясняет и
способность экзогенных гормонов в культуре in vitro
индуцировать перепрограммирование клеток экс-
плантов и вызывать органогенез de novo. При на-
рушении функции генов плюрипотентности
(например, при мутациях stm, wus) способность к
регенерации побегов in vitro снижается или пол-
ностью отсутствует [16, 17]. И наоборот, при
оверэкспрессии генов плюрипотентности наблю-
дается усиление регенерационной способности
in vitro [18].

Оверэкспрессия генов плюрипотентности (у
трансгенных растений или у растений с мутация-
ми в негативных регуляторах экспрессии генов
плюрипотентности) вызывает также нарушения
морфогенеза листа. Клетки листа таких растений

сохраняют плюрипотентность, что приводит к
развитию на листьях эктопических выростов и
почек. Например, выросты образуются у одиноч-
ных мутантов as1 [19, 20], as2 [21, 22] и двойных
мутантов bop1 bop2. Во всех случаях в листьях мутан-
тов наблюдалась эктопическая экспрессия генов
плюрипотентности [19–21]. У растений Arabidop-
sis thaliana дикого типа, также как и у других видов
растений с простым листом, гены плюрипотент-
ности прекращают экспрессию в клетках листа на
ранних стадиях его формирования. Это замолкание
поддерживается эпигенетическими механизмами
на всех последующих стадиях развития листа, что
необходимо для развития простого нерассечен-
ного листа [23].

Ранее нами описан мутант, у которого наблю-
дали эктопические деления клеток листа [24],
развитие вторичного края листа и формирование
почек на верхней стороне листа [25]. Эти процес-
сы наблюдались только на поздних стадиях раз-
вития листа, что указывает на репрограммирова-
ние генома и приобретение плюрипотентности
клетками листа.

Цель работы – изучение экспрессии генов
плюрипотентности и эпигенетических регулято-
ров в листьях мутанта и дикого типа Arabidopsis
thaliana разного возраста и оценка способности к
каллусогенезу и регенерации листовых эксплан-
тов in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали линию мутанта Arabi-
dopsis thaliana tae из коллекции кафедры генетики
МГУ, прошедшую семь возвратных скрещиваний
на родительскую расу Blanes-M (дикий тип, ДТ).
Растения выращивали в условиях длинного дня в
ростовой комнате при трех температурных режи-
мах: 26–28°C, 22–24°C, 18–20°C. Для визуализа-
ции делений клеток листа использовали ранее
полученную линию мутанта, содержащую транс-
ген CycB1;1:GUS в гомозиготном состоянии. Об
активации промотора гена циклина CycB1;1 в
трансгенной конструкции CycB1;1:GUS судили по
экспрессии репортерного гена uidA β-глюкурони-
дазы (GUS), как указано ранее [24]. Число выро-
стов и почек учитывали на развитых листьях рас-
тений, перешедших к цветению.

Для каллусогенеза использовали среду, содер-
жащую соли МС-среды, витамины Гамборга
(В5), 2% сахарозы, 0.8% агара, а также гормоны –
0.2 мг/л БАП и 1 мг/л НУК. Для индукции регене-
рации побегов 4-недельные каллусы пересаживали
на среду того же состава, но с иным содержанием
гормонов – 1 мг/л БАП, 0.05 мг/л НУК. Каллу-
сные культуры и исходные растения (источники
эксплантов) выращивали либо при 22–24°C, либо
при 18–20°C. Экспланты получали из листьев
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растений на начальных этапах роста цветоносов.
Эксперименты проводили в двух повторностях.
Высаживали по 44–50 эксплантов каждого гено-
типа. Эффективность каллусогенеза оценивали
как отношение число каллусов/число эксплантов
после 4 недель культивирования в %.

РНК выделяли из листьев растений разного
возраста, выращенных при температуре 22–24°C.
РНК из каллусов выделяли после трех недель
культивирования при температуре 22–24°C на
среде каллусогенеза и на среде регенерации. В по-
следнем случае для выделения РНК выбирали
каллусы без почек. РНК для анализа экспрессии
выделяли с помощью RNeasy Plant Mini Kit (“Qia-
gen”, США) по методике производителя и обра-
батывали ДНазой (“Qiagen”, США). Первую цепь
кДНК синтезировали с помощью обратной тран-
скриптазы MMLV (“Силекс”, Россия).

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) проводи-
ли на амплификаторе Agilent AriaMx (“Agilent
Technologies”, США) с набором реагентов для
проведения ПЦР-РВ в присутствии красителя
SYBR Green (“Синтол”, Россия). Синтез прайме-
ров осуществляли в ЗАО Евроген (Россия), спи-
сок и последовательности праймеров представле-
ны в приложении (Supplementary, Table 1). Для
амплификации была использована следующая
программа: 1 цикл 3 мин при 95°С; 40 циклов 15 с
при 95°C, 1 мин при 62°C. Анализ относительного
содержания транскриптов проводили по методу
2–ΔΔCt. В качестве референсных генов использова-
ли гены At4g33380 и At4g34270.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Экспрессивность фенотипа мутанта tae 
и время возобновления клеточных делений 

в листе зависят от температуры

Фенотип растений мутантной линии характе-
ризовался высокой вариабельностью, которая
показала зависимость от температуры выращива-
ния. При 26–28°С морфология листьев мутанта
была мало отличима от дикого типа: не выявляли ни
характерного сужения листовой пластинки, ни эк-
топических выростов (рис. 1а–в). При 22–24°С от-
мечены обе характерные особенности, хотя их
проявление различалось по времени. Сужение
листовой пластинки было заметно уже при разви-
тии первой пары настоящих листьев (рис. 1г, д);
изредка были сужены даже семядольные листья.
В то же время формирование вторичного края,
выростов разной морфологии и особенно почек
наблюдали на зрелых листьях растений (рис. 1е),
особенно – после выметывания цветоноса. Ана-
томия зрелых листьев, формирующих выросты [25],
а также особенности пролиферативной активно-
сти клеток зрелых листьев [24] были детально ис-
следованы ранее.

Выращивание растений при 18–20°С вызыва-
ло не только сужение, но нередко и деформацию
листовой пластинки (рис. 1ж–и). У части расте-
ний (~ 15%) после формирования нескольких на-
стоящих листьев образовывался пучок из много-
численных недоразвитых листьев (рис. 1з, к, л).
Такие растения не формировали цветонос. На от-
носительно нормально развитых листьях разви-
вались выросты и почки (рис. 1и). Среднее число
выростов и почек из расчета на лист (2.5 и 0.6, со-
ответственно) было значительно выше, чем у рас-
тений при 22–24°С (1.0 и 0.14, соответственно).
Многочисленные почки можно было обнаружить
и в пазухах недоразвитых листьев (рис. 1м).

Для изучения особенностей пролиферативной
активности клеток листьев использовали репор-
терный ген ß-глюкуронидазы (GUS) под контро-
лем промотора гена циклина CycB1;1, позволяю-
щего визуализировать клетки, находящиеся на
стадиях G2/M. Активную экспрессию трансгена
CycB1;1:GUS в листьях растений tae при 18–20°С
(как у мутанта при 22–24°С и у растений A.thali-
ana дикого типа при всех температурных режи-
мах) можно было обнаружить на самых ранних
этапах развития листового примордия. По мере
роста листа ДТ и мутанта деления прекращались
сначала в дистальной, а затем и в проксимальной
части (рис. 2а–в), что соответствует результатам
ранее проведенных исследований пролиферации
клеток при развитии простого листа A. thaliana [26].

При 22–24°С в листьях длиннее 1 мм у ДТ и
мутанта деления не выявлялись (рис. 2г, д) и воз-
обновлялись у мутанта только в зрелых листьях
[24]. При 18–20°C это возобновление можно было
увидеть значительно раньше – в листьях длиной
5–10 мм ювенильных растений мутанта (рис. 2е).
Более того, часть молодых листьев верхних яру-
сов значительно дольше сохраняли экспрессию
CycB1;1:GUS в проксимальной и центральной ча-
стях (рис. 2е, вкладка). По-видимому, аномалии
развития верхних листьев розетки при 18–20°C
(рис. 1з, к–м) связаны именно с наличием эктопи-
ческих клеточных делений в примордиях листа.
Наиболее высокий уровень экспрессии CycB1;1:GUS
в листьях мутанта наблюдали незадолго до зацве-
тания и после него (рис. 2ж, з) – как и при 22–
24°С [24]. Деления были сосредоточены в основ-
ном в области центральной и боковых жилок. На
периферии листовых пластинок выявляли и ло-
кальные скопления делящихся клеток, которые
приводили к формированию эктопических выро-
стов (рис. 2ж, з).

Таким образом, при 18–20°С эктопические де-
ления клеток в листьях мутанта начинались рань-
ше, чем при более высокой температуре [24]. В
результате общее число выростов и почек на ли-
стьях цветущих растений оказывалось выше, чем
у растений, выращенных при 22–24°С. При раз-
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Рис. 1. Зависимость фенотипа мутанта tae от температуры. Верхняя, средняя и две нижние линии – растения в усло-
виях 26–28°С, 22–24°С и 18–20°С, соответственно. (а, б) – растения 3-недельного возраста ДТ и tae, соответственно;
(в) – 4-недельные растения ДТ (слева) и tae (справа); (г, д) – растения 3-недельного возраста ДТ и tae, соответственно;
(е) – 4-недельные растения ДТ (слева) и tae (справа); (ж,з) – растения в возрасте 1.5 месяца ДТ и tae, соответственно
(верхние листья розетки tae прекратили рост; с – семядоли); (и) – деформированные листья 2-месячных растений му-
танта с выростами и почками; (к–м) – сканирующая электронная микроскопия листьев растений tae, изображенных
на рис (з); (к) – пучок недоразвитых листьев на верхушке побега; (л) – листья, остановившиеся в развитии на разных
стадиях развития; (м) – основание одного из верхушечных листьев с многочисленными почками. Бары соответствуют
1 см (а–и), 300 мкм (к, л), 100 мкм (м) .
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витии простого листа у A.thaliana гены плюрипо-
тентности замолкают на ранних этапах развития
примордия листа, и это замолкание поддержива-
ется эпигенетическими механизмами на протя-
жении всего онтогенеза [23]. Возобновление кле-
точных делений в листе мутанта, тестируемое по
экспрессии CycB1;1:GUS, а позже и по появлению
выростов и почек на листе, указывает на наруше-
ние стабильности эпигенетического замолкания

генов плюрипотентности и их реактивацию в ли-
сте мутанта tae.

Гены, поддерживающие недетерминированность 
клеток, возобновляют экспрессию на поздних 

стадиях развития листа мутанта tae
Для проверки предположения о реактивации

генов плюрипотентности и нарушении стабиль-

Рис. 2. Активность маркера клеточных делений CycB1;1:GUS в листьях ДТ и мутанта tae на разных стадиях онтогенеза.
(а–в) 7-дневные проростки ДТ (а) и мутанта tae, выращенные при 22–24°С (а,б) и 18–20°С (в), экспрессируют транс-
ген в апексе и основании первых настоящих листьев ((б) стрелка указывает на полностью окрашенные зачатки второй
пары настоящих листьев). (г–е) – 14-дневные растения ДТ (г) и мутанта tae (д, е), выращенные при 22–24°С (г, д) и
18–20°С (е), экспрессируют трансген в апексе; листья ДТ (г) и мутанта (д) при 22–24°С, достигшие размера 1 мм, пре-
кращают экспрессию трансгена; при 18–20°С (е) в листьях мутанта экспрессия трансгена выявляется в листьях разме-
ром 5–10 мм, в молодых верхних листьях (на вкладке – большее увеличение) экспрессия трансгена детектируется не
только в основании, но и в центре листового зачатка; (ж–з) – зрелые листья цветущих растений мутанта, выращенных
при 18–20°С (стрелки указывают на экспрессию, сосредоточенную вдоль жилок и участков, где начинают развиваться
выросты,). Звездочкой обозначены семядоли. Бары соответствуют 0.1 мм (а–в), 1 мм (г–е), 1 см (ж, з).

(a) (б) (в)

(г) (д) (е)

(ж) (з)
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ности эпигенетических модификаций проведен
анализ экспрессии основных генов, поддержива-
ющих плюрипотентность клеток побеговой ме-
ристемы, а также генов, участвующих в поддер-
жании стабильности эпигенетического молчания
генов. Анализ экспрессии генов WUS, STM, KN1,
KN2, KN6 проводили в листьях разного возраста у
растений мутанта и ДТ, выращенных при темпе-
ратуре 22–24°С. Использовали листья без почек
четырех возрастов: 1в – листья длиной 2–3 мм от
7-дневных проростков, 2в – листья 5–6 мм от
14-дневных ювенильных растений, 3в – листья
17–22 мм от растений в возрасте 21 день, 4в – зре-
лые листья от растений с цветоносами.

Выявить экспрессию исследуемых генов плю-
рипотентности в молодых листьях 1в и 2в нам не
удалось ни у ДТ, ни у мутанта. По-видимому, у
мутанта, как и у растений ДТ, экспрессия этих ге-

нов на ранних этапах развития листа подавляется.
В листьях 3в у мутанта была повышена экспрессия
гена KN1 (рис. 3а); уровень экспрессии остальных
генов не отличался от контроля (листья ДТ того же
возраста). В зрелых листьях 4в у мутанта наблюда-
лось повышение экспрессии всех генов, кроме гена
WUS, в то время как у ДТ выявили лишь следовые
количества экспрессии KN1 и KN2, а экспрессия
генов KN6 и STM не выявлялась (рис. 3а, Supple-
mentary Fig. 1). Время реактивации генов плюрипо-
тентности совпадает со временем, когда в листьях
возобновляются клеточные деления и экспрессия
CycB1;1:GUS. Эти данные указывают на то, что
активация делений является результатом возоб-
новления экспрессии генов плюрипотентности в
листьях мутанта.

В листе мутанта tae изменена работа генов, 
контролирующих метилирование ДНК

и модификацию гистонов

Изучение экспрессии эпигенетических регу-
ляторов проводили в листьях возрастов 2в, 3в, 4в
(зрелый лист). Анализировали уровень экспрес-
сии трех генов, контролирующих метилирование
ДНК – MET1 (метилирование CG-сайтов), CMT3
(метилирование CXG-сайтов), DDM1 (хроматин-
опосредованное метилирование ДНК и гистона
Н3), двух генов гистоновых деацетилаз (HDA13,
HDA17), гена SUVR2, участвующего в РНК-зави-
симом метилировании ДНК, а также гена SUVH5,
кодирующего гистоновую метилтрансферазу,
поддерживающую метку H3mK9 и участвующего
в метилировании ДНК, зависимом от CMT3. Ана-
лиз экспрессии генов ДНК-метилаз MET1 и
CMT3 не выявил различий в уровне их экспрес-
сии в листьях 2в. В листьях 3в и 4в (зрелые листья)
был снижен уровень экспрессии гена CMT3.
Экспрессия MET1 снижалась только в зрелых
листьях 4в. Уровень экспрессии гена DDM1 был
снижен у мутанта по сравнению с ДТ в листьях
всех возрастов (рис. 3б).

Уровни экспрессии генов гистоновых деацети-
лаз HDA13 и HDA17 были ниже у мутанта по срав-
нению с ДТ в листьях 3в и 4в, хотя в листьях 2в уро-
вень HDA13 был выше, чем у ДТ. Похожая дина-
мика снижения уровня экспрессии с возрастом
обнаружена и для гена SUVR2. В листьях 3в у му-
танта выявлено транзитное повышение экспрес-
сии гена SUVH5, хотя в зрелых листьях (4в) уро-
вень экспрессии SUVH5 был ниже, чем в листьях
ДТ того же возраста (рис. 3б). Хотя анализ экс-
прессии отдельных представителей из разных
групп эпигенетических регуляторов не дает пол-
ной картины происходящих в геноме процессов,
выявленные в листьях мутанта изменения их экс-
прессии подтверждают предположение о процессах
перепрограммирования генома, которые необходи-
мы для реактивации генов плюрипотентности.

Рис. 3. Относительный уровень транскрипции генов в
листьях мутанта tae разного возраста по сравнению с
ДТ. Уровень экспрессии генов в листьях ДТ того же
биологического возраста, что и у мутанта принят за
единицу. (а) и (б) – экспрессия генов плюрипотентно-
сти и эпигенетических регуляторов соответственно.
Для генов KN6 и STM, которые не экспрессировались
в листьях ДТ 4в, в Supplementary (Fig. 1) представлен
абсолютный уровень экспрессии. Значения представ-
лены в виде среднего арифметического ± стандартная
ошибка среднего трех биологических повторностей.
Звездочкой выделены статистически достоверные от-
личия от уровня экспрессии ДТ (t-тест Стьюдента,
уровень значимости: * 0.01 < P < 0.05; ** 0.001 < P < 0.01;
*** P< 0.001). Белый, светло серый и темный цвет – ли-
стья 2, 3 и 4 возрастов соответственно.
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Клетки из листьев мутанта tae не проявляют 
плюрипотентности in vitro

Для изучения проявления плюрипотентности
клеток in vitro использовали экспланты зрелых
листьев. Каллусогенез из эксплантов мутанта tae
оказался менее эффективным по сравнению с ДТ
(табл. 1). Скорость роста каллусов мутанта также
была значительно ниже, чем у каллусов ДТ. Сред-
няя масса каллуса из листьев мутанта в конце ме-
сяца культивирования при температуре 18–20°С
оказалась в 2 раза ниже, чем у каллусов ДТ (табл. 1).
При 22–24°С каллусы росли лучше, однако раз-
личия между мутантом tae и ДТ сохранялись. От-
ставание в росте каллусов из мутанта сохранялось
и на среде регенерации (рис. 4а, б).

Экспрессия трансгена CycB1;1:GUS в каллусах
мутанта также оказалась ниже, чем в каллусах ДТ
(рис. 4в–е). Таким образом, эктопические деле-
ния, которые характерны для листьев, в каллусах
из тех же листьев не выявлялись. В отличие от
каллусов из листьев ДТ, каллусы из мутанта не
были способны и к регенерации побегов. Эта спо-
собность не зависела от температуры (табл. 1).
Доля каллусов с побегами из листьев ДТ при 18–
20°С была существенно ниже, чем при 22–24°С
(табл. 1). Таким образом, in vitro клетки мутанта
демонстрировали пониженную скорость пролифе-
рации, не проявляли способности к образованию
почек даже в условиях температуры, усиливающей
эктопическую пролиферацию клеток в листе in vivo.

Анализ экспрессии генов плюрипотентности
на среде каллусогенеза и на среде регенерации
выявил повышение экспрессии у мутанта по
сравнению с ДТ только одного гена – KN2 (рис. 5).
Экспрессия генов WUS и STM была ниже, чем в
каллусах ДТ, а уровень экспрессии гена KN1 либо
не отличался от ДТ (на среде каллусогенеза), либо
был ниже (на среде регенерации).

Таким образом, в культуре ткани клетки му-
танта не проявляли эктопических делений и по-
вышенной экспрессии большинства генов плю-
рипотентности, которая характерна для клеток
зрелого листа. Эти особенности клеток мутанта
не зависели от содержания экзогенных гормонов,
что указывает на снижение чувствительности к
экзогенным гормонам.

ОБСУЖДЕНИЕ

Пролиферация клеток листовых зачатков у
проростков мутанта tae имела те же закономерно-
сти, что и у ДТ. Экспрессия маркера клеточных
делений (трансгена CycB1;1:GUS) сначала наблю-
далась во всем листовом зачатке, а затем прекра-
щалась – сначала в дистальной части листовых
зачатков, а затем и в проксимальной (рис. 2а–в).
В листе размером более 1мм деления не выявля-
лись. Дальнейший рост листа обеспечивался за счет
растяжения клеток, что характерно для простого
листа A.thaliana. Утрата пролиферации клетками
листа – результат транскрипционной репрессии
генов плюрипотентности на ранних стадиях его
развития. Молчание генов плюрипотентности
поддерживается эпигенетическими механизма-
ми на всех последующих этапах онтогенеза, обу-
славливая развитие простого не рассеченного
листа [23]. Усложнение структуры листа у мутан-
та tae (появление эктопических лопастей и почек
на его поверхности) указывает на утрату клеточ-
ной памяти, связанную, по-видимому, с наруше-
нием функции каких-то генов, контролирующих
стабильность эпигенетических модификаций.

Нестабильность эпигенетических изменений
может приводить к репрограммированию генома
и активации молчащих генов плюрипотентности.
На наличие такого репрограммирования указывает
выявленное изменение экспрессии ряда эпигенети-
ческих регуляторов в листьях мутанта разного воз-
раста (рис. 3б), реактивация генов плюрипотентно-
сти (рис. 3а) и возобновление клеточных делений
по мере роста листа (рис. 2). Генетически обу-
словленные изменения в эпигенетических регу-
ляторах у мутанта tae, по-видимому, влияют и на
процессы каллусогенеза и регенерации in vitro.

О роли эпигенетических процессов в регуляции
процессов каллусогенеза и регенерации in vitro
свидетельствуют ранее полученные результаты
анализа транскриптомов и динамики изменения
метилирования ДНК и модификации гистоновых
белков [27]. О роли эпигенетических модифика-
ций в регуляции процессов дедифференцировки
клеток эксплантов, каллусогенеза и регенерация
свидетельствуют также серьезные нарушения этих
процессов при мутациях в генах, осуществляющих

Таблица 1. Сравнение каллусогенеза и способности к регенерации побегов в культуре тканей из листьев мутанта
tae и ДТ

Условия Генотип Эффективность 
каллусогенеза, %

Масса
каллуса, мг

Каллусов
с почками, %

Число 
почек/каллус

18–20°С ДТ 100 540 ± 45 6.8 ± 0.8 0.1 ± 0.1

tae 81.5 ± 7.0 225 ± 24 0 0

22–24°С ДТ 100 600 ± 60 42.0 ±5.0 0.8 ± 0.1

tae 86.0 ± 8.1 450 ± 45 0 0
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метилирование ДНК и модификацию гистонов
[10, 28, 29].

Эпигенетические модификации могут оказы-
вать влияние на процессы каллусогенеза и регене-
рации, изменяя экспрессию многих генов, кон-
тролирующих гормональный гомеостаз – метабо-
лизм гормонов и гормональный ответ. Наиболее
полно исследована эпигенетическая регуляции

экспрессии генов синтеза, катаболизма и транс-
порта ауксина, генов ауксинового ответа [30].
Нельзя исключить, что выявленные ранее изме-
нения ауксинового гомеостаза в линии tae также
связаны с изменениями работы эпигенетических
регуляторов. Эпигенетические изменения могут ле-
жать и в основе нечувствительности культивируе-
мых клеток мутанта к экзогенным гормонам, что

Рис. 4. Каллусы из листовых эксплантов. Общий вид 4-недельных каллусов ДТ (а) и мутанта tae (б) на среде регенера-
ции. Экспрессия CycB1;1:GUS в каллусах ДТ (в, д) и мутанта tae (г, е) после 2 нед. (в, г) и 3 нед. (д, е) роста на среде
каллусогенеза. Бары соответствуют 1 см (а, б), 2 мм (в–е).

(а)

(в)

(д) (е)

(г)

(б)
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отражается на эффективности каллусогенеза и ре-
генерации листовых эксплантов in vitro.

Мутант tae обладает уникальными характери-
стиками анатомического строения и онтогенеза
листа [24, 25], которые отличают его от ранее ис-
следованных мутантов и трансгенных растений с
эктопической экспрессией генов плюрипотент-
ности в листе. Среди главных отличий – возоб-
новление клеточных пролифераций и экспрессии
генов плюрипотентности на поздних этапах онтоге-
неза листа, что указывает на нарушения у мутанта
эпигенетической клеточной памяти. Эти особен-
ности морфогенеза листа вместе с отсутствием
регенерационных способностей у клеток листа
мутанта tae in vitro делают его уникальной моде-
лью для изучения роли эпигенетических модифи-
каций в регуляции плюрипотентности клеток.

Электронномикроскопические исследования
мутантов выполнены на оборудовании Центра
коллективного пользования Московского госу-
дарственного университета им. М.В. Ломоносова
“Электронная микроскопия в науках о жизни”.
Исследование поддержано Российским фондом
фундаментальных исследований (грант № 19-04-
00149).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая работа не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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Проведено сравнительное исследование содержания аскорбиновой кислоты и аскорбатоксидазной
активности (АО-активности) у вакуолей и лейкопластов клеток корнеплодов столовой свеклы (Beta
vulgaris L.). Установлено, что вакуоли аккумулировали больше аскорбиновой кислоты (АКсум) по
сравнению с пластидами. Содержание окисленной формы аскорбиновой кислоты, а именно дегид-
роаскорбиновой кислоты (ДАК), в вакуолях также было выше. Однако, величины соотношений
восстановленной формы аскорбиновой кислоты (АК) к окисленной форме (АК/ДАК) у вакуолей и
лейкопластов оказались близкими. Для исследуемых органелл была характерна относительно высо-
кая АО-активность. Реакции оксидазного окисления АК в вакуолях катализировала аскорбатокси-
даза , а в лейкопластах – аскорбатоксидаза и полифенолоксидаза. Окисляющие АК оксидазы, веро-
ятно, регулируют редокс-состояние аскорбиновой кислоты в этих органеллах.

Ключевые слова: Beta vulgaris L., аскорбиновая кислота, акорбатоксидаза, вакуоль, пластиды
DOI: 10.31857/S0015330321010140

ВВЕДЕНИЕ

Физиологическое действие аскорбиновой кис-
лоты обусловлено обратимостью процессов ее
окисления и восстановления. В ходе реакций окис-
ления от восстановленной аскорбиновой кислоты
(АК) к акцепторам переходят один электрон (e–)
или два e– (и два H+). В первом случае образуется
нестабильное, но реакционноспособное соеди-
нение – монодегидроаскорбат-радикал (МДА).
Во втором случае образуется дегидроаскорбат
(ДАК) – более стабильная реакционноспособная
окисленная форма аскорбиновой кислоты [1].
Эти окисленные формы, в свою очередь, прини-
мают восстановительные эквиваленты и перехо-
дят в енольную форму АК. Благодаря обратимому
окислению-восстановлению аскорбиновая кис-
лота выполняет функцию эффективного пере-

носчика водорода (H+ + e–) в ферментативных
реакциях и вносит весомый вклад в окислитель-
но-восстановительные процессы клетки.

В клетках растений АК, МДА и ДАК находят-
ся, главным образом, в свободном состоянии.
Как правило, преобладает АК, хотя в отдельных
случаях накапливается ДАК [2]. Соотношение двух
форм аскорбиновой кислоты АК/ДАК может слу-
жить показателем физиологического состояния
растения в онтогенезе: преимущественное на-
копление АК – признак высокой интенсивности
процессов жизнедеятельности; повышение со-
держания ДАК – низкая интенсивность жизнеде-
ятельности [2]. Кроме того, соотношение АК/ДАК,
характеризующее редокс-состояние аскорбино-
вой кислоты, может быть маркером физиологи-
ческого состояния органов, тканей и клеток в
стрессирующих условиях. Воздействие стресси-
рующего фактора приводит к повышению интен-
сивности окислительных процессов (вследствие
активации защитных механизмов), которое, как
правило, сопровождается уменьшением величин
соотношений АК/ДАК или АК/АКсум [3, 4]. С по-
мощью этих соотношений можно оценивать ре-

Сокращения: АК – аскорбиновая кислота; АО – аскорба-
токсидаза; аскорбатоксидазная активность – АО-актив-
ность; ДАК – дегидроаскорбат; DAB – 3,3'-диаминобензи-
дин; DCPIP – 2,6-дихлорфенолиндофенол; DTNB –
5,5'-дитиобис-2-(нитробензойная кислота); МДА – моно-
дегидроаскорбат; ПО – фенольная пероксидаза; PPD –
п-фенилендиамин; ПФО – полифенолоксидаза.

УДК 581.19:577.152.2

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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докс-состояния не только органов, тканей и клеток,
но и отдельных клеточных компартментов. Ас-
корбиновая кислота сосредоточена практически
во всех органеллах клетки, цитозоле и апопласт-
ном пространстве, в которых выполняет опреде-
ленные функции [3, 5]. Ее редокс-состояние из-
меняют низкомолекулярные прооксиданты (ак-
тивные формы кислорода, окисленные фенолы и
токоферол, и др.) и ферменты, для которых она
выступает в роли кофактора (монооксигеназы,
диоксигеназы, пролингидроксилазы и др.), не-
специфичного субстрата (фенолазы, фенольная
пероксидаза и др.) и специфичного субстрата (ас-
корбатпероксидаза, аскорбатоксидаза и др.) [1–5].

Аскорбиновая кислота (АК, МДА, ДАК) и спе-
цифично взаимодействующие с ней ферменты
(аскорбатпероксидаза, аскорбатоксидаза, моно-
дегидроаскорбатредуктаза, дегидроаскорбатредук-
таза и др.) объединены в систему аскорбиновой
кислоты [1, 2]. Эта система частично охарактери-
зована у митохондрий, хлоропластов, перокси-
сом, цитозоля, а также у апопласта [1, 6]. В то же
время ее наличие в центральной вакуоли ранее не
рассматривалось, несмотря на некоторые факты,
указывающие на вакуолярную локализацию ас-
корбиновой кислоты и аскорбат-зависимых фер-
ментов. Например, показано накопление аскор-
биновой кислоты в вакуолях Armoracia rusticana и
Vicia faba [7, 8],а в изолированных вакуолях Arabi-
dopsis thaliana с помощью протеомного анализа
выявлены апоферменты аскорбатпероксидазы
(КФ 1.11.1.11) и дегидроаскорбатредуктазы (КФ
1.8.5.11) [9]. В вакуолях Cucurbita maxima с помощью
иммуноферментного анализа с применением элек-
тронной микроскопии обнаружена аскорбаток-
сидаза (АО, КФ 1.10.3.3) [10]. На основании этих
данных можно предположить функционирова-
ние системы аскорбиновой кислоты в вакуолях
клеток растений.

Цель настоящей работы заключалась в изуче-
нии этой системы у вакуолей клеток корнеплодов
столовой свеклы (Beta vulgaris L.). В рамках про-
водимого исследования решались следующие зада-
чи. Прежде всего, следовало определить содержа-
ние аскорбиновой кислоты и ее редокс-состояние.
Затем следовало выявить ферменты, для которых
аскорбиновая кислота служила субстратом, и ко-
торые изменяли ее редокс-состояние. Основное
внимание на этом этапе исследования было уде-
лено аскорбатоксидазной активности (АО-актив-
ности) вакуолей.

Оценить содержание и редокс-состояние ас-
корбиновой кислоты, а также активность аскор-
батокисляющих ферментов в вакуолях позволяет
сравнение с другими структурами клетки. Наиболее
подходящими объектами для сравнения могли
быть пластиды, в которых система аскорбиновой
кислоты ранее исследовалась в рамках аскорбат-

глутатионового цикла. В связи с этим, главными
объектами настоящего исследования были вакуо-
ли и лейкопласты, которые изолировали из кор-
неплодов столовой свеклы в период их физиоло-
гического покоя.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Растения столовой свеклы

(Beta vulgaris L.) сорта Бордо выращивали на
опытном участке Сибирского института физио-
логии и биохимии растений СО РАН. Корнеплоды
свеклы хранили при 4°С.

Выделение органелл. Макрообъемный метод
выделения вакуолей из ткани корнеплодов при-
меняли в некоторой модификации [11]. Фракция
вакуолей подвергалась дополнительной очистке в
ступенчатом градиенте плотности (1.050–1.080–
1.145–1.180 г/см3), составленном из растворов 1 М
КCl и 1.8 М сахарозы, которые готовили на осно-
ве буфера 20 мМ Трис-HCl, рН 7.4. Градиент цен-
трифугировали в течение 20 мин при 125 g. Чистоту
фракций контролировали с помощью маркерных
ферментов вакуолей и других клеточных структур
[12], а также с помощью световой микроскопии.

Пластиды изолировали из корнеплодов, ис-
пользуя общепринятый подход с некоторой мо-
дификацией, которая заключалась в изменении
ступенчатого градиента плотности для очистки
органелл. Он состоял из растворов, содержащих
среду выделения (1 мМ ЭДТА, 10 мМ NaCl, 1 мМ
MgCl2, 0.5 мМ KH2PO4, 50 мМ HEPES-KOH, pH 7.6)
и разные концентрации Percoll (10–22–35–60%).
Градиент центрифугировали в течение 5 мин при
9200 g [13]. Поскольку в клетках корнеплода со-
средоточены главным образом лейкопласты, то
наиболее чистую фракцию пластид собирали на
границе слоев с 22–35% Percoll.

Получение водных экстрактов из ткани корне-
плода и выделенных органелл. Ткань корнеплода
растирали в среде для экстракции, содержащей
2 мM фенилметилсульфонил фторида, 0.1% не-
растворимого поливинилпирралидона, 50 мМ
Na2НРО4/KН2РО4 (pH 7.8). Изолированные ваку-
оли помещали в указанную среду для экстракции,
в которой они легко разрушались. Изолирован-
ные пластиды разрушали в этой же среде при по-
мощи многократного замораживания-оттаивания,
используя для этих целей жидкий азот. Получен-
ные экстракты центрифугировали в течение 10 мин
при 13500 g.

Определение аскорбиновой кислотыДля опре-
деления АК использовали метод ВЭЖХ. К образ-
цам добавляли 0.1% раствор метафосфорной кис-
лоты (в конечной концентрации), затем центрифу-
гировали в течение 15 мин при 13500 g. Супернатант
очищали с помощью картриджа Sep-Pak С18 [14].
Фильтрат делили на две равные части, получая в
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дальнейшем два образца. Одну часть оставляли без
изменения, в ней определяли АК. Другую часть
инкубировали 10 мин с 5 мM ДТТ, в результате
ДАК восстанавливалась до АК. В этой части
определяли содержание “суммарной аскорбино-
вой кислоты” (АКсум = АК + ДАК). Количественное
определение проводили на жидкостном микроко-
лоночном хроматографе Милихром А-02 (ООО ИХ
“ЭкоНова”, Россия): колонка 2 × 75 мм; сорбент
ProntoSil-120-5-С18 AQ#0838 (обращеннофазный).
Изократическое элюирование осуществляли рас-
твором, содержащим метанол и воду (15 : 85), pH
2.5, скорость потока 0.2 мл/мин. Детекция прохо-
дила при длине волны 248 нм. С помощью спектро-
фотометрического метода определяли АК и АКсум,
используя реагент 2,6-дихлорфенолиндофенол
(DCPIP). Измерения проводили на планшетном
фотометре ImmunoChem-2100 (“High Technology”
США) согласно ранее описанному методу [15].

Определение ферментативной активности. С
помощью спектрофотометрического метода в ис-
следуемых образцах определяли АО-активность.
Оптическую плотность регистрировали при 265 нм
[16]. Реакционная среда содержала 0.8 мМ АК и
50 мМ Na2НРО4/NaН2РО4/Na3PO4 (pH 4.0–5.0–
6.0–7.0–8.0–9.0). Для подавления ферментативной
активности использовали ингибиторы: 10 мМ тро-
полон (2-гидрокси-2.4.6-циклогептатриен); 30 мМ
DTNB (5,5'-дитиобис-(2-нитробензойная кислота);
50 мМ NaN3; 1 мМ ЭДТА. АО-активность выра-
жали в нмоль АК на мг белка, концентрацию по-
следнего определяли с помощью метода Бредфорд. 

Активность определяли также в ПААГ после
электрофореза белков при неденатурирующих
условиях (CN-PAGE). Для разделения анионных
белков использовали Трис/глициновцую систему
и 7% ПААГ. Для разделения катионных белков
использовали систему ß-аланин/уксусная кисло-
та и 6% ПААГ [12]. В пластинах геля визуализиро-
вали активность аскорбатоксидазы, фенольной
пероксидазы и полифенолоксидазы.

АО-активность выявляли с помощью ранее
описанного метода [17]. Пластины ПААГ поме-
щали в реакционные среды, содержащие 4 мМ
АК и буфер с разными значениями pH: 1) 100 мМ
Na2НРО4/NaН2РО4, pH 6.0 или pH 8.0; 2) 100 мМ
Трис/HCl, pH 6.0 или pH 8.0. После 10-мин инку-
бации гели споласкивали дистиллированной во-
дой и обрабатывали красителем DCPIP (0.025%).

Активность фенольной пероксидазы (ПО) ви-
зуализировали в пластинах геля, которые поме-
щали в реакционную среду, содержащую: 100 мМ
Na2НРО4/NaН2РО4 (pH 6.0), 0.01% H2O2, 0.07 мМ
3,3'-диаминобензидина-4HCl (DAB) [17].

Активность полифенолоксидазы (ПФО) про-
являлась в пластинах геля, когда их инкубировали в
реакционной среде, содержащей 50 мМ Na2НРО4/
NaН2РО4 (pH 6.0 или pH 8.0), 50 мМ пирокатехи-
на (1.2-дигидроксибензола) и 0.93 мМ п-фени-
лендиамина (PPD) [17].

Эксперимент с пероксидазой хрена. Фенольные
пероксидазы растений катализируют реакции пе-
роксидазного и оксидазного окисления субстра-
тов. Подтвердить причастность вакуолярных ПО
к пероксидазному и оксидазному окислению ис-
пытуемых субстратов позволяет эксперимент с
пероксидазой из корней хрена, которая также имеет
вакуолярную локализацию. Активность очищен-
ной пероксидазы хрена (“Sigma”, США) опреде-
ляли двумя указанными методами в тех же усло-
виях.

Статистическая обработка данных. Экспери-
менты повторяли не менее пяти раз, используя
три аналитические пробы. В ходе статистическо-
го анализа применяли такие показатели, как
среднее арифметическое значение и стандартное
отклонение. Они представлены в таблицах и гра-
фиках. Однофакторный дисперсионный анализ
(ANOVA) и апостериорный тест Тьюки использо-
вали для оценки статистически значимых разли-
чий между величинами концентраций аскорби-
новой кислоты, которые приведены в таблице.

Таблица 1. Содержание аскорбиновой кислоты в изолированных органелла и экстрактах ткани

Примечание: различия между образцами (вакуоли, пластиды и экстракт ткани) достоверны при P < 0.05. * – величины кон-
центраций АК, ДАК и AКcум, статистически достоверно отличающиеся от величин концентраций соответствующих соеди-
нений, которые определяли другим методом.

Образец
Концентрация аскорбиновой кислоты, мкМ /мг белка

метод AК ДАК AКcум AК/ДАК AК/AКсум

Вакуоли Спектрофотометрия 2.21 ± 0.23* 2.18 ± 0.25 4.39 ± 0.48 1.01 0.50
ВЭЖХ 3.16 ± 0.19* 1.79 ± 0.39 4.95 ± 0.58 1.77 0.64

Пластиды Спектрофотометрия 0.41 ± 0.11* 0.35 ± 0.09* 0.76 ± 0.2* 1.17 0.54
ВЭЖХ 0.27 ± 0.09* 0.14 ± 0.03* 0.41 ± 0.11* 1.93 0.66

Экстракт ткани Спектрофотометрия 4.15 ± 1.02* 5.73 ± 1.19 9.88 ± 2.21 0.72 0.42
ВЭЖХ 5.38 ± 0.32* 6.70 ± 1.56 12.08 ± 1.88 0.81 0.45
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ПРАДЕДОВА и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Содержание аскорбиновой кислоты

Самое высокое содержание аскорбиновой
кислоты (АКсум) установлено в экстрактах ткани, в
которых концентрация ДАК превышала концен-
трацию АК. В результате соотношение АК/ДАК
оказалось низким и соответствовало 0.72 или 0.8
(в зависимости от метода определения) (табл. 1).
В то же время, в вакуолях и пластидах содержание
АК превосходило содержание ДАК, поэтому со-
отношение АК/ДАК было выше: у вакуолей –
1.01 или 1.77; у пластид – 1.17 или 1.93. При этом
вакуоли аккумулировали намного больше аскор-
биновой кислоты по сравнению с лейкопластами.

Результаты, полученные с помощью разных
методов, несколько различались. Если аскорби-
новую кислоту определяли с помощью ВЭЖХ, то
во всех исследуемых образцах концентрации АК
были выше, а концентрации ДАК были ниже та-
ковых, установленных с помощью спектрофото-
метрического анализа. В результате величины ре-
докс-соотношений АК/ДАК и АК/АКсум также
были выше (табл. 1). Наблюдаемый эффект, веро-
ятно, обусловлен ошибкой спектрофотометриче-
ского метода, в котором следует учитывать влияние
пигментов и неспецифичную реакцию красителя.
Для этого необходимо вводить дополнительные
контрольные варианты и производить соответ-
ствующие вычисления. В то же время, такие кон-
трольные варианты не требуются для ВЭЖХ.

Несмотря на некоторые различия в концен-
трациях аскорбиновой кислоты при определении
разными методами, сравнение между собой вакуо-
лей, пластид и экстрактов ткани позволяло выявить
одну и ту же картину. Во-первых, независимо от
способа измерения, концентрация АКсум в вакуолях
была на порядок выше, чем в пластидах. Во-вторых,
в вакуолях и пластидах содержание АК превосхо-
дило содержание ДАК, тогда как в тканевом экстрак-
те, наоборот, ДАК было больше, чем АК. В-третьих,
величины соотношений АК/ДАК и АК/АКсум, полу-
ченные для вакуолей, были близки соответствую-
щим величинам, полученным для пластид (табл. 1).

Аскорбатоксидазная активность

В клетках растений разные ферменты окисляют
АК, изменяя ее редокс-состояние. В настоящей ра-
боте внимание уделено АО, так как некоторые фак-
ты из более ранних работ указывали на возможное
присутствие фермента в вакуолях растительных
клеток [10].

В вакуолях корнеплодов столовой свеклы мы
выявили АО-активность (рис. 1). Она оказалась
относительно высокой и превышала таковую пла-
стид. Однако самая высокая активность была в
экстрактах ткани. Ее максимальные значения
приходились на pH 6.0,хотя активность остава-
лась относительно высокой в довольно широком
диапазоне pH (pH 6.0–9.0) как у экстрактов тка-
ни, так и других исследуемых объектов (рис. 1).
На графике у кривых, отображающих изменение
АО-активности вакуолей и тканевого экстракта,
видны два пика. Они соответствовали pH 6.0 и 9.0. В
то же время у лейкопластов единственный пик
приходился на pH 6.0. Он был нечетко выражен,
так как активность незначительно снижалась при
pH 7.0, 8.0 и 9.0.

Возможно, два пика у кривых формировались
вследствие окисления АК сразу несколькими
ферментами, оптимальные pH для которых сильно
различались. В своих более ранних исследованиях
мы показали наличие фенольной пероксидазы
(ПО) в вакуолях клеток корнеплодов столовой
свеклы [18]. Известно, что АК служит субстратом
для ПО. Например, пероксидаза из корней хрена
катализировала реакции пероксидазного окисле-
ния АК в слабокислых и нейтральных условиях
[19]. Однако нас интересовала способность ПО
катализировать реакции оксидазного окисления
АК. Чтобы оценить вклад этого фермента в АО-
активность, мы провели эксперимент с перокси-
дазой хрена. Как оказалось, ее активность с АК в
отсутствие H2O2 (в оксидазных реакциях) была
довольно низкой (рис. 2). Повышение активности
происходило только в средах с pH 8.0 и, особенно,
pH 9.0. Таким образом, в условиях нашего экспе-
римента можно было ожидать небольшой вклад

Рис. 1. Изменение АО-активности в зависимости от
pH среды. 1 – изолированные вакуоли; 2 – экстракт
ткани; 3 – изолированные пластиды.
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ПО вакуолей и тканевого экстракта в АО-актив-
ность при pH 9.0, на который приходился второй
пик ферментативной активности на графиках
(рис. 1). Первый пик, соответствующий pH 6.0, по
всей видимости, отражал уровень активности АО.

Ингибиторный анализ
В растительном организме оксидазные реак-

ции, в которых АК выступает в качестве доноров
восстановительных эквивалентов для O2, катализи-
руют не только АО, но и другие оксидазы, напри-
мер, фенолазы (ПФО и лакказы) [2]. В пероксидаз-
ных реакциях АК окисляют аскорбатпероксидазы и
ПО [2, 19]. В связи с этим, у исследуемых образ-
цов следовало оценить вклад в АО-активность
других оксидоредуктаз, окисляющих АК. Для
этого использовали ингибиторы: 1) трополон, по-
давляющий ПФО; 2) DTNB, инактивирующую
лакказы; 3) ЭДТА, которая подавляла активность
ПФО и ПО и, согласно данным из литературы,
практически не влияла на активность АО; 4) NaN3,
подавляющий все рассматриваемые оксидоре-
дуктазы [18, 20, 21]. В некоторых работах для по-
давления АО применяли диэтилдитиокарбамат
или салицилальдоксим [2, 20]. В нашем случае
исследование с применением этих хелатных реа-
гентов было бы неинформативным, так как они
ингибировали многие металлсодержащие фер-
менты, в том числе ПФО и лакказы [21].

Используемые ингибиторы вносили в реакци-
онные среды с разными pH (pH 6.0, 80, 9.0). Как
оказалось, их эффект зависел от pH реакционной
среды. Исключение составлял азид натрия, при
котором снижение АО-активности на 80–90%
было отмечено в средах с pH 6.0, 8.0 и 9.0 у всех
исследуемых объектов (рис. 3а–в).

Рис. 2. Изменение активности пероксидазы хрена в
реакциях окисления аскорбиновой кислоты в отсут-
ствие H2O2 (АО-активность) в зависимости от pH ре-
акционной среды.
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В то же время, с трополоном заметное сниже-
ние АО-активности у вакуолей и тканевого экс-
тракта происходило в реакционных средах с
рН 9.0 (рис. 3а, в). Ранее мы показали снижение
активности вакуолярной ПО в пероксидазных и
оксидазных реакциях в среднем на 30%, если ре-
акционные среды содержали трополон [18]. В
связи с этим, наблюдаемый эффект в условиях с
рН 9.0 можно объяснить некоторым снижением
активности ПО. Трополон оказался более эффек-
тивным в случае пластид, у которых АО-актив-
ность снижалась в среднем на 60% в слабокислых
условиях (pH 6.0) (рис. 3б). По всей видимости,
это снижение было вызвано подавлением ПФО,
так как трополон является сильнодействующим
ингибитором для этого фермента. В средах с pH
8.0 и 9.0, содержащих трополон, ферментативная
активность снижалась лишь на 20–30%. Вероят-
но, в этих условиях вклад ПФО в АО-активность
был незначительным, а вклад АО, наоборот, был
существенным.

DTNB (признанный ингибитор лакказ) оказа-
лась малоэффективной в случае вакуолей и пла-
стид (рис. 3,б). Однако в экстрактах ткани АО-ак-
тивность снижалась в среднем на 30%. Возможно,
экстракты ткани содержали окисляющие АК ок-
сидоредуктазы, которые подавляла DTNB.

Эффект ЭДТА также зависел от pH-условий.
АО-активность снижалась у пластид в среднем на
50% при pH 6.0, а у вакуолей и тканевого экстрак-
та – на 20–40% при pH 8.0 и 9.0. Очевидно, что
АО-активность пластид понижалась вследствие
подавления ПФО. В то же время, незначительное
снижение АО-активности у вакуолей и тканевого
экстракта в среде с pH 6.0, возможно, происходило
из-за слабого инактивирования АО, которая менее
подвержена ингибирующему действию ЭДТА.

В целом, результаты ингибиторного анализа
показали, что АК в исследуемых образцах окис-
ляли оксидоредуктазы, подавляемые азидом на-
трия. Разные эффекты трополона и ЭДТА были
обусловлены величинами pH реакционной среды,
что косвенно указывало на функционирование
разных pH-зависимых ферментов. Подавление
АО-активности трополоном и ЭДТА при pH 6.0 (в
среднем на 50%) у лейкопластов свидетельствова-
ло о значительном вкладе в эту активность ПФО.
У вакуолей в этих условиях, по всей видимости,
преобладала активность аскорбатоксидазы.

Определение активности АО в ПААГ

Метод, с помощью которого выявляли актив-
ности АО в ПААГ, предусматривал применение
DCPIP [17]. Это синий хиноидный краситель, ко-
торый восстанавливается АК до бесцветного со-
единения (лейко-формы DCPIP) [15]. Мы моди-
фицировали метод, изменив способ нанесения

раствора DCPIP на пластину геля. На основе этого
раствора готовили 1% агарозный гель, который
формировали на поверхности исследуемого ПААГ.
Поскольку ПААГ (согласно протоколу, см. раздел
Материалы и методы) предварительно инкубиро-
вали в реакционных средах, содержащих АК, то
расположенный на его поверхности изначально
окрашенный агарозный гель довольно быстро
обесцвечивался. Синее окрашивание в агарозном
геле сохранялось только в зонах локализации
фермента.

Следует отметить, что в этом методе преду-
смотрено применение сразу двух субстратов АО, а
именно АК и DCPIP. В более ранних работах бы-
ла продемонстрирована способность АО окис-
лять DCPIP (лейко-формы) [22]. Оптимальный
pH для такой реакции был pH 7.5, тогда как опти-
мальный pH для реакции окисления АК был
pH 6.0 [20, 22, 23]. Поскольку, согласно протоко-
лу, реакционная среда должна содержать Трис-бу-
фер с pH 8.0, то можно предположить, что в этих
условиях при участии фермента будет окисляться
преимущественно восстановленный DCPIP. Что-
бы подтвердить это предположение, мы примени-
ли две реакционные среды с Трис-буфером, кото-
рые различались значениями pH (pH 6.0 и 8.0). На-
ряду с указанными средами, использовали среды
с фосфатным буфером с pH 6.0 и pH 8.0 для выяв-
ления активности ПО и ПФО.

Как отмечалось выше, ферментативную ак-
тивность визуализировали в ПААГ после элек-
трофоретического разделения отрицательно и
положительно заряженных белков при неденату-
рирующих условиях (CN-PAGE). К сожалению,
из-за низкой стабильности АО корнеплодов сто-
ловой свеклы мы не могли использовать изоэлек-
трическое фокусирование белков (ИЭФ) – более
приемлемый подход для такого исследования.

Вакуоли. Если пластины геля с отрицательно
заряженными белками инкубировали в реакци-
онной среде с фосфатным буфером, содержащим
субстраты, то проявлялась активность анионных
изоформ ПО, которые катализировали: перокси-
дазное окисление DAB (pH 6.0); оксидазное
окисление пирокатехина (pH 8.0); окисление АК
или DCPIP (pH 6.0) (рис. 4б–г). Следует отме-
тить, что зоны, окрашенные DCPIP, довольно
быстро исчезали (в течение 30 мин). Возможно, в
условиях эксперимента, когда DCPIP восстанав-
ливался АК, ПО окисляла главным образом вос-
становленный краситель, а не АК. Предположи-
тельная последовательность окислительно-вос-
становительных реакций:

Очевидно, что требуется отдельное исследование
этих реакций.

� � �

- - -
2АКе DCPIPе ПОе О

или ДАК оптимальный pH( 6.0).
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Пероксидаза хрена

В реакционной среде с фосфатным буфером с
pH 8.0 активность ПО заметно снижалась, а в об-
ласти белков с низкой электрофоретической по-
движностью появлялась дополнительная зона с
АО-активностью (рис. 4д). Когда в эти же среды
добавляли трополон, активность ПО становилась
слабо различимой (рис. 6б). Хорошо просматри-
валась активность в дополнительной зоне. При
наличии ЭДТА в реакционной среде активность
ПО исчезала. АО-активность сохранялась только
в дополнительной зоне (рис. 6в). DTNB не оказы-
вала видимого эффекта (данные не приводятся).

Таким образом, в реакционных средах с фос-
фатным буфером в ПААГ проявлялась в основ-
ном активность ПО, которая была неспецифич-
ной ферментативной активностью в настоящем
эксперименте. Картина заметно менялась, когда
использовали Трис-буфер. Известно, что буфер-
ные системы способны инактивировать некото-
рые ферменты [20]. В то же время, установлено,
что активность АО в Трис-буфере была выше, чем
в других буферных системах [20]. В средах с Трис-
буфером с pH 6.0 и 8.0 активность изоформ ПО в
области белков с высокой электрофоретической
подвижностью не проявлялась. Однако АО-ак-
тивность становилась более выраженной (осо-
бенно в средах с pH 8.0) в двух зонах в области
белков с медленной электрофоретической по-
движностью (рис. 4е, ж). Из двух зон одна не со-
ответствовала зоне локализации изоформы ПО и
не исчезала при наличии ЭДТА в реакционной
среде (рис. 4ж, 6в). В этой зоне располагалась АО.

Поскольку активность АО в ПААГ оказалась
высокой в реакционной среде с Трис-буфером с
pH 8.0, то можно предположить следующую по-
следовательность реакций:

Мы допускаем, что при таком способе визуализа-
ции ферментативной активности в ПААГ суб-

� � �

- - -
2АКе DCPIPе АОе О оптимальный( pH 8.0).

стратом для АО служил восстановленный DCPIP,
а не АК.

Что касается катионных белков, то в пласти-
нах геля с положительнозаряженными белками
зоны с активностью АО не обнаружены (рис. 5).
Так называемая АО-активность была сосредото-
чена только в зонах с катионными изоформами ПО
(рис. 5б, г). Эти зоны появлялись, когда ПААГ ин-
кубировали в реакционных средах с фосфатным
буфером (pH 6.0), но отсутствовали, когда гели
инкубировали в средах с Трис-буфером (pH 8.0)
(рис. 5в).

Рис. 4. Ферментативная активность в ПААГ после
электрофоретического разделения отрицательно за-
ряженных белков: (а) – маркерные белки; (б) – актив-
ность пероксидазы с DAB в реакционной среде, со-
держащей фосфатный буфер с pH 6.0; (в) – полифе-
нолоксидазная активность с пирокатехином и PPD в
среде с фосфатным буфером с pH 8.0 (для образцов
вакуолей, экстрактов ткани и пероксидазы хрена) и
среде с фосфатным буфером с pH 6.0 (для образцов
пластид); (г) – АО-активность в реакционной систе-
ме, содержащей субстраты АК и DCPIP, а также фос-
фатный буфер с pH 6.0; (д) – АО-активность в среде с
фосфатным буфером с pH 8.0; (е) – АО-активность в
среде с Трис-буфером с pH 6.0; (ж) – АО-активность
в среде с Трис-буфером с pH 8.0. 1, 3, 4, 5 – изоформы
пероксидазы (в образцах вакуолей, экстрактов ткани)
или изоформы полифенолоксидазы (в образцах пла-
стид); 2 – изоформа аскорбатоксидазы.
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Экстракт ткани. Расположение зон с фермен-
тативной активностью в ПААГ у образцов вакуо-
лей и тканевого экстракта полностью совпадало
(рис. 4, 5). Эффекты трополона и ЭДТА на перок-
сидазную активность вакуолей и тканевого экс-
тракта были идентичными (рис. 6б, в). Следует
отметить более высокую активность ПО тканево-
го экстракта, которая сохранялась при инкубации
ПААГ в реакционной среде с Трис-буфером с
pH 6.0 (рис. 4ж). Однако она практически исчеза-
ла в Трис-буфере с pH 8.0. Вместе с тем, в этих
условиях так же, как и в вакуолярных образцах,
были хорошо видны две зоны в области белков с
низкой электрофоретической подвижностью, в
одной из которых располагалась АО (рис. 4ж,6в).

Пластиды. В отличие от вакуолей и экстрактов
ткани, у пластид активность с DAB не проявля-
лась, если пластины геля инкубировали в среде с
фосфатным буфером с pH 6.0 (рис. 4б). Однако в
этих условиях была видна активность анионных и
катионных изоформ ПФО с субстратом пирока-
техином (рис. 4в, 5б). В зонах с изоформами ПФО
проявлялась активность с DCPIP и АК (рис. 4г, 5г),
которую подавляли трополон и ЭДТА (рис. 6б, в).
Предположительная последовательность реакций:

В случае с ПФО мы также допускаем окисление
DCPIP (лейко-формы), а не АК.

В реакционных средах с pH 8.0 (с фосфатным
буфером или Трис-буфером) в ПААГ появлялась
дополнительная зона в области белков с медленной
электрофоретической подвижностью (рис. 4д, ж).
На ферментативную активность в этой зоне не
влияли трополон и ЭДТА (рис. 6б, в), что указы-
вало на локализацию в ней аскорбатоксидазы.

В ПААГ с положительно заряженными белка-
ми (катионными белками) дополнительные зоны
с активностью АО не выявлены. Наблюдаемая ак-
тивность была сосредоточена только в зонах ло-
кализации изоформ ПФО (Рис. 5б–г).

Пероксидаза хрена. Одновременно с анализи-
руемыми образцами исследовали пероксидазу из
корней хрена (рис. 4). Этот фермент катализиро-
вал реакции пероксидазного (с DAB) и оксидаз-
ного (с пирокатехином) окисления субстратов в
реакционных средах с фосфатным буфером (с
pH 6.0 и pH 8.0) (рис. 4а, б). Если инкубацию про-
водили в этих же реакционных средах, но при нали-
чии АК и DCPIP, то в пластинах ПААГ также была
видна активность изоформ ПО хрена (рис. 4г, д).
Эта активность снижалась в реакционной среде с
Трис-буфером с pH 6.0 и практически исчезала в
реакционной среде с тем же буфером с pH 8.0
(рис. 4ж). Таким образом, эти результаты совпа-
дали с результатами, полученными для ПО вакуо-

� � �
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2АКе DCPIPе ПФОе О

оптимальный pH 6( .0).

Рис. 5. Ферментативная активность в ПААГ после
электрофоретического разделения положительно за-
ряженных белков: (а) – маркер трипсиноген (pI 9.3);
(б) – активность пероксидазы (ПО) с DAB (в вакуо-
лях и экстрактах ткани) и полифенолоксидазы
(ПФО) c пирокатехином и PPD (в пластидах) при ин-
кубации в реакционных средах, содержащих фосфат-
ный буфер с pH 6.0; (в) –АО-активность с АК и
DCPIP в среде с фосфатным буфером, pH 6.0; (г) –
АО-активность в среде с Трис-буфером, pH 8.0. 1, 2 –
изоформы ПО (у вакуолей и экстрактов ткани) и изо-
формы ПФО (у пластид).
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лей и экстрактов ткани корнеплодов столовой
свеклы.

ОБСУЖДЕНИЕ

На протяжении многих лет сохранятся высо-
кий интерес к компартментализации аскорбино-
вой кислоты в растительной клетке. Она выявле-
на практически во всех клеточных структурах (яд-
ре, хлоропластах, митохондриях, пероксисомах,
вакуолях, цитозоле), однако ее основная функ-
ция в них во многом неясна [3, 10]. Вакуоли и лей-
копласты покоящихся корнеплодов столовой
свеклы тоже содержали аскорбиновую кислоту.
Величины концентраций АКсум свидетельствовали
о преимущественном накоплении аскорбиновой
кислоты в вакуолях по сравнению с пластидами.
Вместе с тем самая высокая концентрация AКсум
была обнаружена в водном экстракте ткани. Оче-
видно, в клетках корнеплодов столовой свеклы
основной пул аскорбиновой кислоты сосредото-
чен в цитозоле. Согласно современным представ-
лениям, местом локализации аскорбиновой кис-
лоты в растительной клетке служит, главным об-
разом, цитозоль [1, 3–5].

Сравнивая собственные результаты с данными
из литературы, мы пришли к заключению, что на
сегодняшний день нет единого мнения относи-
тельно содержания аскорбиновой кислоты в ва-
куолях клеток растений. Согласно данным, полу-
ченным для корней A. rusticana, в вакуолях может
быть самое высокое содержание аскорбиновой
кислоты (до 70–90% всей АКсум клетки) [7]. В то
же время, в протопластах H. vulgare, а также в
клетках листьев A. thaliana и Nicotina tabacum самое
высокое содержание установлено для цитозоля, а

самое низкое – у вакуолей [3, 25]. Однако у вакуо-
лей оно в несколько раз повышалось в стрессирую-
щих условиях. В вакуолях корней C. maxima аскор-
биновая кислота не обнаружена [10]. В вакуолях ли-
стьев V. faba ее концентрация достигала 6 мкМ/мг
белка [8]. В вакуолях корнеплодов столовой свеклы
в нашем исследовании концентрация аскорбино-
вой кислоты соответствовала 5 мкМ/мг белка.

В листьях Hordeum vulgare содержание восста-
новленной формы АК в вакуолях могло достигать
15–26% от общего содержания в клетке. В этом же
исследовании доля восстановленной формы АК в
хлоропластах соответствовала 8–16% [25]. В дру-
гой работе концентрация АК в хлоропластах ли-
стьев Spinacia oleracea составляла 50% от общего
содержания [26]. Лейкопласты корнеплодов сто-
ловой свеклы, согласно результатам настоящего
исследования, напротив, содержали мало АК
(0.3-0.4 мкМ/мг белка).

В нормальных условиях концентрация АК в
компартментах клетки намного превосходит кон-
центрацию ДAК. Количество ДАК, как правило,
составляет 10% от AКсум. Однако концентрация
ДАК может существенно увеличиваться вслед-
ствие усиления окислительных процессов или за-
медления метаболических процессов [1, 4, 27].
Результаты нашего исследования показали, что
вакуоли и лейкопласты покоящихся корнеплодов
столовой свеклы содержали довольно много
ДАК. Величины соотношений AК/ДАК у лейко-
пластов (1.2 и 1.9) корнеплодов столовой свеклы
были заметно ниже величин этого соотношения у
хлоропластов P. sativum (3.9–4.2) [6]. Вероятно, у
разных растительных объектов большое значение
имели фазы развития и функции пластид. В отли-
чие от растений P. sativum, корнеплоды свеклы

Рис. 6. Эффект ингибиторов на ферментативную активность в ПААГ после электрофоретического разделения отри-
цательно заряженных белков. Пластины геля инкубировали в реакционной среде с фосфатным буфером, pH 8.0: (а) –
контрольный вариант; (б) – с трополоном; (в) – с ЭДТА. 1, 3–5 – изоформы пероксидазы (в образцах вакуолей и экс-
трактов ткани) или изоформы полифенолоксидазы (в образцах пластид). 2 – изоформа аскорбатоксидазы.
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находились в фазе физиологического покоя, для
которой характерна относительно низкая интен-
сивность жизнедеятельности, а их пластиды были
представлены лейкопластами, функция которых
существенно отличалась от функции хлоропла-
стов.

Таким образом, накопление ДАК в клетках
корнеплодов можно объяснить физиологическим
покоем. Возможно, в фазу покоя снижалась ак-
тивность дегидроаскорбатредуктаз цитозоля и за-
медлялось восстановление ДАК [4, 27]. Согласно
современным представлениям, ДАК транспорти-
руется из апопласта и центральной вакуоли в ци-
тозоль, в котором происходит ее восстановление
[1, 4, 25]. Целесообразность накопления ДАК в
клетках корнеплода объясняли некоторые факты
из литературы, которые указывали на специфиче-
скую роль аскорбиновой кислоты в росте и разви-
тии растения. Например, АК необходима для деле-
ния клеток [27]. Если содержание АК низкое, то
пролиферация клеток снижается [10]. А для быст-
ро делящихся клеток характерно низкое внутри-
клеточное содержание ДАК и высокое редокс-со-
отношение АК/АКсум [27]. В связи с этим можно
предположить, что низкое редокс-соотношение
АК/АКсум у клеток корнеплодов столовой свеклы
в период физиологического покоя – один из ме-
ханизмов ингибирования ростовых процессов.

Направленность окислительно-восстанови-
тельных процессов в системе АК ↔ ДАК во многом
зависит от активности ферментов, окисляющих AК
(АО, аскорбатпероксидазы), а также ферментов,
восстанавливающих МДА и ДАК (монодегидроас-
корбатредуктазы и дегидроаскорбатредуктазы) [2].
Как уже отмечалось выше, все формы аскорбино-
вой кислоты (АК, ДАК, МДА), а также указанные
аскорбат-зависимые ферменты объединены в си-
стему аскорбиновой кислоты [1]. Некоторые эле-
менты этой системы были выявлены в вакуолях
[1, 10]. Сопоставление известных фактов и соб-
ственных результатов позволило предположить,
что аккумулируемая вакуолями АК могла слу-
жить субстратом для вакуолярной АО.

Следует отметить, что сведений об АО, специ-
фичной только для растений и грибов, не так
много, как можно было бы ожидать. Этот фер-
мент из семейства мультимедных оксидаз (из
группы “голубых оксидаз”) катализирует четы-
рехэлектронное восстановление О2 [4, 28]. При-
мечательно, что АК – не единственный субстрат
для АО, донорами восстановительных эквивален-
тов могли быть полифенолы и ароматические по-
лиамины [4].

Основная биологическая функция АО, не-
смотря на многолетние исследования, до сих пор
не установлена. Согласно одним данным, актив-
ность AO была связана с ростом растяжением
[27]. Механизм, посредством которого фермент

влиял на растяжение клетки, мог быть опосредован
АК, поскольку AO приписывали роль регулятора
содержания AК [27]. Согласно другим данным, ос-
новная функция АО заключалась в управлении
концентрациями кислорода [4, 5, 10, 27]. Некото-
рые факты указывали на то, что основная функция
АО связана с катализом внутриклеточного синте-
за воды при гиперосмотическом стрессе [4, 29].
Эта функция предполагает локализацию АО в
клеточных структурах, которым необходима за-
щита от гиперосмотического повреждения. Од-
нако фермент выявлен, главным образом, в цито-
золе и апопластном пространстве [4, 10]. Только
единичные факты указывали на локализацию в
хлоропластах [29], пероксисомах, Аппарате Голь-
джи и вакуолях [10]. Если на сегодняшний день
AO из клеточных стенок и цитозоля относительно
хорошо охарактеризованы [27], то АО других кле-
точных структур практически не изучены. Оче-
видно, что сравнение биохимических и физиоло-
гических характеристик ферментов разной лока-
лизации могло быть полезным для определения
главной роли АО в растительном организме.

Рассматривая основные биохимические харак-
теристики АО растений, следует отметить важное
свойство АО, которое заключается в сохранении
каталитической активности в довольно широком
диапазоне pH 4.0–9.0 [16, 20]. Оптимумы pH для
АО были обусловлены природой окисляемого
субстрата, поэтому варьировали в широких пре-
делах (от pH 4.0 до pH 8.0) [20, 23]. Для реакций
окисления АК оптимальными, как правило, были
слабокислые условия. Например, с АК в качестве
субстрата, активность АО из плодов C. melo была
высокой при pH 4.5–6.3, а из плодов C. maxima –
при pH 5.5–7.0 [30]. В то же время для изоформы
АО из хлоропластов Chaetomorpha linum были по-
казаны оптимумы pH, которые изменялись в пре-
делах pH 5.8–7.8 [29]. В нашем исследовании АО-
активность, которую определяли с помощью
спектрофотометрического метода, используя АК
в качестве субстрата, была также относительно вы-
сокой в довольно широком диапазоне pH 6.0–9.0.
Результаты ингибиторного анализа позволили
предположить некоторый вклад в АО-активность
фенольной пероксидазы в условиях с pH 9.0. В то
же время у лейкопластов весомый вклад в АО-ак-
тивность, особенно при pH 6.0, по всей видимо-
сти, вносила ПФО. Ранее мы установили, что для
ПФО лейкопластов корнеплодов столовой свеклы
оптимальными были слабокислые условия [18].
Если для АО вакуолей и тканевого экстракта
pH 6.0 можно было рассматривать как оптималь-
ный pH, то для АО пластид определить оптималь-
ный pH не представлялось возможным из-за вы-
сокой активности ПФО в слабокислых условиях.
В случае с пластидами нам удалось установить
pH, при котором активность АО оставалась отно-
сительно высокой, по сравнению с активностью
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ПФО – это pH 8.0 и 9.0. В целом, относительно
высокая активность АО клеток корнеплодов сто-
ловой свеклы в широком диапазоне pH говорила
о возможном эффективном функционировании
фермента как в кислых условиях вакуолярного
содержимого (pH 5.5–6.9), так и в нейтральных
условиях стромы пластид (pH 7.3).

Аскорбатоксидаза имеет довольно сложную
структуру. Активный фермент представлен ди-
мерным или тетрамерным белком, гликопротеи-
ном с молекулярной массой мономера: 64 кДа
(C. maxima); 68 кДа (Cucumis melo, Cucumis sativus);
72 кДа (Cucurbita pepa) [28]. Аминокислотная по-
следовательность субъединиц АО из разных расте-
ний высоко консервативна (до 80% идентичности).
Кроме того, они обладали сигнальной последова-
тельностью, типичной для секретируемых белков
[28]. В связи с этим, фермент мог транспортиро-
ваться во внеклеточное пространство и централь-
ную вакуоль. Так, в работе Liso с соавт. [10], иммун-
ные метки, ассоциированные с АО, были видны
как в апопластном пространстве листьев C. maxi-
ma, так и в вакуолях, а также в Аппарате Гольджи.

Обычно АО была представлена несколькими
изоформами, количество которых варьировало в
зависимости от вида растения. У C. melo были вы-
явлены шесть изоформ АО, [16, 28], у C. sativus –
три, у N. tabacum – одна изоформа [27]. Однако
изоформ могло быть намного больше. Например,
у C. maxima АО была представлена четырнадца-
тью изоформами. Изоформы АО, чаще всего, бы-
ли анионными белками с pI 5.1–6.6. У некоторых
объектов обнаруживали катионную изоформу с
pI 8.0–8.3 [24]. В нашем исследовании активность
АО выявлена в ПААГ с анионными белками (у всех
анализируемых образцов). Зона со специфичной
для АО активностью располагалась близко к зо-
нам маркерных белков с молекулярной массой
116 и 205 кДа (рис. 4а). Следует отметить, что ме-
тод CN-PAGE с последующей визуализацией ак-
тивности в геле позволял определить, главным
образом, активность фермента, но довольно при-
близительно позволял оценить количество его
изоформ и их молекулярную массу.

В некоторых более ранних работах методы
CN-PAGE или ИЭФ с последующей визуализа-
цией активности в пластинах геля применялись
как основные подходы для определения изофер-
ментного состава АО [16, 28]. Количество изо-
форм при таком способе определения могло быть
довольно большим. Наш опыт показал, что изо-
формы ПФО и ПО, сохраняющие активность при
определенных условиях, способны демонстриро-
вать так называемую АО-активность. В связи с
этим их можно принять за изоформы АО. Оче-
видно, что для более точного определения коли-
чества изоформ АО необходимо использовать

разные подходы, а также тщательно подбирать
буферные системы и оптимальные pH.

В заключение следует отметить, что полученные
результаты продемонстрировали наличие аскорби-
новой кислоты и аскорбатоксидазы в вакуолях кле-
ток корнеплодов столовой свеклы в период физио-
логического покоя. Вакуоли характеризовались
более высоким содержанием АК и ДАК, а также
относительно высокой активностью АО по срав-
нению с лейкопластами. Наличие АК, ДАК и АО
свидетельствовало о функционировании системы
аскорбиновой кислоты в вакуолярном компарт-
менте растительной клетки.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей в качестве объектов
исследований. Авторы заявляют, что у них нет
конфликта интересов.
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У четырех сортов лука-порея (Allium porrum L.) определена последовательность кДНК гомологов ге-
на VTC2, кодирующего ГДФ-L-галактозофосфорилазу – ключевой фермент L-галактозного пути
биосинтеза аскорбиновой кислоты (АК). Определена вариабельность кДНК VTC2 и кодируемых
ими ферментов у анализируемых сортов. Определены профили экспрессии гена VTC2 в корнях,
донце, белой части и в листьях каждого сорта в период активного роста (август), сбора урожая (ок-
тябрь) и через два месяца хранения (декабрь). Обнаружено, что в корнях ген VTC2 экспрессируется
сходным образом у всех исследуемых сортов, при этом максимальный уровень транскрипции при-
ходится на октябрь. После двух месяцев хранения в анализируемых тканях лука-порея наблюдалось
снижение уровней транскрипции VTC2. Было определено содержание АК в тканях сортов, которое
положительно коррелировало с уровнем экспрессии VTC2 в зеленых листьях (r = 0.34), тогда как в
белой части растений корреляция была отрицательной (r = −0.58). В ответ на холодовой стресс
(+4°С) изменение уровня транскрипции VTC2 в зеленых листьях лука-порея наблюдалось только
через 6 ч инкубации. В зеленых листьях лука-порея уровни экспрессии VTC2 и содержание АК через
24 ч были сопоставимы с исходными (0 ч) значениями и в нормальных условиях, и в ответ на холо-
довой стресс.

Ключевые слова: Allium porrum, лук-порей, содержание витамина С, ГДФ-L-галактозофосфорилаза,
VTC2, профиль экспрессии, холодовой стресс
DOI: 10.31857/S0015330320060020

ВВЕДЕНИЕ

В процессе фотосинтеза, фотодыхания, а так-
же при воздействии различных стрессовых фак-
торов, таких как избыток ультрафиолетового из-
лучения, засуха, экстремальные температуры,
атаки патогенов и др., в клетках растений обра-
зуются активные формы кислорода (АФК), спо-
собные окислять компоненты мембран, приво-
дить к деградации нуклеиновых кислот, белков и
пигментов, что, в конечном итоге, вызывает ги-
бель клеток [1]. Для предотвращения накопле-
ния АФК и минимизирования негативных по-
следствий их перепроизводства, растительные
клетки выработали сложную антиоксидантную
систему. К ферментативной антиоксидантной
системе относятся такие ферменты как суперок-
сиддисмутаза (SOD; EC 1.15.1.1), каталаза (CAT;

EC 1.11.1.6), глутатионредуктаза (GR; EC 1.6.4.2),
аскорбатпероксидаза (APX; EC 1.11.1.11), моноде-
гидроаскорбатредуктаза (MDHAR; EC 1.8.5.1) и де-
гидроаскорбатредуктаза (DHAR; EC 1.8.5.1) [1, 2].
К неферментативной антиоксидантной системе
относятся каротиноиды, антоцианы, некоторые
полифенолы, глутатион, а также витамины –
α-токоферол (витамин Е) и L-аскорбиновая
кислота (АК, витамин С) [2]. Указанные антиок-
сиданты обнаружены почти во всех клеточных
компартментах, что подчеркивает важность де-
токсикации АФК для выживания клеток [1].

L-аскорбиновая кислота – один из самых рас-
пространенных водорастворимых антиоксидантов
растительных клеток. Помимо антиоксидантной
функции, АК вовлечена в процессы клеточного ро-
ста и деления, а также является субстратом для
синтеза других соединений и кофактором неко-
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торых ферментов, вовлеченных, например, в пути
биосинтеза каротиноидов и антоцианов [3, 4].
Несмотря на важность и разнообразие выполняе-
мых функций, метаболические пути АК до недавне-
го времени оставались неизученными, а некоторые
ферменты промежуточных этапов биосинтеза не
определены до сих пор [4]. К настоящему времени
описаны четыре основных пути биосинтеза АК –
L-галактозный, L-гулозный, галактуроновый и
мио-инозитоловый [4, 5]. L-галактозный путь
(путь Смирнова-Уилера) считается доминирую-
щим у растений [4]. Для этого пути определены
все ферментативные стадии – в результате вось-
ми последовательных реакций из D-фруктозы-6-Ф
образуется L-аскорбиновая кислота [4, 6].

Ключевым ферментом L-галактозного пути яв-
ляется ГДФ-L-галактозофосфорилаза (EC 2.7.7.69),
катализирующая превращения ГДФ-L-галактозы
в L-галактоза-1-фосфат, который является пер-
вым соединением на пути биосинтеза АК [4, 7].
Для многих видов растений было показано, что
увеличение экспрессии гена ГДФ-L-галактозо-
фосфорилазы приводит к повышению АК в 1.4–
6.0 раз, что сделало данный ген одной из мише-
ней в стратегиях по увеличению содержания АК в
растениях [6]. Также, была выявлена положи-
тельная связь между увеличением экспрессии ге-
на ГДФ-L-галактозофосфорилазы и толерантно-
стью растения к абиотическим стрессам [8].

К настоящему времени последовательности ге-
нов, кодирующих ГДФ-L-галактозофосфорилазу,
идентифицированы у многих видов растений. При
этом геном некоторых растений, например, Arabi-
dopsis thaliana, содержит два паралогичных гена
VITAMIN C (VTC) 2 и VTC5, кодирующие изофор-
мы данного фермента, которые совместно регули-
руют L-галактозный путь [9]. Было показано, что
оба гена VTC2 и VTC5 экспрессируются в листьях,
стеблях, корнях, цветках и стручках A. thaliana, од-
нако уровень транскрипции VTC2 на 2–3 порядка
выше, чем VTC5. Более того, содержание L-аскор-
бата в листьях растений с выключенной транскрип-
цией VTC5 не отличалось от такового у растений
дикого типа [9]. Интересно также, что в ответ на
окислительный стресс в клетках водоросли Chlam-
ydomonas reinhardtii повышался уровень мРНК
именно VTC2, что сопровождалось синтезом и
накоплением L-аскорбата [10]. Очевидно, что из
двух паралогов главная роль принадлежит VTC2,
а VTC5, по-видимому, имеет вспомогательную
функцию.

Среди овощных культур с высоким содержани-
ем витамина С важное место занимают луковые
культуры, в том числе, лук-порей (Allium porrum L.).
Количество АК в зеленых листьях этого растения
может достигать 8.5 мг/г сухой массы [11]. Отбе-
ленная часть ложного стебля лука-порея (употреб-
ляемой в пищу) содержит значительно меньше ви-

тамина С, чем зеленые листья [11]. Несмотря на то,
что лук-порей является перспективным объектом
для селекции сортов с повышенным содержани-
ем витамина С, ни у лука-порея, ни и у других ви-
дов Allium, гены биосинтеза аскорбиновой кисло-
ты до сих пор не идентифицированы и не изучены.

Целью данной работы стала идентификация
гена ГДФ-L-галактозофосфорилазы (VTC2) у лу-
ка-порея, определение профиля его экспрессии в
различных частях растения в процессе вегетации
и хранения, а также в ответ на холодовой стресс и
дневное освещение, и оценка возможной корре-
ляции уровня транскрипции VTC2 и содержания
витамина С в зеленых листьях и отбеленной части
ложного стебля лука-порея.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для проведения работы были использованы

четыре сорта лука-порея – Blauwgroene winter,
Коламбус, Otina и Pandora. Растения были выра-
щены в коллекционном питомнике Федерального
научного центра овощеводства (ФНЦО). Для ра-
боты использовали растения, соответствующие
трем временным точкам – август (активный рост),
октябрь (уборка урожая) и декабрь (после двухме-
сячного периода хранения в овощехранилище
при температуре 2°С и влажности 70%, без осве-
щения). Собирали и замораживали (−80°С) об-
разцы тканей корней, донца (видоизмененный
стебель), листьев (фрагменты взрослых листьев в
10 см от белой части) и белой части (поперечный
срез шириной 0.5 см отбеленного ложного стебля
в 2 см от донца). Из данных образцов выделяли
суммарную РНК, которую дополнительно очи-
щали от примесей ДНК (наборы RNeasy Plant
Mini Kit и RNase free DNasy set; “QIAGEN”, Гер-
мания) и использовали для синтеза кДНК (набор
GoScriptтм Reverse Transcription System; “Prome-
ga”, США).

С целью разработки праймеров для амплифика-
ции гомологов гена VTC2 у лука-порея проводили
поиск последовательностей, гомологичных VTC2,
у видов Allium в базе транскриптомных данных
NCBI_TSA (Transcriptome Shortgun Assembly) с
помощью BLAST-N (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
На основе выявленных транскриптов разрабаты-
вали специфичные праймеры. Данные праймеры
и препараты кДНК использовали для амплифи-
кации полноразмерных кодирующих последова-
тельностей гомологов гена VTC2 у образцов
A. porrum L. ПЦР-продукты ожидаемой длины
очищали с помощью QIAEX® II Gel Extraction kit
(“QIAGEN”, Германия) и секвенировали с ис-
пользованием тех же праймеров на ABI Prism 3700
DNA Analyzer (“Applied Biosystems”, США). Ана-
лиз и выравнивание полученных нуклеотидных и
аминокислотных последовательностей проводи-
ли с помощью программы MEGA 7.0 (https://
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www.megasoftware.net/). Консервативные домены
и мотивы в белках определяли с помощью про-
грамм NCBI-CDD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/cdd/wrpsb.cgi). Влияние аминокислотных
замен на структуру и функции белков предсказы-
вали с помощью программы PROVEAN (http://
provean.jcvi.org/index.php).

Пространственно-временной профиль экспрес-
сии гена VTC2 в корнях, донце, листьях и белой ча-
сти исследуемых сортов лука-порея определяли
методом ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР). На
основе транскриптов, гомологичных VTC2, выяв-
ленных у видов Allium, разрабатывали специфич-
ные праймеры для проведения РВ-ПЦР. Относи-
тельный уровень экспрессии VTC2 определяли по
референсным генам GAPDH [12] и UBQ [13]. Для
проведения РВ-ПЦР использовали набор “Реак-
ционная смесь для проведения РВ-ПЦР в присут-
ствии SYBR GreenI и ROX” (ООО “Синтол”, Рос-
сия) и амплификатор CFX96 Real-Time PCR De-
tection System (“Bio-Rad Laboratories”, США).
В качестве матрицы использовали препарат кДНК
каждого образца в количестве 3 нг. Реакции про-
водили в двух биологических и трех технических
повторах в следующих условиях: 95°C – 5 мин;
40 циклов (95°C – 15 с, 62°C – 50 с).

Для определения содержания АК использова-
ли набор “L-Ascorbic acid” (“R-Biopharm AG”,
Германия). Статистическую обработку результа-
тов РВ-ПЦР и биохимического анализа проводи-
ли с помощью программы GraphPad Prism v. 8
(https://www.graphpad.com).

Для симуляции холодового стресса, 60-днев-
ные растения лука-порея сорта Коламбус поме-
щали в климатическую камеру с регулируемыми
условиями (день/ночь – 16/8 ч, 22/16°С, осве-
щенность 190 ммоль/(м2 с)). Через 14 дней после
такой инкубации собирали листовой материал
(контрольная группа, в двух технических повто-
рах) в четырех временных точках (0 – за 15 минут
до включения света, затем через 2, 4, 6 и 24 часа).
На следующий день за 15 минут до включения
света в климатической камере меняли температу-
ру (условия: день/ночь – 16/8 ч, температура 4°С,
освещенность 190 ммоль/(м2 с). Ткани листьев (в
двух технических повторах) подвергнутых стрессу
растений отбирали через те же временные интер-
валы, что и образцы контрольной группы. При
этом проба (0 ч) непосредственно отбиралась пе-
ред включением низкотемпературного режима.
Собранный листовой материал использовали для
выделения препаратов суммарной РНК (с после-
дующим синтезом кДНК), исследования профи-
ля экспрессии гена VTC2 (РВ-ПЦР) и биохими-
ческого анализа (определение содержания АК;
протоколы см. выше).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для исследования были отобраны четыре сорта

лука-порея – Blauwgroene winter, Коламбус, Otina
и Pandora, которые по предварительным измере-
ниям различались содержанием АК в белой части
растений (44, 46, 31 и 59 мг/100 г сырой массы, со-
ответственно), а также морфологией ложного
стебля – тонкий у первых двух сортов (2–4 см),
мощный и толстый (5–7 см) у двух последних.

Так как в базе данных NCBI отсутствуют ка-
кие-либо аннотированные у видов Allium после-
довательности, гомологичные VTC2, то с целью
разработки праймеров для амплификации данного
гена у лука-порея был проведен поиск гомологов
VTC2 Asparagus officinalis (XM_020388507.1; ближай-
ший родственный вид, геном которого полностью
секвенирован и аннотирован) в базе транскрип-
томных данных (NCBI_TSA). Были выявлены го-
мологичные VTC2 транскрипты у видов Allium
(A. ampeloprasum L. (GFAR01020967.1), A. cepa L.
(GBGJ01076064.1) и A. sativum L. (GFAP01091649.1)).
На основе их последовательностей были разра-
ботаны специфичные праймеры ApVTC2F
(5'-GTTCTCCTTCCGATTTGCT-3') и ApVTC2R
(5'-ATTCCATARATACTGACTTCAG-3'). С их по-
мощью были амплифицированы и секвенированы
последовательности гомологов гена VTC2 анали-
зируемых в работе сортов лука-порея. Для опреде-
ления методом РВ-ПЦР уровней транскрипции
гомолога гена VTC2 в различных органах лука-по-
рея были разработаны специфичные праймеры
rtVTC2F (5'-GGTGTCAAGCGTGTGTATCTG-3') и
rtVTC2R (5'-TTCCCAAACAGCGGGATTGAC-3').

Длина полноразмерной кодирующей последо-
вательности гомологов VTC2 у всех четырех анали-
зируемых образцов лука-порея была инвариантна
и составила 1275 п.н. Анализ вариабельности по-
следовательностей гомологов VTC2 (в сравнении
с VTC2 A. ampeloprasum) выявил 15 нуклеотидных
замен (SNPs), наибольшее количество замен бы-
ло идентифицировано у сорта Otina (10 SNPs).

Полученные нуклеотидные последовательно-
сти были транслированы. Сравнение полученных
белков с последовательностями базы данных
NCBI подтвердило их структурную гомологию с
ферментом ГДФ-L-галактозофосфорилазой. Раз-
мер белка у всех исследуемых сортов лука-порея
был инвариантен и составил 424 а.о. С помощью
NCBI-CDD в последовательностях анализируе-
мых белков VTC2 был выявлен консервативный
домен ГДФ-L-галактозогексозо-1-фосфат-гуани-
лтрансферазы (PLN03103) в положении 1–393 а.о.
Также, в анализируемых последовательностях бел-
ков был идентифицирован консервативный мотив
HLHFQ (233–237 а.о.), являющийся каталитиче-
ским центром ГДФ-L-галактозофосфорилазы.

Обнаруженные в кДНК нуклеотидные замены
приводили к пяти замещениям а.о. (P37A, S56C,
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A365P, R406S, A417S). Последовательности VTC2
у сортов Blauwgroene winter и Pandora были иден-
тичны, тогда как VTC2 сортов Otina и Коламбус
содержали одно (P37A) и четыре (S56C, A365P,
R406S, A417S) замещения, соответственно. Ана-
лиз всех обнаруженных замещений в программе
PROVEAN предсказал их нейтральный характер,
что может свидетельствовать о консервативности
каталитической функции идентифицированных
ферментов VTC2 у сортов лука-порея.

Методом РВ-ПЦР был определен профиль
экспрессии гена VTC2 в корнях, донце, белой ча-
сти и листьях растений в фазе активного роста
(август), сбора урожая (октябрь) и через два меся-
ца хранения (декабрь) (рис. 1). Экспрессия гена
VTC2 была выявлена во всех анализируемых орга-
нах сортов лука-порея. Для исследуемых сортов
был характерен схожий профиль экспрессии VTC2
в корнях с максимумом в растениях, собранных в

октябре (рис. 1). Уровни экспрессии VTC2 в кор-
нях в августе (точка 1) и декабре (точка 3) были
сопоставимы (сорта Коламбус и Otina) или зна-
чительно снижались в декабре (сорта Blauwgroene
winter и Pandora).

Во всех остальных исследуемых органах сортов
лука-порея какого-либо заметного, системного
сходства профиля экспрессии гена VTC2 не на-
блюдалось (рис. 1). Так, в донце VTC2 экспресси-
ровался сходным образом у сортов Blauwgroene
winter, Коламбус и Otina, при этом уровни тран-
скрипции значительно варьировали (рис. 1). В
белой части сходный профиль экспрессии был
выявлен у сортов Blauwgroene winter и Коламбус,
а у сорта Otina уровень транскрипции VTC2 был
одинаков во всех трех временных точках (рис. 1).
В зеленых листьях лука-порея схожий профиль
(снижение от точки 1 к точке 3) экспрессии VTC2
наблюдался у сортов Коламбус и Pandora. Инте-

Рис. 1. Профиль экспрессии гена VTC2 в корнях, донце, белой части и зеленых листьях четырех сортов лука-порея
(а – Blauwgroene winter, б – Коламбус, в – Otina, г – Pandora). 1 – август (активный рост), 2 – октябрь (сбор урожая),
3 – декабрь (через два месяца хранения).
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ресно отметить, что у растений лука-порея, со-
бранных в августе, уровни экспрессии в корнях и
зеленых листьях были примерно на одном уровне.

Для поиска возможных корреляций между
уровнями транскрипции гена VTC2 и содержанием
АК у анализируемых четырех сортов лука-порея, в
белой части и зеленых листьях (в трех временных
точках) было определено содержание витамина С
(рис. 2а). В зеленых листьях всех четырех исследу-
емых сортов лука-порея содержание АК было вы-
ше, чем в белой части растений. Если сравнивать
значения содержания АК в период сбора урожая
(октябрь), то в зеленых листьях содержание АК
было выше в 2.1–4.5 раза и достигало 52.8 мг/100 г
сырой массы (сорт Pandora).

Динамика содержания АК в белой части и зеле-
ных листьях у анализируемых сортов лука-порея
значительно отличалась (рис. 2а). В белой части

растений сорта Blauwgroene winter наблюдался рост
содержания АК от августа к декабрю – в 2 (август vs.
декабрь) и 4.5 (октябрь vs. декабрь) раза. При этом
в зеленых листьях этого сорта содержание АК в
трех анализируемых точках не имело достовер-
ных различий. У сорта Коламбус и белая часть, и
зеленые листья характеризовались ростом содер-
жания АК в 2.5 и 1.7 раза (август vs. декабрь), со-
ответственно. При этом в период с октября по де-
кабрь содержание АК в зеленых листьях этих сор-
тов, а также в белой части сорта Коламбус почти
не менялось. В случае двух других сортов, Otina и
Pandora, после двух месяцев хранения содержа-
ние АК снижалось в зеленых листьях (оба сорта)
и в белой части (Otina) и оставалось постоянным
в белой части образца сорта Pandora (рис. 2а).

Полученные значения содержания АК в белой
части и зеленых листьях растений лука-порея бы-

Рис. 2. Содержание АК в белой части и зеленых листьях растений четырех сортов лука-порея (1 – август (активный
рост), 2 – октябрь (сбор урожая), 3 – декабрь (через два месяца хранения)) (а); линейная регрессия уровней тран-
скрипции гена VTC2 и содержания АК в белой части (б) и зеленых листьях (в) растений лука-порея четырех анализи-
руемых сортов.
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ли сопоставлены с уровнями транскрипции гена
VTC2 (рис. 2б, в). В белой части растений была
выявлена отрицательная корреляция (r = −0.58)
между содержанием АК и уровнями транскрип-
ции VTC2 (рис. 3б). В зеленых листьях уровни
экспрессии VTC2 положительно коррелировали
(r = 0.34) с содержанием АК (рис. 2в).

Для оценки влияния холодового стресса на
уровни транскрипции гена VTC2 в зеленых ли-
стьях 60-дневных растений лука-порея (сорт Ко-
ламбус) были определены уровни экспрессии ге-
на VTC2 (рис. 3а) и содержание АК (рис. 3б), при
нормальных условиях выращивания (контроль) и
при холодовом стрессе (+4ºС). При нормальных

условиях выращивания через 2 ч после включе-
ния освещения в зеленых листьях лука-порея на-
блюдался максимальный уровень транскрипции
VTC2, затем он снижался и через 6 ч достигал ми-
нимального значения (снижение в 2.1 раза по
сравнению с начальным уровнем). В следующей
временной точке (24 ч) уровень экспрессии VTC2
был сопоставим с исходным значением (0 ч).

В зеленых листьях, подвергнутых холодовому
стрессу, уровни экспрессии VTC2 в первых трех
временных точках (0, 2 и 4 ч) были сопоставимы с
контролем (рис. 3а). В точке (2 ч) произошел рез-
кий рост экспрессии VTC2, в том числе, в ответ на
включение освещения. Через 6 ч (режим “день”)
низкотемпературного воздействия уровень тран-
скрипции VTC2 резко вырос в сравнении с контро-
лем, а через 24 ч снова с ним сравнялся и оказался
близок к исходному (0 ч) значению (рис. 3а).

Изменение содержания АК в зеленых листьях
лука-порея при нормальных условиях выращива-
ния и в ответ на холодовой стресс показано на
рис. 3б. При нормальных условиях выращивания
(контроль) максимальное содержание АК было
выявлено в листьях при отсутствии освещения
(режим “ночь”). Через 2 часа после включения света
содержание АК в листьях значительно (в 3 раза)
снижалось, однако затем начинало расти и через
24 ч достигало исходного уровня (рис. 3б).

Динамика содержания АК в зеленых листьях
лука-порея при холодовом стрессе значительно
отличалась от контроля (рис. 3б). В течение, как
минимум, первых 4 ч стресса содержание АК
оставалось неизменным, а через 6 ч – снижалось в
1.7 раза по сравнению с уровнем (0 ч). Однако че-
рез 24 ч низкотемпературного воздействия, анало-
гично контролю, содержание АК в зеленых ли-
стьях возвращалось к исходному (0 ч) уровню.

ОБСУЖДЕНИЕ
Чрезмерное образование АФК в растении при-

водит к окислительному стрессу, и АК является
одним из наиболее важных низкомолекулярных
неферментативных соединений, участвующих в
антиоксидантной защите растения [2. Пути био-
синтеза аскорбиновой кислоты достаточно хорошо
охарактеризованы для некоторых видов растений
[4, 7]. Однако список этих растений не включает
виды Allium (в том числе Allium porrum, лук-по-
рей), которые являются одним из источников ви-
тамина С в диете человека.

Основной для растений L-галактозный путь
биосинтеза АК находится под контролем ГДФ-L-
галактозофосфорилазы, кодируемой геном VTC2
[9]. В настоящей работе впервые были идентифи-
цированы гомологи этого гена у четырех сортов
лука-порея, различающихся по содержанию АК.
Была определена вариабельность гомологов VTC2

Рис. 3. Уровни экспрессии гена VTC2 (а) и содержа-
ние АК (б) в зеленых листьях лука-порея сорта Ко-
ламбус при нормальных условиях выращивания
(контроль) и при холодовом стрессе. Листовой мате-
риал отбирался через 0, 2, 4, 6 и 24 часа (ось абсцисс).
1 – контроль; 2 – холодовой стресс. Над графиками
схематично указан световой режим в момент отбора
листьев для анализа (черный круг – режим “ночь”;
белый круг – режим “день”).
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и паттерн их экспрессии в динамике развития
растений и в ответ на низкие температуры, а так-
же проведена оценка возможных корреляций
между уровнем экспрессии и содержанием АК.

Была показана высокая консервативность изу-
чаемых гомологов и подтверждена их принадлеж-
ность к суперсемейству белков HINT (histidine
triad nucleotide protein) [14]. Характерный домен
PLN03103 присутствовал у всех идентифициро-
ванных ферментов, включая каталитический
центр, инвариантный для VTC2 не только сортов
лука-порея, но и A. thaliana, Solanum lycopersicum и
других видов растений [14, 15].

В большинстве исследований при анализе ге-
нов биосинтеза витамина С акцент делается либо
на плодах, либо на листьях [16–19]. Нами был
проведен анализ профиля экспрессии VTC2 во
всех частях растения лука-порея: корнях, донце,
белой части и листьях в динамике их развития и
хранения – на стадии активного роста (август), во
время сбора урожая (октябрь) и спустя два месяца
хранения (декабрь). За исключением корней, в ис-
следуемых органах анализируемых сортов какого-
либо заметного, системного сходства профиля экс-
прессии гена VTC2 не наблюдалось (рис. 1).

В корнях был выявлен довольно высокий уро-
вень экспрессии VTC2 (особенно на стадии сбора
урожая), сходный для всех анализируемых сортов
лука-порея. При этом уровень экспрессии гена в
1.4–10.6 раз превосходил таковой в зеленых листьях
(рис. 1). Особенно значимая разница наблюдалась у
сортов Blauwgroene winter и Коламбус: в октябре
уровень экспрессии VTC2 в корнях в 10.6 и 3.2 раза,
соответственно, превысил уровень экспрессии в зе-
леных листьях. В целом, сравнивая уровни тран-
скрипции VTC2 в растениях лука-порея после
уборки (октябрь) и после двух месяцев в овоще-
хранилище (декабрь), можно говорить о снижении
экспрессии VTC2 во всех органах (за исключени-
ем белой части сорта Otina и донца сорта Pandora)
анализируемых сортов в процессе хранения.

Динамика содержания АК в белой части и зе-
леных листьях у анализируемых сортов лука-по-
рея значительно различалась (рис. 2а). В целом,
полученные нами данные свидетельствуют о том,
что в процессе послеуборочного хранения лука-
порея значительного снижения содержания АК
не происходит (за исключением сорта Otina), как
это было показано для шпината и других листо-
вых овощных культур [17]. Подобная динамика
наблюдалась и в клубнях картофеля в процессе
хранения [20].

Сопоставление уровня транскрипции VTC2 с
содержанием АК в разных тканях лука-порея вы-
явило положительную корреляцию в зеленых ли-
стьях и отрицательную в белой части растений.
Полученные нами результаты находятся в соответ-
ствии с известными данными. Так, положитель-

ная корреляция между уровнями транскрипции
гена VTC2 и содержанием АК наблюдается в фо-
тосинтезирующих тканях проростков кукурузы
[19]. В незрелых (фотосинтезирующих) плодах
барбадосской вишни (Malpighia emarginata) высо-
кое содержание АК сопровождается высокой экс-
прессией гена VTC2 и некоторых других структур-
ных генов L-галактозного пути [18, 21]. Напро-
тив, в нефотосинтезирующих тканях, таких как,
например, сочные зрелые плоды шиповника (Rosa
roxburghii), корреляция между содержанием АК и
экспрессией VTC2 отрицательная [16]. Помимо
статуса ткани (фотосинтезирующая/нефотосинте-
зирующая) и уровня экспрессии VTC2, на содер-
жание АК может оказывать влияние экспрессия
других структурных генов L-галактозного пути,
альтернативные пути биосинтеза АК, активность
ферментов деградации и рециклинга, а также осо-
бенности межклеточного транспорта АК [18, 22].

Температурные стрессы являются одними из
наиболее важных факторов, влияющих на продук-
тивность и географическое распределение растений.
Было показано, что уровень транскрипции гена
VTC2 и содержание АК изменяются в ответ на
температурный стресс, изменения освещенности
и другие абиотические стрессы [23‒25]. Лук-по-
рей является двухлетней культурой, наибольший
вред для посевов в первый год вегетации пред-
ставляют низкие температуры (заморозки).

В настоящем исследовании было проведено
сравнение суточного (день/ночь, 16/8 ч) измене-
ния экспрессии VTC2 в нормальных условиях и в
ответ на холодовой стресс. Было показано, что в
обоих случаях уровни транскрипции VTC2 были
схожи, за исключением точки 6 ч после включения
освещения (рис. 3а). По-видимому, активация
транскрипции VTC2 в ответ на начало освещения
может быть связана с наличием в промоторе свето-
чувствительных cis-элементов [25], которые были
идентифицированы также в промоторах некото-
рых других генов L-галактозного пути биосинтеза
АК [26]. Однако рост экспрессии VTC2 в ответ на
повышение освещенности наблюдается не у всех
растений. Так, в проростках кукурузы уровень
освещения не оказывал влияния на экспрессию
VTC2, но значительное изменение уровня тран-
скрипции в ответ на свет было выявлено для гена
рециклинга АК – дегидроаскорбатредуктазы [27].

Сравнение динамики содержания АК в зеле-
ных листьях лука-порея при нормальных и низ-
котемпературных условиях выявило значительные
различия (рис. 3б). Наблюдаемое снижение со-
держания АК в листьях при нормальных условиях
через 2 ч после включения света связано с тем, что
АК расходуется в качестве специфического донора
электронов ферментом аскорбатпероксидазой для
детоксикации образующихся при фотосинтезе в
хлоропластах АФК [28]. При холодовом стрессе
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отсутствие изменения содержания АК в листьях
лука-порея в течение 4 ч после включения осве-
щения (рис. 3б) может быть следствием снижения
аскорбатпероксидазной активности в ответ на хо-
лод, однако данное предположение требует до-
полнительных исследований.

При сравнении данных по содержанию АК и
уровню транскрипции VTC2 был выявлен ряд осо-
бенностей. В первую очередь это то, что в зеленых
листьях лука-порея и при нормальных условиях,
и при холодовом стрессе уровни экспрессии VTC2
и содержание АК через 24 ч были сопоставимы с
исходными значениями (0 ч). Ранее подобная ди-
намика экспрессии VTC2 была показана для ви-
дов киви (Actinidia eriantha и A. deliciosa), в листьях
которых уровни транскрипции VTC2 значительно
изменялись в ответ на различные абиотические
стрессы через 12 и 24 ч воздействия, однако через
48 ч уровни транскрипции возвращались к исход-
ным (0 ч) значениям [25]. С другой стороны, на-
блюдаемая нами возвратная динамика была ха-
рактерна для точек 24 и 0 ч, которые соответ-
ствовали темному периоду (режим “ночь”), что
может предполагать воздействие на экспрессию
VTC2 освещения.

В тех же точках (0 и 24 ч) при отсутствии освеще-
ния в зеленых листьях лука-порея в нормальных
условиях выращивания (контроль) было выявлено
максимальное содержание АК. Это соответствует
уровням транскрипции VTC2, близким к макси-
мальным в сравнении с другими точками, и пред-
полагает сниженную активность ферментов де-
градации витамина С. В нормальных условиях
при наличии освещения наблюдалась обратная
зависимость между уровнем экспрессии VTC2 и
содержанием АК. При низких температурах в зе-
леных листьях такая корреляция либо отсутствова-
ла (2 и 4 ч), либо также была отрицательной (6 ч)
(рис. 3). Похожим образом, в проростках кукурузы в
условиях холодового стресса при значительном
росте уровня экспрессии VTC2 содержание АК
сначала увеличивалось (через 15 ч), а потом резко
падало (через 30 ч) [19]. Таким образом, можно
говорить о воздействии холодового стресса на уро-
вень экспрессии VTC2, при этом может подавлять-
ся экспрессия генов ферментов деградации АК
и/или аскорбатпероксидазы, либо могут активи-
роваться альтернативные пути биосинтеза АК.

Обычно лук-порей хранится в овощехранилище
при низкой температуре и без освещения. Можно
предположить, что, как и краткий холодовой стресс,
продолжительное воздействие низких температур
не должно влиять на содержание витамина С и
транскрипцию VTC2. Однако во всех анализируе-
мых тканях всех исследуемых сортов экспрессия
VTC2 упала в декабре в сравнении с октябрем
(рис. 1). При этом содержание АК у сортов варьи-
ровало без какой-либо единой зависимости (рис. 2).

Возможно, ответ на воздействие низких темпера-
тур имеет свою специфику для каждого сорта.
Уровень экспрессии VTC2, по всей видимости,
никак не отражает особенности ответа растений
лука-порея на длительное низкотемпературное
хранение. Сохранение или же падение содержания
АК, скорее, может зависеть от активности фер-
ментов деградации АК или аскорбатпероксидазы.
Более того, наблюдаемое четырехкратное повы-
шение в декабре содержания АК в белой части
сорта Blauwgroene winter может свидетельствовать
об активации, помимо L-галактозного, также и
других альтернативных путей биосинтеза АК.

В процессе хранения лука-порея может про-
изойти активация образования АФК. При этом
может возникнуть, например, ферментативное по-
темнение тканей из-за работы полифенолоксидазы
(PPO), окисляющей полифенолы, и АК является
одним из эффективных ингибиторов активности
PPO [29]. Также, от содержания АК зависит уровень
устойчивости растения к фитопатогенам, так как
ответ на заражение включает активацию образова-
ния АФК, имеющие конечной целью нарушение
окислительно-восстановительной защиты пато-
генов [30]. Одновременно, растению необходима
защита самого себя от возникающего окисли-
тельного стресса, для чего оно и использует АК в
качестве “поглотителя” АФК [30].

Полученные нами данные, касающиеся корре-
ляции содержания АК и уровня экспрессии VTC2,
а также эффект воздействия на нее низких темпе-
ратур, могут быть использованы как для характе-
ристики сортов лука-порея на устойчивость к
стрессам и хранению, так и для селекции новых
сортов c повышенной устойчивостью. Кроме то-
го, полученные результаты станут основой для
дальнейшего изучения генетических основ био-
синтеза аскорбиновой кислоты у видов Allium.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского фонда фундаментальных ис-
следований (№ 19-016-00054) и, частично, гранта
Президента РФ (МК-3350.2019.11; определение
профиля экспрессии гена VTC2 в ответ на холодо-
вой стресс), с использованием эксперименталь-
ной установки искусственного климата (ЭУИК)
и Центра коллективного пользования “Биоинже-
нерия” (Федеральный исследовательский центр
“Фундаментальные основы биотехнологии” Рос-
сийской академии наук).
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У растений рода Betula L. в почках по фазам их распускания исследован жирнокислотный состав
(ЖКС) фракций органических соединений, выделенных из суммарных липидов (СЛ) последова-
тельными растворителями: хлороформом, ацетоном, метанолом, принятых соответственно за ней-
тральные липиды (НЛ), гликолипиды (ГЛ) и фосфолипиды (ФЛ) [1]. Установлено, что ЖКС фрак-
ций СЛ распускающихся почек деревьев с морфологическими признаками березы пушистой (Betula
pubescens Ehrh.), березы повислой (Betula pendula Roth) и карельской березы (Betula pendula Roth var.
carelica (Mercklin) Hämet-Ahti) представлен преимущественно ненасыщенными жирными кислота-
ми (ННЖК) (до 88% от суммы жирных кислот). Основную долю ННЖК составляли линоленовая и
линолевая кислоты (до 55 и 47% от суммы жирных кислот соответственно). Среди насыщенных
жирных кислот (НЖК) количественно преобладала пальмитиновая кислота (до 42%). При развитии
почек у всех трех берез во всех фракциях СЛ содержание линолевой кислоты понижалось при одно-
временном повышении содержания линоленовой кислоты в составе фракций ГЛ и ФЛ. У берез, раз-
личающихся по морфологическим признакам, выявлены особенности ЖКС фракций СЛ почек по
фазам распускания.

Ключевые слова: Betula pubescens, Betula pendula, почки, фазы распускания, суммарные и нейтраль-
ные липиды, фосфо- и гликолипиды, жирные кислоты
DOI: 10.31857/S0015330321010139

ВВЕДЕНИЕ
Поскольку жирнокислотный состав (ЖКС)

мембранных и запасных липидов клеточных
структур растений определяет их функциональную
активность, его изучению посвящено большое ко-
личество работ. Из лиственных древесных расте-
ний исследования проведены преимущественно
на растениях рода Betula L., включающего много
ценных видов и форм, широко распространенных в
различных широтах и представляющих большой

научный и практический интерес [2–8]. При изу-
чении сезонной динамики содержания липидов в
почках различных видов березы было показано, что
максимум их накопления приходится на осенне-
зимний период [4]. Весной количество липидов в
почках снижается, что объясняется использова-
нием их на ростовые процессы. Проведенные на-
ми исследования показали, что по фазам распус-
кания почек березы отмечаются значительные
изменения в содержании суммарных липидов (СЛ),
их фракций и ЖКС СЛ [7]. Полученные данные
позволяют заключить, что в период распускания
почек при формировании ассимиляционного ап-
парата происходят значительные преобразования
компонентов мембран, в частности входящих в их
состав полярных липидов – гликолипидов (ГЛ) и

Сокращения: ГЛ – гликолипиды; ЖК – жирные кислоты;
ЖКС – жирнокислотный состав; ИДС – индекс двойной
связи; К – коэффициент ненасыщенности; НЖК – насы-
щенные жирные кислоты; НЛ – нейтральные липиды;
ННЖК – ненасыщенные жирные кислоты; СЛ – суммар-
ные липиды; ФЛ – фосфолипиды.

УДК 581.1.577.115.32:582.632.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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фосфолипидов (ФЛ), а также неполярных липи-
дов – нейтральных липидов (НЛ). Динамика
ЖКС фракций липидов по фазам распускания
почек березы остается не исследованной. Имеют-
ся сведения о ЖКС фракций СЛ в распускающих-
ся почках березы повислой и березы пушистой без
учета фаз распускания [3]. Для выявления законо-
мерностей изменения липидного состава в почках
лиственных древесных растений в период перехо-
да их к активной вегетации необходимо исследо-
вание ЖКС фракций СЛ по фазам распускания
почек, в частности у растений рода Betula L.

При исследовании состава липидов по фазам
распускания почек растений рода Betula L. нами
были выявлены заметные отличия в динамике со-
держания СЛ, их фракций и ЖКС СЛ у березы
пушистой, березы повислой и карельской березы
[7]. Для понимания общих закономерностей и
видовых особенностей изменения ЖКС фракций
СЛ по фазам распускания почек растений рода
Betula L. необходимо было провести исследова-
ние на различных видах березы. Актуальной оста-
ется и проблема идентификации одного из пред-
ставителей рода Betula L., характеризующегося
ценной древесиной, – карельской березы, кото-
рую по морфологическим показателям не всегда
можно определить на протяжении всего онтоге-
нетического цикла [5].

Целью настоящей работы было исследование у
различных представителей растений рода Betula L.
ЖКС фракций суммарных липидов почек по фа-
зам распускания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследовали вегетативные почки 30-летних

растений рода Betula L. с характерными морфоло-
гическими признаками березы пушистой (Betula
pubescens Ehrh,) березы повислой (Betula pendula
Roth) и карельской березы (Betula pendula Roth
var. carelica (Mercklin) Hämet-Ahti), произрастав-
ших на опытных участках агробиологической
станции Карельского научного центра РАН, в
окрестностях города Петрозаводска. Для прове-
дения эксперимента была проведена идентифи-
кация исследуемых берез по морфологическим
признакам, по которым отнесли исследуемые
растения к двум видам и подвиду [4, 5]. Береза по-
вислая характеризовалась прямым стройным
стволом, была высотой 13–15 м, имела ажурную
крону и свисающие вниз ветви, однолетние побе-
ги были красновато-бурые со смолистыми желез-
ками – “бородавками”, поверхность листа – ма-
товая. Береза пушистая характеризовалась также
прямым стройным стволом, была высотой 10–12 м,
имела плотную крону с распростертыми вверх
ветвями, ауксибласты были красновато-бурого
цвета, покрыты густым опушением, листья также
характеризовались ярко выраженным опушением.

Карельская береза была прямоствольной, высо-
той 5–7 м, на стволе отмечалось наличие харак-
терных вздутий, неровностей и бугорчатых выпук-
лостей, была выявлена высокая степень узорчатости
текстуры древесины. Для исследований использо-
вали по три растения с типичными для двух видов
и подвида морфологическими признаками.

Исследования проводили с 29 апреля по 20 мая
2008 г. Почки со всех исследованных берез одно-
временно отбирали в утренние часы (10–11 ч) с
боковых побегов средней части кроны, южной
экспозиции в соответствии с фенофазами распус-
кания почек: I фаза – набухание почек (почки за-
метно увеличиваются в размерах, конец апреля);
II фаза – разверзание почек (в верхней части по-
чек появляется конус молодых листьев, начало
мая); III фаза – раскрытие вегетативных почек
(молодые листья сложены в трубочку, вторая де-
када мая); IV фаза – молодые листья размером до
10 мм (обособление молодых листьев, поверхность
листьев складчатая, видны черешки, третья декада
мая) [9]. Фазы распускания почек у исследуемых
растений прослеживали визуально, в год проведе-
ния эксперимента они совпадали по срокам.

Экстракцию из тканей СЛ и их очистку прово-
дили по общепринятым методам [1]. СЛ извлекали
системой растворителей – хлороформ : метанол
(2 : 1, v/v). Разделение липидов на фракции вы-
полняли методом колоночной хроматографии,
где в качестве неподвижной фазы использовали
силикагель Davisil Silica gel (mesh) 100–200, а в ка-
честве подвижной фазы – систему последователь-
ных растворителей: хлороформ, ацетон, метанол
для экстракции НЛ, ГЛ и ФЛ соответственно. Си-
стема растворителей хлороформ : метанол позволя-
ет экстрагировать углеводороды, спирты, альдеги-
ды, кетоны и хиноны, нормальные насыщенные
кислоты, воски, эфиры стеринов и спиртов, вита-
минов A, D, E, простые эфиры глицерина, фосфо-
липиды, гликолипиды. Дальнейшее разделение
липидной смеси элюентами с разной степенью по-
лярности приводит к делению СЛ на следующие
фракции: НЛ (неполярные компоненты) – углево-
дороды, каротиноиды и хлорофилл, воски, жирные
кислоты (ЖК), альдегиды, кетоны; ГЛ (слабо по-
лярные компоненты) – моно- и дигалактозилдиг-
лицериды, цереброзиды, гликозиды стеринов,
сульфолипиды кардиолипина и фосфатидовой
кислоты, следовые количества НЛ; ФЛ (сильно
полярные компоненты) представляют собой ФЛ
и следы ГЛ [1]. Поэтому представленное в нашей
работе обозначение фракций базировалось на об-
щепринятой методике и обосновывалось преоб-
ладанием в них определенных фракций липидов.
Объем растворителя, необходимый для полного
извлечения каждой фракции, контролировали
методом сжигания липидов в концентрирован-
ной серной кислоте при 200°С (в электрическом
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блоке 15 минут) с последующим измерением рас-
творов на спектрофотометре при 375 нм.

Жирные кислоты СЛ исследовали в виде мети-
ловых эфиров, которые получали переэтерифика-
цией липидов метанолом в присутствии ацетил-
хлорида. Разделение смеси ЖК на составляющие
компоненты осуществляли на газожидкостном хро-
матографе “Хроматэк–Кристалл 5000.1” (Йошкар-
Ола, Россия) с использованием капиллярной ко-
лонки Zebron ZB-FFAP (50 м × 0.32 мм). Анализ
проводили в изотермическом режиме: температура
колонки составляла 190°С, испарителя – 240°С,
пламенно-ионизационного детектора – 260°С. В
качестве газа-носителя использовали азот. Ско-
рость пропускания через колонку азота, водорода,
воздуха составляла 50, 40, 400 мл/мин соответствен-
но. ЖК идентифицировали с помощью сравнения
со стандартным набором ЖК (Supelko, 37 компо-
нентов, США), а также сопоставлением эквива-
лентной длины цепи с табличными данными [10].
Концентрацию ЖК рассчитывали методом про-
центной нормализации по площадям пиков [11].
ЖК были выделены в группы, отличающиеся по
числу двойных связей в углеродной цепи: нена-
сыщенные (моно-, ди- и триеновые) жирные кис-
лоты (ННЖК) и насыщенные (без двойных связей)
жирные кислоты (НЖК). Для сравнительного
анализа фракций липидов почек у разных берез
были использованы главные ЖК: пальмитиновая
(С16:0), стеариновая (С18:0), олеиновая (С18:1), ли-
нолевая (С18:2), линоленовая (С18:3).

Индекс двойной связи (ИДС), характеризую-
щий степень ненасыщенности жирных кислот
рассчитывали согласно методу Lyons с соавт. [12]
по формуле:

(1)

где М – моноеновые, Д – диеновые, Тр – триено-
вые, Тетр – тетраеновые кислоты, % от суммы
жирных кислот.

Коэффициент ненасыщенности (К) жирных
кислот определяли по формуле:

(2)

Математическую обработку данных проводи-
ли с помощью пакета программ Microsoft Excel.
Результаты представлены в виде средних значе-
ний 3–6 биологических повторностей и их стан-
дартных ошибок.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Динамика ЖКС фракций СЛ у распускающихся 

почек растений рода Betula L.
Фракции СЛ почек берез содержали высокий

уровень ННЖК – НЛ и ГЛ (45–88%), ФЛ – 65–
78% от суммы жирных кислот каждой фракции
(табл. 1). Однонаправленного изменения содер-

( )ИДС М 2 Д 3 Тр 4 Тетр 100,= + × + × + ×

К ННЖК НЖК .= Σ Σ

жания суммы ННЖК фракций СЛ почек трех берез
в процессе распускания не происходило. Особен-
но стабильным было их содержание во фракции
ФЛ. Значения ИДС и К ЖК фракций СЛ почек
трех берез также не изменялись однозначно.
Группу ННЖК фракций СЛ почек исследован-
ных берез по фазам распускания составляли пре-
имущественно линоленовая (С18:3) и линолевая
(С18:2) кислоты (до 55 и 47% от суммы жирных
кислот соответственно). Уровень линоленовой
кислоты во всех фракциях СЛ почек исследован-
ных берез в процессе их распускания повышался
или имел тенденцию к повышению. Содержание
линолевой кислоты во фракциях СЛ при распус-
кании почек снижалось. Наиболее значительное
повышение содержания линоленовой и сниже-
ние уровня линолевой кислоты отмечалось в ГЛ.
В трех фракциях СЛ почек исследованных берез
среди НЖК преобладала пальмитиновая (до 43%
от суммы жирных кислот каждой фракции). В пе-
риод распускания почек берез однонаправленно-
го изменения содержания пальмитиновой и стеа-
риновой кислот во фракциях СЛ не наблюдалось.

Исследование особенностей ЖКС фракций
СЛ по фазам распускания почек у различающих-
ся по морфологическим признакам растений ро-
да Betula L. показало, что у березы пушистой, в от-
личие от березы повислой и карельской березы,
отмечался высокий уровень суммы НЖК во
фракциях НЛ и ГЛ, что было обусловлено пре-
имущественно высоким содержанием пальмити-
новой кислоты (кроме III фазы). Березу пуши-
стую отличало также пониженное содержание
линолевой и олеиновой кислот при повышенном
уровне пальмитиновой и стеариновой кислот во
фракции ГЛ в I и II фазы распускания почек. У
березы повислой, в отличие от других берез, про-
исходило значительное снижение уровня линоле-
вой кислоты при повышении пальмитиновой в
составе фракции ГЛ в процессе развития почек от
I к III фазе и понижение уровня линолевой кис-
лоты во фракции ФЛ. Карельскую березу харак-
теризовало повышенное содержание ННЖК во
фракции НЛ почек по фазам распускания, обу-
словленное высоким содержанием линолевой
кислоты при низком уровне пальмитиновой.
Уровни суммы ННЖК и, соответственно, НЖК,
а также олеиновой и стеариновой кислот фрак-
ции ФЛ почек у трех берез были очень близкими
и оставались стабильными в течение периода рас-
пускания почек.

ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее мы исследовали динамику содержания

СЛ, их фракций и ЖКС СЛ в почках растений ро-
да Betula L. (березы пушистой, березы повислой и
карельской березы) по фазам распускания [7].
Содержание СЛ варьировало от 27 до 45% от абсо-
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лютно сухой массы (а.с.м.). В составе СЛ преоб-
ладали НЛ (до 42% от а.с.м.). НЛ – это эфиры
глицерина и ЖК, они служат формой хранения
углерода в растениях и используются в основном
как источник энергии и запасных соединений для
роста побегов и листьев [8]. Отмечалось сниже-
ние уровня НЛ в почках берез на первых этапах
распускания, что могло быть следствием интен-
сивного использования их на ростовые процессы,
когда еще не происходит в достаточном количе-
стве пополнения энергетического материала в
клетках растений за счет фотосинтеза и поступле-
ния элементов питания из почвы.

Фракции ГЛ и ФЛ не превышали 13 и 8% от
а.с.м. соответственно [7]. Однонаправленного
для всех берез изменения содержания ГЛ в про-
цессе распускания почек не наблюдалось. ГЛ –
сложные липиды, включающие углеводную груп-
пу. Они являются основными компонентами ти-
лакоидных мембран хлоропластов. ФЛ составля-
ют основу всех мембран клетки. Уровень этой
фракции липидов у трех берез повышался в фазу
раскрытия почек. Очевидно, в этот период, в
III фазу распускания почек, когда почки раскры-
ваются и появляются молодые листья, ФЛ в них
активно синтезируются и принимают участие в
формировании клеточных структур. Проведен-
ное ранее сравнительное исследование липидно-
го состава распускающихся почек (без учета фаз
развития) и молодых листьев у березы повислой и
березы пушистой показало, что при распускании
почек существенно повышается содержание ФЛ в
связи с активным образованием мембран клетки
[3]. Позже мы установили, что этот процесс про-
исходит в III фазу распускания почек [7]. Также
перед появлением хвои в меристемах почек хвой-
ных растений содержание ГЛ и ФЛ в мембранах
значительно возрастает, что объясняют увеличе-
нием размеров клеток и формированием их фото-
синтетического аппарата [13, 14].

В СЛ почек разных видов березы преобладали
диеновые и триеновые кислоты, в СЛ листьев –
триеновые [2, 3]. Предполагается, что при фор-
мировании листьев происходит десатурация ЖК
с образованием новых двойных связей. ННЖК
СЛ почек берез по фазам распускания составляли
до 85% от суммы ЖК [7]. Преобладание ННЖК в
липидах почек позволяет сохранять текучесть
мембран их тканей на физиологически активном
уровне, обеспечивающем интенсивные процессы
формирования фотоассимиляционного аппарата
в распускающихся почках и устойчивость их к
возможным неблагоприятным климатическим
условиям в весенний период, прежде всего, к по-
нижению температуры. У растений, синтезирую-
щих ННЖК, проявляются типичные обратные
отношения между температурой среды и накоп-
лением ННЖК в составе мембранных липидов
[15, 16].

Основной вклад в группу ННЖК СЛ почек ис-
следованных видов берез вносят линолевая и ли-
ноленовая ЖК (до 44 и 39% от суммы ЖК соот-
ветственно), в группу НЖК – пальмитиновая ЖК
(до 32%) [7]. Содержание линолевой кислоты
снижается в СЛ почек берез в процессе их распус-
кания, что может быть обусловлено ее использо-
ванием в метаболических процессах, направлен-
ных на формирование структур молодого листа.
Во время дальнейшего роста листа содержание
линоленовой кислоты продолжает снижаться,
при этом накапливаются триеновые кислоты,
преимущественно линоленовая, активно участ-
вующая в процессе фотосинтеза [17].

Выявленный в данном исследовании высокий
уровень ННЖК во всех фракциях липидов по фа-
зам распускания почек исследованных берез сви-
детельствует о высокой степени жидкостности
мембран клеток развивающихся почек, что, оче-
видно, является необходимым условием для ак-
тивно протекающих в этот период метаболиче-
ских процессов и обеспечивает защитные функ-
ции растений от возможных неблагоприятных
климатических условий в весенний период. Так-
же в мужских соцветиях Betula pendula Roth в пе-
риод весеннего их развития в начальную фазу
цветения в условиях относительно низких темпе-
ратур сумма ННЖК превышала сумму насыщен-
ных во всех фракциях СЛ, особенно во фракциях
мембранных липидов, в которых количество
ННЖК было вдвое больше, чем насыщенных [18].
По мере повышения температуры среды, к фазе
разрыхления тычиночных соцветий, происходи-
ло накопление НЖК в НЛ (до 70% и выше от сум-
мы жирных кислот) и в ГЛ (до 50% и выше от сум-
мы ЖК). При этом в ФЛ отмечалось устойчивое
преобладание ННЖК, и в большей степени – ли-
нолевой кислоты (до 65% и выше от суммы ЖК),
независимо от фазы развития мужских соцветий.
Высокая степень ненасыщенности ЖК мембран-
ных липидов определяет физическое состояние
биологических мембран, что важно для поддер-
жания текучести липидного окружения мембран-
ных белков, особенно ферментов, и обеспечения
пропускной способности мембран для ионов и
молекул, а это, в свою очередь, определяет харак-
тер и интенсивность метаболизма в клетках [19].

Согласно результатам нашего исследования,
группу ННЖК всех фракций СЛ почек трех берез
составляли преимущественно линоленовая (С18:3)
и линолевая (С18:2) кислоты, которые могут син-
тезироваться в растениях, в отличие от животных,
и именно они в основном определяют состояние
мембран [14, 20]. Значительное, повышающееся
по фазам распускания почек количество линоле-
новой кислоты во фракциях СЛ обеспечивает ак-
тивные метаболические процессы, связанные с
формированием фотоассимиляционного аппара-
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та, при переходе растения из состояния вынуж-
денного покоя к активной вегетации. Получен-
ные данные по снижению уровня линолевой кис-
лоты при повышении содержания линоленовой
во фракциях СЛ, особенно во фракции ГЛ, по
фазам распускания почек согласуются с литера-
турными данными. В работе Ветчинниковой с
соавт. [2] также наблюдалось повышенное со-
держание триеновых кислот (главным образом ли-
ноленовой) за счет пониженного уровня диеновых
(преимущественно линолевой) в СЛ листьев по
сравнению с почками у березы повислой и березы
пушистой. Рост листовой пластинки у березы по-
вислой и березы пушистой сопровождался сниже-
нием относительного содержания линолевой кис-
лоты и повышением – линоленовой, что было
наиболее выражено в ГЛ листьев [3]. Увеличение
степени ненасыщенности ЖК в процессе разви-
тия листа связывают с биогенезом хлоропластов,
мембраны тилакоидов которых отличаются высо-
ким содержанием ННЖК (до 85–90% от суммы
жирных кислот) [21]. Также при исследовании
динамики ЖКС СЛ хвои ели сибирской (Picea
obovata L.) в течение первой половины вегетаци-
онного периода (март–июль) было показано, что
весенний максимум содержания линоленовой
кислоты совпадал с максимумом содержания хло-
рофиллов в светособирающих комплексах фото-
синтетических единиц и началом нетто-ассими-
ляции СО2, летний – с самым высоким за иссле-
дуемый период содержанием хлорофиллов [22].

Триеновые ЖК обладают значительно более
низкой, по сравнению с насыщенными, моно- и
диеновыми ЖК температурой плавления, что
крайне важно для сохранения мембранами жидко-
кристаллического состояния, обеспечивающего
активное протекание метаболических процессов в
клетке. Преимущественное накопление линоле-
новой кислоты именно в тилакоидных мембранах
хлоропластов обусловлено той важной ролью, ко-
торую она играет в процессе фотосинтеза. Она
способна принимать спиральную конформацию,
что позволяет включающим ее липидам образо-
вывать комплексы с мембранными белками и
пигментами при построении фотосинтетических
субъединиц и обеспечивает возможность перено-
са электронов по электрон-транспортной цепи
хлоропластов [17].

Сравнительный анализ показал, что макси-
мальное содержание ННЖК в почках растений
рода Betula и в органах хвойных растений зафик-
сировано в зимний период, что обеспечивает под-
держание жидкого фазового состояния мембран
[4, 13, 23]. При переходе лиственных и хвойных
древесных растений от зимнего к весеннему перио-
ду повышается скорость гидрогенизации двойных
связей ННЖК липидов почек и, как следствие,
происходит снижение их доли в ЖКС липидов.
Также, как при росте молодого листа березы, при

формировании фотосинтетического аппарата в
клетках молодой хвои Larix sibirica Ledeb., Picea
obovata Ledeb. и Pinus sylvestris L. в составе ННЖК
ГЛ почти вдвое возрастала доля триеновых ЖК [13].
Следует отметить, что у Pinus sylvestris L. повыше-
ние относительного содержания линоленовой
кислоты в липидах хлоропластных мембран хвои
происходило и при ингибировании фотосинтети-
ческого аппарата в результате их реорганизации в
условиях понижения температуры и освещенно-
сти в осенний период, что объясняется ее ролью в
адаптации растительного организма к неблаго-
приятным условиям среды [16]. Изменения в ЖКС
лиственных и хвойных древесных растений сви-
детельствуют о наличии у них определенной ана-
логии в перестройке клеточного метаболизма в
сезонных циклах их развития.

Особенности ЖКС фракций СЛ почек по фазам 
распускания у различающихся по морфологическим 

признакам растений рода Betula L.

Поскольку период распускания почек березы
протекает в относительно короткие сроки (в
среднем за три недели), и в этот период в них осо-
бенно интенсивно происходят процессы, направ-
ленные на формирование фотосинтетического
аппарата [24], этот период представляет интерес для
выявления особенностей изменения липидного со-
става почек по фазам распускания у разных видов и
форм березы. На основании сравнительного ис-
следования фракционного и ЖКС СЛ почек Betula
pubescens, B. pendula и B. pendula var. carelica по фа-
зам в период распускания нами были представле-
ны отличительные особенности по этим показа-
телям для различных видов растений рода Betula L.
[7]. У березы пушистой, в отличие от двух других
берез, отмечался высокий уровень СЛ и фракции
НЛ в набухших почках и молодых (до 10 мм) ли-
стьях; низкий уровень ГЛ и ФЛ, за исключением
фазы раскрытия почек; высокое содержание
НЖК (до 51% от суммы) (кроме III фазы), обу-
словленное преимущественно высоким уровнем
пальмитиновой и стеариновой кислот; низкий
уровень линоленовой кислоты и олеиновой (кро-
ме III фазы). Результаты данного исследования
показали, что у березы пушистой высокий уро-
вень суммы НЖК СЛ обусловлен высоким содер-
жанием их во фракциях НЛ и ГЛ за счет высокого
уровня пальмитиновой кислоты (кроме III фазы).
Березу пушистую отличало также пониженное
содержание линолевой и олеиновой кислот при
повышенном уровне пальмитиновой и стеарино-
вой кислот во фракции ГЛ в I и II фазы распускания
почек. У растений с морфологическими показате-
лями березы пушистой по сравнению с березой
повислой, идентифицированной по морфологи-
ческим признакам, ранее отмечали в СЛ почек
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повышенный уровень насыщенных, а также ко-
роткоцепочечных ЖК [2, 4].

У близкородственных растений – березы по-
вислой и ее подвида карельской березы – показа-
тели, характеризующие содержание СЛ, фракций
СЛ и ЖКС СЛ в почках по фазам распускания
были сходны [7]. Исследование ЖКС фракций
СЛ почек трех берез по фазам распускания позво-
лило выявить различия у них по этому показате-
лю на уровне всех фракций. У березы повислой, в
отличие от других берез, происходило значитель-
ное снижение уровня линолевой кислоты при по-
вышении пальмитиновой в составе фракции ГЛ в
процессе развития почек от I к III фазе и понижен-
ный уровень линолевой кислоты во фракции ФЛ в
период исследования. Карельскую березу харак-
теризовало повышенное содержание ННЖК во
фракции НЛ распускающихся почек, обуслов-
ленное высоким содержанием линолевой кисло-
ты при низком уровне пальмитиновой. Такие по-
казатели ЖКС фракции ФЛ, как уровни суммы
ННЖК и, соответственно, НЖК, а также олеино-
вой и стеариновой кислот были относительно
близкими в почках трех берез и оставались ста-
бильными в течение всех фаз периода распуска-
ния почек.

Сопоставление полученных нами данных с
имеющимися сведениями в литературе показало,
что в весенний период динамика ННЖК в почках
лиственных древесных пород (судя по березе) от-
личается от хвойных растений, а также имеет осо-
бенности внутри видов лиственных и хвойных
пород [2–4, 7, 13]. Предполагается, что у хвойных
растений существует, по крайней мере, два раз-
личных механизма низкотемпературной адапта-
ции липидного мембранного матрикса. У Picea
obovata L. и Pinus sylvestris L. механизм адаптации
связан с индукцией экспрессии десатуразных ге-
нов, у Larix sibirica Ledeb. – с активацией ацил-
липидных десатураз и синтезом низкомолекуляр-
ных короткоцепочечных (С < 16) ЖК преимуще-
ственно с нечетным числом атомов углерода [13].

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований у растений рода Betula L. выявлены
общие закономерности изменения содержания
ЖК фракций СЛ в почках по фазам распускания.
Выявленное преобладание ННЖК во всех фракци-
ях СЛ почек берез позволяет сохранять текучесть
мембран их тканей на физиологически активном
уровне, обеспечивающем интенсивные метаболи-
ческие процессы, направленные на формирова-
ние фотоассимиляционного аппарата в распуска-
ющихся почках и устойчивость их к возможным
неблагоприятным климатическим условиям в ве-
сенний период.

Основной вклад в группу ННЖК фракций СЛ
почек берез вносят линоленовая и линолевая, в
группу НЖК – пальмитиновая. Установленное

снижение содержания линолевой кислоты во всех
фракциях почек трех берез в процессе их распус-
кания, вероятно, связано с использованием этой
кислоты в метаболических процессах, направлен-
ных на формирование структур молодого листа,
при дальнейшем росте которого продолжается ее
снижение, при этом накапливаются триеновые
кислоты, преимущественно линоленовая, актив-
но участвующая в процессе фотосинтеза.

Различия в содержании ЖК фракций СЛ по-
чек по фазам распускания у двух видов и одного
подвида растений рода Betula L. могут отражать
особенности липидного обмена их тканей в про-
цессе развития почек в весенний период. Фи-
зиолого-биохимические механизмы, обусловли-
вающие процессы аккумуляции и использования
липидных соединений в почках разных видов и
форм растений рода Betula L. в годичном цикле их
развития, в частности, по фазам распускания, оста-
ются еще во многом не исследованными. Выявлен-
ные особенности ЖКС фракций липидов почек
двух видов и одного подвида березы по фазам рас-
пускания расширяют возможности идентифика-
ции растений рода Betula L.

Исследования выполнены на научном обору-
довании Центра коллективного пользования Фе-
дерального исследовательского центра “Карель-
ский научный центр Российской академии наук”.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на
выполнение государственного задания “Карель-
ского научного центра Российской академии наук”
(Институт леса “Карельского научного центра
Российской академии наук”) и Института физио-
логии растений им. К.А. Тимирязева Российской
академии наук.

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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Исследовали сезонные и суточные изменения титруемой кислотности клеточного сока, содержание
органических кислот и активность ФЕП-карбоксилазы в листьях очитника трехлистного (очитка
пурпурного) Hylotelephium triphyllum (Haw.) Holub. В период генеративного развития растений кис-
лотность клеточного сока возрастала в утренние часы с увеличением содержания малата, актив-
ность ФЕП-карбоксилазы повышалась в вечерние часы на фоне снижения его концентрации, что
свидетельствует о переходе c C3-фотосинтеза на CAM-тип. Интенсивность ß-карбоксилирования
фосфоенолпирувата была наиболее выражена в фазу массового цветения на фоне повышения тем-
пературы и снижения влагообеспеченности растений. Установлено, что CAM-фотосинтез не вно-
сит существенного вклада в углеродный баланс и продуктивность растений, о чем свидетельствуют
величины изотопной дискриминации 13C органического вещества листьев (δ13C около –27‰) и
других органов, близкие к изотопной сигнатуре C3-видов. Функционирование CAM в период цве-
тения – плодоношения способствует сохранению фотосинтетического аппарата и реализации ре-
продуктивного потенциала растений H. triphyllum, обитающих на легко теряющих влагу песчано-
супесчаных почвах в условиях гумидного климата таежной зоны европейского Северо-Востока.

Ключевые слова: Hylotelephium triphyllum, C3-CAM переход, кислотность клеточного сока, малат,
ФЕП-карбоксилаза, изотопное фракционирование углерода, онтогенез, условия среды
DOI: 10.31857/S0015330320060044

ВВЕДЕНИЕ
Метаболизм по типу толстянковых (Crassulace-

ae Acid Metabolism, CAM), или CAM-фотосинтез,
осуществляют примерно 6% всех видов сосуди-
стых растений [1]. Существует мнение, что появ-
лению в эволюции растений с CAM-типом фото-
синтеза способствовали аридизация климата и
снижение содержания CO2 в атмосфере [2, 3].
Особенностью CAM является то, что первичная
фиксация углекислоты (в форме ) происхо-
дит при участии ФЕП-карбоксилазы в цитоплазме
клеток хлоренхимы ночью, когда устьица откры-
ты. Акцептором CO2 служит фосфоенолпируват
(ФЕП), образующийся в процессе гликолитиче-
ского распада запасных углеводов. Образовавший-
ся при фиксации CO2 малат переносится в вакуо-
ли. Днем при закрытых устьицах идет обратный
транспорт малата в цитоплазму, где происходит

его декарбоксилирование. Реассимиляция CO2
осуществляется в цикле Кальвина-Бенсона с уча-
стием РуБФ-карбоксилазы/оксигеназы (C3-путь).
Следовательно, в одной клетке функционируют
две карбоксилазы. Хотя цена восстановления мо-
ля CO2 при участии CAM выше, чем по C3-пути,
снижение транспирационных потерь на единицу
ассимилированного углерода обеспечивает пре-
имущество CAM-растений над C3-растениями в
сухих местообитаниях.

CAM-фотосинтез отличается высокой физио-
логической и метаболической пластичностью [4].
Экспрессия CAM зависит от генотипа, онтогене-
тических (фаза развития) и внешних факторов
(влагообеспеченность, температурный режим, засо-
ление, освещенность, фотопериод). Продолжитель-
ность малатного цикла, динамика пула углеводов и
вклад ночной фиксации CO2 в нетто-накопление
углерода (прирост биомассы) могут существенно
варьировать. Другими словами, диапазон CAM-
растений довольно широкий: от видов, близких к
C3-растениям, до видов, облигатных CAM. Про-

Сокращения: ОСВ – относительное содержание воды; ТК –
титруемая кислотность; δ13C – отклонение соотношения
изотопов углерода (13C/12C) образца от стандарта

3HCO−

УДК 581.1:582.711.16(470.1)

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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межуточную позицию занимают факультативные
CAM-виды, которые запускают CAM или выхо-
дят из него в зависимости от условий среды и/или
стадии развития.

Hylotelephium triphyllum является одним из не-
многочисленных представителей сем. Crassulace-
ae (толстянковые) на Севере [5, стр. 22‒28]. Виды
данного семейства широко распространены по
всему земному шару, однако большая их часть со-
средоточена в аридных районах. Суккулентные
черты и CAM-тип фотосинтеза отражают адапта-
цию этих растений к сухому и теплому климату.

Миграция толстянковых в северном направле-
нии способствовала приобретению свойств геми-
криптофитов и криптофитов (погружение почек
возобновления в почву, сокращение онтогенеза,
отмирание надземной части в период холодов и
т.п.). Сохранив суккулентные черты, растения
успешно осваивали местообитания с нестабиль-
ным водоснабжением.

Ранее нами было показано, что фотосинтети-
ческий аппарат толстянковых, обитающих в услови-
ях холодного климата, хорошо адаптирован к низ-
ким положительным и умеренным температурам,
что позволяет растениям обеспечить уровень ме-
таболизма, необходимый для реализации жиз-
ненной стратегии на Севере [6].

Цель работы – изучение индукции и роли CAM
у растений Hylotelephium triphyllum, произрастаю-
щих в природно-климатических условиях сред-
нетаежной зоны европейского Северо-Востока
России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Очитник трехлистный (Hylotelephium triphyllum

(Haw.) Holub) – многолетнее поликарпическое
травянистое растение до 50 см в высоту. Побеги
монокарпические, моноциклические, чаще оди-
ночные или по два-три, плотно облиственные,
неразветвленные. Листорасположение очеред-
ное, супротивное, листья уплощенные продол-
говато-яйцевидной формы с толстой кутикулой.
Соцветие многоцветковое, цветки малиновые,
пурпуровые, многочисленные. Подземная часть
состоит из клубневидно-утолщенных корней и
небольшого корневища. Размножается генера-
тивным (семенами) и вегетативным способом
(частями стеблей и корневища). В генеративный
период особи H. triphyllum вступают в возрасте
4‒5 лет и старше. Продолжительность генератив-
ного периода составляет 5‒6 лет. Сформирован-
ные семена полноценные с высокой всхожестью.
Корневище укороченное, расположено на не-
большой глубине, от него отходят хорошо разви-
тые клубневидно утолщенные придаточные корни
веретеновидной формы. Данный вид обычен в
лесной зоне, встречается на опушках, полянах,

среди кустарников по лугам. На территории Рес-
публики Коми обычными местонахождениями
являются пойменные кустарники, склоны, освет-
ленные смешанные леса, вырубки, бечевники.
Встречается на террасах в пойме, надпойме и
прирусловой части поймы. Произрастает на гли-
нистой, песчаной и супесчаной почве, известня-
ках, сланцевых обнажениях и скалах.

Полевые исследования проведены в подзоне
средней тайги Республики Коми. Климат района
умеренно континентальный, характеризуется срав-
нительно длинной холодной снежной зимой и уме-
ренно теплым коротким летом. Средняя температу-
ра самого теплого месяца июля около +16°C, а са-
мого холодного месяца января −16°C. Средняя
суточная температура воздуха выше 10°С наблю-
дается 90 дней в году. Среднегодовое количество
осадков составляет 700 мм, испарение с поверхно-
сти суши – 450 мм. Исследования проводили в тече-
ние вегетационного периода 2016 ‒ 2019 гг. В работе
использовали растения, обитающие на дерново-
слоистой песчано-супесчаной хорошо дренируе-
мой почве в заливаемой части пойменной террасы
левого берега р. Вымь (62°16′19.4′′ N 50°39′29.1′′ E).
Участок находится в окрестностях Ляльского ле-
собиологического стационара Института биоло-
гии Коми НЦ УрО РАН.

Сведения о температуре воздуха и количестве
осадков были получены из открытых архивов
сайта “Расписание Погоды” (https://rp5.ru) и Ав-
томатизированной Информационной Системы
Обработки Режимной Информации – АИСОРИ
(http://aisori.meteo.ru/ClimateR). Использовали
данные для метеостанции г. Сыктывкара (синоп-
тический индекс 23805), удаленной от местооби-
тания исследуемых растений на 68 км. Расчет
суммы активных температур выше 15°С и суммы
осадков осуществляли для 20-дневного периода,
предшествующего дате отбора растительных об-
разцов. Микроклиматические условия – осве-
щенность, температуру воздуха и почвы в место-
обитании растений регистрировали с помощью
портативной метеостанции LI-1400 (“LI-COR”,
США) с набором метеорологических датчиков.

Погодные условия вегетационного периода
2016 г. характеризовались повышенной по отно-
шению к среднемноголетнему показателю темпе-
ратурой воздуха и близкому к норме количеству
осадков с мая по июль (табл. 1). Вегетационные
периоды 2017 и 2019 гг. были сравнительно про-
хладными с обильными осадками. Близкая к кли-
матической норме погода наблюдалась в 2018 г.

Зрелые листья отбирали с верхней трети побе-
гов 20‒30 типичных растений в разное время су-
ток в период вегетативного роста (май – июнь),
бутонизации – цветения (июнь – июль) и плодо-
ношения (август). Часть свежесобранных листьев
использовали для определения содержания сухо-
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го вещества и показателей водного обмена. Для
насыщения водой листья размещали на фильтро-
вальной бумаге в чашках Петри, заливали дистил-
лированной водой и выдерживали в закрытых
чашках в течение 12 ч. Длительность экспозиции
определяли в предварительном опыте. Относи-
тельное содержание воды (ОСВ) в листьях рас-
считывали по формуле:

где mсыр и mсух – масса свежесобранного и масса
высушенного при 105°С образцов листьев, mнас –
масса образца листьев после 12-часового насыще-
ния водой.

Дневной водный дефицит (ВД) находили по
формуле:

Для определения титруемой кислотности за-
фиксированные в жидком азоте образцы листьев
(1.5 г) гомогенизировали в 10 мл дистиллированной
воды, полученный экстракт центрифугировали в те-
чение 10 мин при 12000 g и отбирали надосадочную
жидкость. Общую кислотность супернатанта опре-
деляли методом потенциометрического титрования
раствором гидрооксида натрия (NaOH), исполь-
зуя pH-метр Hanna HI 8519 (“Hanna Instruments”,
США). Суммарное содержание органических кис-
лот в листьях выражали в экв. [H+]/г сырой массы.

Для анализа углеводов и органических кислот
зафиксированный в жидком азоте растительный
материал подвергали лиофильной сушке. Опреде-
ление содержания водорастворимых низкомолеку-
лярных углеводов выполняли спектрофотометри-
ческим методом по колориметрированию избытка
щелочного раствора гексацианоферрата (III) калия
(K3[Fe(CN)6]) после реакции с редуцирующими са-
харами [7]. Здесь и далее при выполнении спектро-
фотометрических измерений применяли двулуче-
вой спектрофотометр Shimadzu UV-1700 (“Shimad-
zu”, Япония).

Для определения содержания и состава сво-
бодных органических кислот и моносахаридов
навеску (100 мг) образца лиофильно высушенных

сыр сух нас сухОСВ 100%,[( ) ( )]m m m m= − − ×

нас сыр нас сухВД 100%) ( )] .[(m m m m= − − ×

листьев дважды экстрагировали свежими порци-
ями (по 10 мл) дистиллированной воды при тем-
пературе 40°С. Полученный экстракт высушивали
под вакуумом и подвергали силированию смесью,
состоящей из N,O-бис(триметилсилил)трифтор-
ацетамида (BSTFA) и триметилхлорсилана (TMCS)
в пиридине в соответствии с рекомендациями фир-
мы-производителя (https://www.sigmaaldrich.com/
Graphics/Supelco/objects/4800/4747.pdf). Иденти-
фикацию триметилсилильных производных орга-
нических кислот и моносахаридов осуществляли
на основании сопоставления масс-спектров и ин-
дексов удерживания стандартов и компонентов
анализируемых растворов после проведения ГЖХ
анализа на хромато-масс-спектрометре TRACE
DSQ (“Thermo Fisher Scientific”, США). Количе-
ственное определение целевых компонентов про-
водили с помощью метода ГЖХ с пламенно-иони-
зационным детектированием на приборе Кристалл
200М (“Хроматэк”, Россия). В качестве внутренне-
го стандарта использовали гексадекан (C16H34).

Определение активности ФЕП-карбоксилазы
в растительном материале проводили по методике,
описанной в статье [8] с незначительными моди-
фикациями. В работе использовали коммерческие
реактивы производства “Sigma-Aldrich” (Герма-
ния). Зафиксированные в жидком азоте образцы ли-
стьев (500 мг) гомогенизировали в 5 мл 50 ммоль Tris
HCl буфера (pH 8.2), содержащем 1 ммоль ЭДТА,
5 ммоль сульфата магния (MgSO4), 2 ммоль ДТТ,
1% Тритона X-100, 20% глицерина, 50 мг поливи-
нилполипирролидона (ПВПП) и 20 мкл смеси
ингибиторов протеаз (Protease Inhibitor Cocktail
for plant cell and tissue extracts, DMSO solution). Го-
могенат центрифугировали 10 мин при 12 000 g и
отделяли от осадка. Процедуру выделения прово-
дили при 4°С. Активность ФЕП-карбоксилазы в
полученном экстракте определяли спектрофото-
метрически, оценивая изменение оптической плот-
ности при 340 нм в реакции окисления НАД·H в
присутствии малатдегидрогеназы (MДГ). Для чего
к реакционной среде – 50 ммоль Tris HCl буфер
(pH 8.2) (2.95 мл), содержащий 10 Ед МДГ,
0.2 ммоль НАД∙H, 5 ммоль сульфата магния (MgSO4)

Таблица 1. Погодные условия вегетационного периода в годы проведения исследований (по данным для метео-
станции г. Сыктывкара, синоптический индекс 23805)

Годы
Среднемесячная температура (°С) / Сумма осадков (мм)

май июнь июль август

2016 11.5/35 14.6/51 19.9/70 18.1/171
2017 5/54 12.4/98 18.3/79 16/83
2018 8.1/77 13.5/76 19.4/87 14.5/52
2019 10.9/84 13.6/90 15.3/134 11.3/111
Среднемноголетние
показатели 8.5/41 14.3/59 17.5/73 14.2/59
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и 5 ммоль гидрокарбоната натрия (NaHCO3) до-
бавляли аликвоту (50 мкл) экстракта ФЭП-карбок-
силазы. Реакцию окисления НАД∙H инициировали
путем добавления раствора ФЕП, конечная концен-
трация которого в реакционной среде составляла
2 ммоль. Скорость окисления НАД∙H измеряли в
течение 3 мин после добавления ФЕП. Актив-
ность ФЕП- карбоксилазы определяли при 25°С
и выражали в расчете на хлорофилл. Содержание
хлорофиллов определяли в ацетоновых экстрак-
тах растительного материала спектрофотометри-
чески [9].

Изотопный состав углерода (соотношение
изотопов 13C/12C) в растительных образцах иссле-
довали на базе ЦКП “Геонаука” Института гео-
логии Коми НЦ УрО РАН. Измерения проводи-
лись методом проточной масс-спектрометрии на
аналитическом комплексе, включающем эле-
ментный анализатор Flash EA 1112 (“Thermo Fish-
er Scientific”, США) сопряженный c масс-спек-
трометром Delta V Adnantage (“Thermo Fisher Scien-
tific”, США). Отклонение изотопной сигнатуры
13C/12C исследуемого образца от сигнатуры стан-
дартного образца рассчитывали по формуле:

Результаты оценки δ13C растительных образ-
цов приведены в промилле относительно стан-
дарта PDB (Pee Dee Belemnite).

Все анализы проводили в 3-5-кратной биологи-
ческой повторности. Для сравнения средних вели-
чин применяли дисперсионный анализ ANOVA
(критерий Дункана). Расчеты осуществляли при
заданном уровне значимости P ≤ 0.05. На рисун-
ках и в таблицах представлены средние арифме-
тические значения и их стандартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Особенности роста и развития растений Hylo-
telephium triphyllum. Многолетние наблюдения по-
казали, что отрастание побегов растений начина-
ется в первой–второй декадах мая в зависимости

( )
( ) ( )

13

13 12 13 12
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от продолжительности и силы весеннего полово-
дья. Несмотря на высокую влагообеспеченность,
сначала рост побегов замедленный, видимо из-за
недостатка тепла и запаса углерода. По мере фор-
мирования листовой поверхности активность ро-
стовых процессов возрастала. В период цветения
высота растений составляла 35‒45 см, сырая масса
побега – около 30 г, а на долю листьев приходилось
в среднем 30‒35% массы побега. Линейный рост
побега H. triphyllum детерминирован, появление
новых метамеров прекращается с переходом рас-
тений к генеративному развитию.

Фаза цветения растений приурочена к самому
теплому месяцу вегетационного периода – июлю
(табл. 1). При среднемесячной температуре воз-
духа около 18°С максимальные температуры воз-
духа над поверхностью почвы могут достигать
28‒30°С. При ясном небе в полуденные часы на
уровне растений нами были зарегистрированы
температуры воздуха в пределах 30‒35°С, а почвы
на глубине 5 см – 27‒30°С. Относительная влаж-
ность воздуха составляла 45‒50%, а влажность
почвы не превышала 20%.

Относительное содержание воды в функцио-
нально зрелых листьях в фазу вегетативного роста
составляло в среднем 90‒92% (табл. 2). В период
бутонизации – цветения величина ОСВ снижа-
лась до 80–85%, в отдельных случаях – до 75%
(табл. 2). Следует отметить, что отделенные ли-
стья хорошо удерживали воду, видимо вследствие
накопления осмотически активных соединений,
а также низкой устьичной и кутикулярной транс-
пирации. В лабораторных условиях сырая масса
листьев практически не менялась в течение суток
и более (данные не приводятся).

Кислотность клеточного сока и содержание ма-
лата. Одним из основных индикаторов функцио-
нирования CAM-фотосинтеза служат цикличе-
ские изменения кислотности клеточного сока ли-
стьев растений, связанные с суточной динамикой
накопления и утилизации органических кислот.
Исследования титруемой кислотности (ТК) кле-
точного сока листьев H. triphyllum в разные годы и
периоды вегетации позволили выявить сезонные
и суточные изменения величины этого показате-
ля (рис. 1, табл. 3). Из представленных на рис. 1
данных видно, что уровень ТК значительно по-
вышался во второй половине вегетации (июль–
август). В этот период были отмечены и более
значительные суточные изменения величины ТК.
Так, в июле (фаза массового цветения) кислот-
ность клеточного сока в ранние утренние часы
достигала 96 мкмоль [Н+]/г сырой массы, к полу-
дню она снижалась в 5 раз, а к ночи вновь заметно
возрастала до 27 мкмоль [Н+]/г сырой массы. В
конце мая (фаза вегетативного роста) величина
ТК не превышала 6 мкмоль [Н+]/г сырой массы и
была стабильна в течение суток. Сходные законо-

Таблица 2. Относительное содержание воды (ОСВ) и
дневной водный дефицит (ВД) в листьях Hylotelephium
triphyllum в период вегетативного роста и начала пло-
доношения

Примечание. Долю сухого вещества в листьях выражали в %
от сырой массы свежесобранных образцов.

Дата ОСВ, % ВД, % Доля сухого 
вещества, %

25–26.05.2016 91.4 ± 5.8 7.6 ± 0.4 7.6 ± 0.7
25–26.07.2016 74.7 ± 4.6 24.3 ± .5 7.4 ± 0.7
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мерности изменения кислотности клеточного
сока в период генеративного развития растений
были отмечены и в другие годы (табл. 3). При
этом более выраженная динамика величины ТК
была зарегистрирована в более теплом 2016 г.,
чем в 2018 г.

Суточные изменения кислотности клеточного
сока в фазу цветения соответствовали динамике
содержания малата (табл. 4). Максимальное на-
копление малата зарегистрировано в ранние
утренние часы, в полуденное время его содержа-
ние было в 6.5 раз меньше. К ночи концентрация
малата вновь повышалась, но не достигала вели-
чин, отмеченных в ранние утренние часы. Содер-
жание других карбоновых кислот изменялось в
той же манере, что и малата, однако их концен-
трация была существенно меньше. Следователь-
но, их вклад в кислотность клеточного сока ли-
стьев, по сравнению с малатом, незначительный.

Активность ФЕП-карбоксилазы. ФЕП-карбок-
силаза является ключевым ферментом, осуществ-
ляющим первичную фиксацию углекислоты у рас-
тений с CAM и C4-типом фотосинтеза. Мы иссле-
довали активность фермента в листьях H. triphyllum
в фазу вегетативного роста (май) и в период цвете-
ния (июль) (рис. 2). Листья отрастающих побегов
характеризовались низким и стабильным в течение
суток уровнем активности ФЕП-карбоксилазы. В
фазу цветения активность ФЕП-карбоксилазы была
в 4‒7 раз выше и изменялась в течение суток. В
начале ночи уровень активности ФЕП-карбокси-
лазы был в 1.5 раза выше, чем в ранние утренние
часы. При этом повышение активности фермента

наблюдалось уже в полуденное время, на фоне
снижения пула органических кислот.

Содержание растворимых сахаров. В период ге-
неративного развития растений содержание рас-
творимых углеводов в листьях H. triphyllum суще-

Рис. 1. Суточные изменения титруемой кислотности
клеточного сока листьев Hylotelephium triphyllum в раз-
ные периоды вегетации (данные 2017 г.): 1 – 25–27 мая,
2 – 19–22 июня, 3 – 18–21 июля, 4 – 14–15 августа. Раз-
личные латинские буквы обозначают статистически
значимые изменения величины показателя в течение
суток (P ≤ 0.95).
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Таблица 3. Суточная динамика титруемой кислотности (мкмоль [Н+]/г сырой массы) клеточного сока листьев
Hylotelephium triphyllum в период генеративного развития растений

Примечание. Различные надстрочные буквы обозначают статистически значимые изменения величины показателя в течение
суток.

Время суток, ч
2016 г. 2018 г.

2 июля 27 июля 3 июля 30 июля

6:00 84.8 ± 4.2а 156.5 ± 7.6а 43.5 ± 1.3а 77.3 ± 2.6а

12:00 15.3 ± 1.1b 26.8 ± 2.0b 29.1 ± 1.7b 53.1 ± 5.2 b

18:00 13.9 ± 1.3b 16.1 ± 0.9с 15.1 ± 1.0с 20.5 ± 1.1с

22:00 31.8 ± 2.6с 30.4 ± 1.9b 27.9 ± 2.4b 21.8 ± 3.2с

Таблица 4. Суточная динамика содержания карбоновых кислот (мкмоль/г сырой массы) и титруемой кислотно-
сти клеточного сока (мкмоль [Н+]/г сырой массы) в листьях Hylotelephium triphyllum, (данные 18‒20 июля 2017 г.)

Время суток, ч Малат Цитрат + изоцитрат Сукцинат Титруемая 
кислотность

6:00 35.6 ± 1.8a 5.0 ± 0.2а 1.5 ± 0.2а 96.2 ± 4.2а

12:00 5.4 ± 0.1b 2.0 ± 0.1b 0.5 ± 0.1b 16.9 ± 2.0b

21:00 12.7 ± 0.2c 2.1 ± 0.1b 0.7 ± 0.1b 28.2 ± 1.8c
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ственно изменялось в течение суток (рис. 3).
Максимум накопления сахаров отмечали во вто-
рой половине дня. При этом в начале июля (нача-
ло цветения) фонд сахаров в дневные часы был в
1.5 раза больше, чем в начале августа (начало пло-

доношения). В оба срока в фонде углеводов, как
правило, доминировали моносахара, их доля со-
ставляла в среднем 70%. Дисахариды были пред-
ставлены в основном сахарозой. В составе моноса-
харов присутствовали седогептулоза (около 60%),
фруктоза (35‒40%) и глюкоза (менее 5%) (рис. 4).

Таким образом, нами установлено, что с пере-
ходом к генеративному развитию в листьях
H. triphyllum повышается кислотность клеточного
сока, увеличивается содержание малата, возрас-
тает уровень активности ФЕП-карбоксилазы.
В фазу цветения наблюдаются выраженные су-
точные изменения этих показателей. Фаза цвете-
ния приходится на наиболее теплый период веге-
тации (июль).

ОБСУЖДЕНИЕ

Факультативный CAM используют однолет-
ние и многолетние растения, которые в условиях
достаточного водоснабжения реализуют C3-тип

фотосинтеза для поддержания высокой скорости
роста. При неблагоприятных воздействиях (де-
фицит влаги, высокие температуры, засоление)
такие виды переходят на CAM. Индукция CAM
служит механизмом снижения потери влаги и
поддержания фотосинтетической активности. По
имеющимся в литературе данным переход на
CAM позволяет сэкономить до 70% воды, теряе-
мой при транспирации за день [10].

Известно, что CAM-тип фотосинтеза связан с
суточной ритмикой органических кислот. Зако-

Рис.2. Суточная динамика активности ФЕП-карбок-
силазы в листьях Hylotelephium triphyllum: 1 – май
2019 г., 2 – август 2018 г. Различные латинские буквы
обозначают статистически значимые изменения ве-
личины показателя в течение суток (P ≤ 0.95).
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Рис. 3. Содержание растворимых углеводов в фазе начала цветения (а) и начала плодоношения (б) в листьях Hylo-
telephium triphyllum (данные 2 июля и 3 августа 2018 г., соответственно): 1 – моносахариды, 2 – сумма растворимых
сахаров. Различные латинские буквы обозначают статистически значимые изменения величины показателя в тече-
ние суток (P ≤ 0.95).
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номерные суточные изменения кислотности
клеточного сока и содержания малата в листьях
H. triphyllum наблюдались нами в период генера-
тивного развития (рис. 1; табл. 3, 4). Переход к ге-
неративному развитию отмечен в конце июня, а
фаза массового цветения приходилась на середи-
ну июля – месяца с наиболее теплой погодой. В
период отрастания побегов (май) кислотность
клеточного сока была низкой и постоянной в тече-
ние суток. Мы проанализировали зависимость ве-
личины, характеризующей разность между макси-
мальными и минимальными за сутки значениями
показателя титруемой кислотности клеточного со-
ка (Δ ТК), от погодных условий июня‒июля. Вы-
явлено, что величины Δ ТК, полученные в разные
годы и сроки вегетации, зависели достоверно от
суммы активных температур (>15°С) за период
(20 суток), предшествующий дате изучения су-
точной динамики ТК (рис. 5). Чем больше тепла
получали растения, тем сильнее была выражена
суточная динамика титруемой кислотности и
больше величина Δ ТК. В то же время количество
выпавших осадков не оказало значимого влияния
на величину Δ ТК (данные не приводятся), вероят-
но, из-за низкой способности дерново-слоистой
песчано-супесчаной почвы удерживать влагу. Не-
смотря на осадки, в июле нами было отмечено
снижение содержания влаги в корнеобитаемом
слое почвы до 10‒15% полной влагоемкости. В
результате уменьшилась оводненность и увели-
чился водный дефицит листьев (табл. 2).

Регуляция CAM-фотосинтеза в течение суток
связана с суточным ритмом активности ФЕП-
карбоксилазы. Считается, что активная (нечув-
ствительная к накоплению малата) форма фер-
мента присутствует у CAM-растений ночью [11].
Однако у некоторых CAM- видов ФЕП-карбок-
силаза может оставаться активной в течение не-
скольких часов после начала фотопериода. На-
пример, у C3-CAM-вида Clusia minor она была ак-

тивной (фосфорилированной) еще в течение 3 ч
после включения света [12].

У исследованных нами растений H. triphyllum
активность ФЕП-карбоксилазы в ранние утренние
часы была почти вдвое ниже, чем в начале ночи.
Причем повышение уровня активности фермента
начиналось уже в первой половине дня. Извест-
но, что фотопериод, интенсивность и спектраль-
ный состав светового потока могут оказывать су-
щественное влияние на индукцию CAM посред-
ством увеличения синтеза ФЕП-карбоксилазы и
модуляции активности фермента [13, 14]. Анали-
зируя суточные изменения активности фермента
в листьях H. triphyllum, следует учитывать особенно-
сти светового режима, связанные с географическим
положением района проведения исследований и, в
первую очередь, продолжительность фотоперио-
да. Так, в середине июля восход солнца наблюда-

ется в 2 ч 23 мин, заход в 21 ч 04 мин, а сумерки
длятся более 2 ч.

Ранее было показано, что в листьях H. triphyl-
lum отсутствует специализированная водозапаса-

Рис. 4. Относительная доля моносахаридов в листьях
Hylotelephium triphyllum в фазу массового цветения
(18–20 июля 2017 г.): 1 – глюкоза, 2 – фруктоза, 3 –
седогептулоза.
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Рис. 5. Зависимость разности между максимальной и
минимальной величинами титруемой кислотности
клеточного сока (Δ ТК) листьев Hylotelephium triphyl-
lum от суммы активных температур выше 15°C за
20-суточный период, предшествующий дате опреде-
лений суточной динамики титруемой кислотности
(обобщенные данные за июнь–июль 2016–2019 гг.).
Результаты корреляционного анализа: коэффициент
корреляции Пирсона r = 0.811, уровень значимости
P = 0.027.
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ющая ткань [6, стр. 31‒32] и они характеризуются
высокой водоудерживающей способностью. Этому
способствует накопление осмотически активных
соединений – растворимых сахаров и органиче-
ских кислот.

Растворимые сахара играют важную роль во
всех процессах жизнедеятельности, поскольку
могут действовать как сигнальные молекулы,
контролирующие экспрессию генов, которые ре-
гулируют метаболизм, развитие и устойчивость
растений к стрессу [15]. Поэтому углеводный статус
может иметь особое значение для видов с факульта-
тивным CAM. Наши данные свидетельствуют о
сравнительно высоком содержании в листьях
растений H. triphyllum растворимых сахаров, пре-
имущественно моносахаридов, отличающихся
наибольшей биологической активностью. Среди
моносахаридов доминировала седогептулоза. О спо-
собности некоторых видов CAM-растений накап-
ливать этот сахар известно давно, однако роль седо-
гептулозы до конца не выяснена [16]. Полагают,
что синтез седогептулозы связан с цитозольным
окислительным пентозофосфатным путем и она
участвует в поддержании углеродного и фосфор-
ного гомеостаза в клетке при повышенной кон-
центрации CO2.

Несмотря на многочисленные исследования,
все еще остаются плохо понятыми механизмы
восприятия и трансдукции сигнала, формирования
адекватного биохимического ответа CAM-растений
[17, 18]. Не ясно, в какой мере эти механизмы уни-
версальны для всех видов с факультативным CAM.
У отдельных видов индукция CAM связана с он-
тогенетическим развитием. Следовательно, в ре-
гуляции экспрессии CAM генов могут участвовать
гормоны, циркадные ритмы и другие факторы,

способные синхронизировать онтогенетические
события в соответствии с изменения во внешней
среде. Онтогенетически запрограммированную
индукцию C3-CAM перехода можно рассматри-

вать как способ обеспечения положительного ба-
ланса углерода и ресурсов для репродукции при
предсказуемом ухудшении водоснабжения [4, 19].
У исследованного нами H. triphyllum выраженное
функционирование CAM-пути наблюдалось в
период генеративного развития и коррелировало
с поступлением тепла на фоне снижения влаго-
обеспеченности растений.

Для оценки вклада CAM в продукционный про-
цесс мы определяли соотношение стабильных изо-

топов углерода (С12/С13) в биомассе различных ор-
ганов H. triphyllum. Как известно, фракционирова-
ние изотопов углерода при фотосинтезе в сильной
степени зависит от биохимического механизма
связывания углерода и существенно отличается у
видов с различными типами фиксации атмосфер-
ного CO2 [20]. У растений с C3-типом углеродного

метаболизма величина изотопной дискриминации

(δ13C) варьирует в пределах от –21 до ‒35‰, а у C4-

видов от –18 до –9‰. Промежуточную позицию
занимают растения с CAM-типом углеродного ме-

таболизма. Если величина δ13C органического ве-
щества листьев составляет –30…–25‰, можно го-
ворить о минимальном вкладе ß-карбоксилирова-
ния ФЕП в общий углеродный баланс [21, 22].

Величина δ13C органического вещества ли-
стьев H. triphyllum варьировала в пределах от –27.3
до –28.4 ‰ (рис. 6). Обогащение пула углерода
легким изотопом в первой половине вегетации
(май–июнь) обусловлено тем, что растения нахо-
дятся в благоприятных для роста условиях и фото-
синтетическая ассимиляция углерода осуществля-
ется по C3-пути. Интенсивному росту способствуют

длинный день и достаточное количество влаги в
почве после половодья. Во второй половине веге-
тации (июль–август) отмечено небольшое повы-
шение содержания в листьях тяжелого изотопа,
что связано с индукцией CAM. В период плодо-

ношения (середина августа) величина δ13C орга-
нического вещества генеративных органов со-
ставляла –27.9 ‰, стеблей –27.5 ‰, почек возоб-
новления –27.4 ‰ и утолщенных придаточных

корней –27.3 ‰. Тот факт, что величина δ13C
утолщенных придаточных корней была наименее
отрицательна, указывает на возможность аллока-
ции углерода, ассимилированного при CAM-фо-
тосинтезе в запасающие органы. Использованием
запасных веществ для формирования надземной
биомассы побегов можно объяснить тенденцию к
обогащению органического вещества листьев тя-
желым изотопом углерода в период весеннего от-
растания (май). Вместе с тем нельзя исключить вли-
яние постфотосинтетических процессов фракци-
онирования изотопов углерода, которые также

Рис. 6. Сезонные изменения величины δ13C органиче-
ского вещества листьев Hylotelephium triphyllum (данные
2017 г.)
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приводят к изменению сигнатуры изотопного со-
става органического вещества подземных орга-

нов относительно δ13C листьев [23].

Вопрос о том, насколько точно величина δ13C
отражает вклад ночной и дневной фиксации CO2

у CAM-растений, остается дискуссионным [24].

Поэтому судя только по величине δ13C трудно
оценить роль ассимиляции CO2 посредством ß-

карбоксилирования ФЕП в углеродном балансе
C3-CAM вида H. triphyllum. Обогащение биомассы

H. triphyllum легким изотопом углерода подтвер-
ждает, что в природных условиях таежной зоны
растения в большей мере использовали C3-тип фо-

тосинтетического метаболизма, чем CAM-путь.

Итак, нами выявлена сезонная и суточная ди-
намика показателей, служащих индикаторами
C3-CAM перехода. Закономерные изменения кис-

лотности клеточного сока, содержания малата и
активности ФЕП-карбоксилазы в листьях свиде-
тельствуют об индукции CAM у растений H. triphyl-
lum в период генеративного развития. Установлено,
что CAM-фотосинтез не вносит существенного
вклада в углеродный баланс и продуктивность
растений. Функционирование CAM в период
цветения – плодоношения способствует сохране-
нию фотосинтетического аппарата и реализации
репродуктивного потенциала растений, обитаю-
щих на легко теряющих влагу песчано-супесча-
ных почвах в условиях гумидного климата таеж-
ной зоны европейского Северо-Востока России.

Работа выполнена в рамках темы госбюджет-
ных НИОКТР “Физиология и стресс-устойчи-
вость фотосинтеза растений и пойкилогидриче-
ских фотоавтотрофов в условиях Севера”
(№ АААА-А17-117033010038-7).

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов. Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных в
качестве объектов исследований.
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РОСТ КУЛЬТУРЫ Porphyridium purpureum (Porphyridiales, Rhodophyta)
И ПРОДУКЦИЯ B-ФИКОЭРИТРИНА
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Красный пигмент B-фикоэритрин (B-ФЭ), относящийся к группе фикобилипротеинов (ФБП),
входит в состав светособирающего пигментного комплекса красной микроводоросли Porphyridium
purpureum (Bory) Drew et Ross, а его количество в клетках определяется уровнем облучённости и
обеспеченности азотом. С практической точки зрения, B-ФЭ является ценным природным пигмен-
том, биотехнологический потенциал которого используется в нутрицевтике, фармацевтике, пище-
вой и косметической промышленности, а также в биомедицинских исследованиях и клинической
диагностике. В экспериментах с P. purpureum довольно часто оценивают динамику численности кле-
ток и содержание фотосинтетических пигментов, однако в большинстве экспериментов плотность
культуры невысока, хотя известно, что у данного вида она может достигать 10 г/л сухого вещества.
В связи с вышеизложенным, целью данной работы являлось изучение особенностей накопления и
продукции ФБП в плотной культуре P. purpureum при различной освещенности. Проведенный мо-
лекулярно-генетический анализ подтвердил таксономическую принадлежность культуры P. purpu-
reum. Водоросли выращивали в фотобиореакторах плоскопараллельного типа при средней осве-
щённости 5, 10 и 15 кЛк. При исследовании микроводоросли P. purpureum в качестве показателей ис-
пользовали динамику плотности культуры, содержание B-ФЭ и продукционные характеристики.
Показано, что прирост плотности культуры микроводоросли, соответствующий расчетной концен-
трации азота в питательной среде, получен только для варианта с освещенностью 5 кЛк. Увеличение
освещённости до 10 и 15 кЛк вызывало снижение как максимальной, так и средней продуктивности
культуры в 2.5–3.5 раза. Экспериментально установлено, что самое высокое содержание B-ФЭ в
клетках и культуре P. purpureum (5.5% сухого вещества и 74 мг/л соответственно) наблюдалось при
освещённости 5 кЛк. Определен характер изменения содержания B-ФЭ в культуре P. purpureum в за-
висимости от удельной освещенности клеток микроводоросли: концентрация пигмента гиперболи-
чески снижалась с ростом удельной освещенности. Таким образом, уровень освещённости клеток
микроводоросли P. purpureum оказывал значительное влияние на ростовые характеристики культу-
ры (скорость роста, скорость синтеза и выход B-ФЭ): более низкий уровень поверхностной осве-
щённости являлся предпочтительным для выращивания P. purpureum. Подход, предложенный в ра-
боте, позволяет снизить материальные затраты при культивировании P. purpureum с сохранением
высокой скорости роста культуры.

Ключевые слова: Porphyridium purpureum, фикобилипротеины, освещенность, пигменты, В-фикоэ-
ритрин, скорость роста
DOI: 10.31857/S0015330320060056

ВВЕДЕНИЕ
За последние десятилетия была показана вы-

сокая биологическая ценность веществ, синтези-

руемых в клетках микроводорослей, таких как:
пигменты, липиды и углеводы [1–3]. Именно
благодаря этому биотехнология микроводорос-

Сокращения: АФЦ – пигмент аллофикоцианин; БАД – биологически активные добавки; B-ФЭ – красный пигмент B-фико-
эритрин; ССК – светособирающий пигментный комплекс; ФБП – фикобилипротеин; BI – Байесовский подход (от Bayesian
inference); LB – значение бутстрэп для ML (от likelihood bootstrap); ML – метод максимального правдоподобия (от maximum
likelihood); PP – апостериорная вероятность (от posterior probability); R-ФЦ – пигмент R-фикоцианин.

УДК 581.1.582.273:518.1 (582.232:577.1)

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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лей получила новое направление развития, когда
выращивание осуществляют для получения био-
логически активных компонентов биомассы. Вы-
сокая ценность и востребованность таких пиг-
ментов, как хлорофиллы, каротиноиды и фико-
билипротеины, позволила поставить вопрос о
промышленном получении натуральных пигмен-
тов из микроводорослей [4–6].

Одноклеточная красная микроводоросль Por-
phyridium purpureum (Bory) Drew et Ross привлекает
внимание исследователей широким спектром син-
тезируемых веществ различной природы. С при-
кладной точки зрения эта микроводоросль, в
первую очередь, представляет интерес как источ-
ник сульфатированных экзополисахаридов, эссен-
циальных жирных кислот, а также пигментов, от-
носящихся к группе фикобилипротеинов (ФБП),
которые у красных водорослей входят в состав фи-
кобилисом [2, 3, 5, 7–9]. Все это, а также отсутствие
данных о наличии токсичных веществ в биомассе
P. purpureum, позволяет использовать продукты
синтеза в качестве биологически активных добавок
(БАД), а отсутствие целлюлозной клеточной стен-
ки значительно облегчает и удешевляет процесс из-
влечения ценных компонентов [1, 2, 5, 8, 10, 11].

Использование натуральных природных пиг-
ментов приобретает все большее значение для кос-
метологии, фармакологии и производства продук-
тов питания. Доказано, что пигменты микроводо-
рослей оказывают выраженное положительное
влияние на организм человека, обладая антиокси-
дантным, антиканцерогенным, противовоспали-
тельным действием, а также антиангиогенным и
нейропротекторным эффектами. С практической
точки зрения, ФБП являются ценными природны-
ми веществами, биотехнологический потенциал
которых уже используется или перспективность ко-
торого показана при использовании в нутрицевти-
ке, фармацевтике, пищевой и косметической про-
мышленности, а также в биомедицинских исследо-
ваниях и клинической диагностике [1, 3, 4, 8, 9].

Известно, что биохимический состав и ско-
рость роста культур микроводорослей отличается
у разных видов и штаммов, при этом на выход
ценных компонентов также оказывают влияние
множество различных факторов, важнейшие из
которых: тип и конструкция фотобиореактора,
параметры культивирования (состав питательной
среды, освещённость, условия аэрации, pH, тем-
пература и др.) [2, 4, 6, 7, 12, 13]. Свет является
главным фактором среды, который определяет
скорость протекания реакций фотосинтеза, излу-
чение и спектральный состав могут изменить ме-
таболизм и биохимический состав культур мик-
роводорослей. В клетках микроводорослей свет
поглощается светособирающими пигментными
комплексами (ССК) и далее предается в реакци-
онные центры первой (П700) и второй (П680) фото-

систем. Общая тенденция, представленная в ли-
тературе: микроводоросли с фикобилисомами,
как правило, предпочитают низкую освещен-
ность (~10–50 моль фотонов/(м2 с), в то время как
многие другие виды водорослей, например, боль-
шинство динофлагеллят или зеленые, обычно
нуждаются в более высокой интенсивность света
(~60–100 моль фотонов/(м2 с) [3, 10, 14–17]. ФБП
Porphyridium (B-фикоэритрин, R-фикоцианин и
аллофикоцианин), входящие в состав ФС II, яв-
ляются пигментами белковой природы, и их ко-
личество в клетках, в первую очередь, определяет-
ся уровнем облученности и обеспеченности азо-
том. Одним из наиболее изученных ФБП является
B-фикоэритрин (B-ФЭ), входящий в состав ССК
P. purpureum и придающий красную окраску его
культуре [10, 15]. В экспериментах с P. purpureum
довольно часто оценивают динамику численно-
сти клеток и содержание фотосинтетических пиг-
ментов [7–9, 11, 12, 18]. Однако в большинстве
экспериментов плотность культуры невысока,
хотя известно, что у данного вида она может до-
стигать и 10 г/л сухого вещества [10].

В связи с вышеизложенным, целью данной ра-
боты являлось изучение особенностей накопле-
ния и продукции ФБП в плотной культуре P. pur-
pureum при различной освещённости.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования выполнялись на базе Отдела

биотехнологий и фиторесурсов ФИЦ ИнБЮМ
(г. Севастополь). Объектом исследования являлся
штамм IBSS-70 красной микроводоросли Porphyrid-
ium purpureum (Bory) Drew et Ross (Rhodophyta) из
коллекции Научно-образовательного центра кол-
лективного пользования ФИЦ ИнБЮМ “Коллек-
ция гидробионтов Мирового океана”.

Выращивание осуществляли на питательной
среде для морских красных водорослей [15]: (со-
став: NaNO3 – 1.2 г/л, NaH2PO4 ⋅ 2H2O – 0.45 г/л,
EDTA-Na2 – 0.037 г/л, FeC6H5O7 ⋅ 3H2O – 0.0265 г/л,
MnCl2 ⋅ 4H2O – 0.004 г/л, Co(NO3)2 ⋅ 6H2O –
0.0031 г/л, (NH4)6Mo7O24 ⋅ 4H2O – 0.0009 г/л,
K2Cr2(SO4)2 ⋅ 4H2O – 0.0017 г/л). Среду готовили
на стерилизованной морской воде.

Культуру P. purpureum, которая была использо-
вана в качестве инокулята, предварительно выра-
щивали в фотобиореакторах плоскопараллельно-
го типа при освещённости 5 кЛк. Далее, культи-
вирование продолжили в фотобиореакторах того же
типа с рабочим объемом 1 л и толщиной слоя 2 см
при круглосуточном искусственном освещении.
В качестве осветителя использовали световую ре-
шетку из 18 Вт люминесцентных ламп; средняя
освещённость на поверхности фотобиореакторов
составляла 5, 10 и 15 кЛк. Интенсивность освеще-
ния на поверхности фотобиореактора регистри-
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ровали при помощи люксметра Ю-116 с погреш-
ностью не более 5% от измеряемой величины.
Температуру поддерживали на уровне 26–28°С,
рН среды – 8–9. Барботаж культур осуществляли
аквариумным компрессором Hailea ACO-308 воз-
духом без дополнительного введения углекислого
газа; скорость подачи воздуха была одинакова для
фотобиореакторов и составляла около 0.5 л/л
культуры в минуту. Барботаж осуществляли через
аквариумный распылитель воздуха, представля-
ющий собой пластиковую трубку длиной 5 см,
диаметром 5 мм, у которой диаметр пор не превы-
шает 0.1 мм.

Молекулярно-генетические исследования про-
водились на базе лаборатории молекулярной си-
стематики водных растений ИФР РАН. ДНК ис-
следуемого штамма IBSS-70 экстрагировали с по-
мощью набора HelixTM (“Bio-Rad Laboratories”,
США) в соответствии с протоколом производите-
ля. Амплификацию баркодингового участка V4
ядерного гена 18S рДНК длинной 435 п.н. прово-
дили с помощью пары праймеров D512 и D978
[19]. Условия амплификации: начальная денату-
рация – 5 мин при 95°С, последующие 35 циклов:
денатурация при 94°С – 30 с, отжиг праймеров –
40 с при 52°С, элонгация – 50 с при 72°С; оконча-
тельное удлинение – 5 мин при 72°С.

Полученный ПЦР-продукт визуализировали
методом горизонтального электрофореза в ага-
розном геле (1%) и окрашивали SYBR® Safe
(“Life Technologies”, США). Очистку ПЦР-про-
дукта проводили смесью FastAP, 10× FastAP Buf-
fer, Exonuclease I (“Thermo Fisher Scientific”,
США) и воды.

Редактирование и сборку полученной консен-
сусной последовательности осуществляли путем
сопоставления прямых и обратных хроматограмм
при помощи программ Ridom TraceEdit (ver. 1.1.0)
и Mega7. Нуклеотидные последовательности вы-
равнивали с помощью программы Mafft v7, ис-
пользуя модель E-INS-i. После этого проводили
окончательное выравнивание – визуально опре-
деляли и удаляли неспаренные участки в начале и
в конце полученной матрицы. Общая длина вы-
равнивания составила 464 п.н.

Филогенетические деревья строились метода-
ми максимального правдоподобия (ML) и Байеса
(BI). Набор молекулярно-генетических данных
анализировался с использованием байесовского
метода, реализованного в программе Beast ver.
1.10.1. [20]. Для выравненной нуклеотидной мат-
рицы наиболее подходящая модель нуклеотид-
ных замен, параметр формы α и доля неизменных
сайтов (pinvar) оценивались с использованием
байесовского информационного критерия (BIC)
с помощью программы jModelTest 2.1.10 [21].
В качестве модели видообразования использова-
лось дерево-предшественник типа Yule. Расчет-

ная сходимость параметров, эффективный раз-
мер выборки (ESS) и период выгорания проверя-
лись с помощью программы Tracer ver. 1.7.1. [20].
Байесовский анализ проводился со следующими
параметрами: случайное начальное дерево, количе-
ство запусков – 2, число параллельных цепочек – 4,
количество поколений – 1 × 107, запись парамет-
ров каждого сотого поколения и параметр отжига –
25%. Деревья ML строили в онлайн программе
RA×ML [22] с проверкой их устойчивости 1000 бут-
стреп-репликами. Просмотр и редактирование
деревьев осуществляли в программах FigTree
(ver. 1.4.2) и Adobe Photoshop CC (19.0).

Содержание сухого вещества в культуре опре-
деляли ежедневно весовым, а также фотометри-
ческим методами [23]. Оптическую плотность
культуры P. purpureum измеряли на фотометре
Unico 2100 в кюветах с рабочей длиной 5 мм. Про-
бы для определения содержания ФБП отбирали
через 2–3 суток на различных фазах роста нако-
пительной культуры после тщательного переме-
шивания. Суспензию культуры P. purpureum, по-
лученную в эксперименте, центрифугировали в
течение 10 мин, надосадочную жидкость сливали,
осаждённую биомассу использовали для опреде-
ления ФБП. Количественное содержание ФБП
определяли спектрофотометрическим методом
[23]. Для этого проводили экстракцию биомассы
P. purpureum фосфатным буфером (0.05 М; рН =
= 7–7.5). Спектры экстрактов пигментов проме-
ряли на регистрирующем спектрофотометре
СФ-2000 в диапазоне длин волн 400–800 нм с ша-
гом 0.1 нм. Регистрировали оптическую плотность
полученных экстрактов в области характеристиче-
ских максимумов поглощения В-фикоэритрина
(545 нм), R-фикоцианина (615 нм) и аллофико-
цианина (650 нм), а также при 750 нм (для учета
неспецифического поглощения раствора). Кон-
центрацию пигментов в водном экстракте опре-
деляли по [15], используя значения оптической
плотности для соответствующих длин волн.

Рассчитывали средние арифметические ( ),
стандартные отклонения (S), основные ошибки
средних, доверительные интервалы для средних
(Δ ). Все расчеты проводили в программах Libre
Office и Scidavis для уровня значимости α = 0.05.
В таблицах и на графиках представлены средние
значения и рассчитанные доверительные интерва-
лы (  ± Δ ) для трех повторностей. В некоторых
случаях, чтобы избежать загромождения рисун-
ков, доверительные интервалы на графиках не
обозначены, а ошибка не превышала 10%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проверка таксономического статуса исследуе-
мого штамма IBSS-70 проводилась реконструк-
цией филогенетических связей методами макси-

x

x

x x
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мального правдоподобия (ML, где LB – значение
бутстрепа) и Байеса (BI, где PP – апостериорная
вероятность). Как и в предыдущих исследовани-
ях, касающихся вопросов филогении красных
водорослей [24, 25], все включенные в анализ
последовательности P. purpureum образовали
единую кладу с максимальной статистической
поддержкой (LB 100, PP 100) (рис. 1). В состав
этой клады вошел как штамм IBSS-70, так и наи-
более часто используемые в филогении Porphy-
ridiophyceae штаммы P. purpureum CCAP 1380/3,
Porphyridium sp. UTEX 637, P. purpureum IAG R-1,
P. purpureum NZmm3W2 и P. purpureum CBS 153599.
Остальные виды красных водорослей, содержа-
щиеся в выборке, разбились на клады, соответ-
ствующие современному пониманию филогении
Rhodophyta [24].

Начальная плотность культуры P. purpureum
для всех вариантов эксперимента составляла око-
ло 0.5 г/л сухого вещества. За первые 5 суток выра-
щивания прирост биомассы для варианта с самой

низкой поверхностной освещенностью составил
1.8 г/л сухого вещества, а для двух остальных ва-
риантов – в 3 раза ниже (0.6 и 0.7 г/л сухого веще-
ства соответственно). Таким образом, за 5 суток
выращивания культуры P. purpureum ее плотность
увеличилась в 2.4, 2.5 и 4.7 раза (при освещенно-
сти 15, 10 и 5 кЛк соответственно) (рис. 2).

По литературным данным для синтеза 1 г био-
массы P. purpureum (при оптимальных условиях) с
нормальным содержанием белка (40–50%) необхо-
димо около 70 мг азота [10]. Поэтому возможный
прирост биомассы Porphyridium за весь период выра-
щивания по расчетам мог составить 2.0–2.4 г/л су-
хого вещества [10, 26]. Близкие к расчетным зна-
чения этого параметра (2.1 г/л сухого вещества)
наблюдались только для варианта эксперимента с
освещённостью 5 кЛк. При повышении освещён-
ности наблюдаемый прирост был значительно
ниже потенциально возможного (в 2.3 и 3.3 раза
для 10 и 15 кЛк соответственно) (табл. 1).

Рис. 1. Байесовское филогенетическое дерево для штамма Porphyridium purpureum IBSS-70, сконструированное на ос-
нове анализа нуклеотидных последовательностей участка V4 18S рДНК для 26 представителей Rhodophyta. В качестве
внешней группы выбраны представители порядка Dixoniellales. Общая длина выравнивания 464 п.н. Исследуемый
штамм выделен жирным шрифтом. Для всех представителей указан номер штамма и номера доступа к последователь-
ностям в GenBank. Над горизонтальными линиями показаны значения бутстрепа для ML-анализа (<50 не указаны),
под горизонтальными линиями – значения Байесовских апостериорных вероятностей (<90 не указаны). * обозначена
100% статистическая поддержка. Модель нуклеотидных замен HKY+I+G, α = 0.3770 и pinvar = 0.2350.
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При освещенности 5 кЛк максимальная и
средняя продуктивность культуры P. purpureum на
линейном участке роста, а также прирост биомассы
были значительно выше (в среднем, в 2.5–3.5 раза),
чем в вариантах с более высокой освещенностью.
Увеличение освещенности вызывало снижение
продуктивности культуры, что, в итоге, приводило
к существенной потере урожая биомассы P. purpure-
um. В большинстве случаев при интенсивном выра-
щивании микроводорослей факторами, ограничи-
вающими рост культуры, являются освещенность
и обеспеченность элементами минерального пи-
тания клеток культуры. По литературным дан-
ным для выращивания P. purpureum предпочти-
тельнее использовать более низкие освещенно-
сти [3, 10]. Ранее полученные данные показали
возможность получения плотной культуры дан-
ного вида с продуктивностью около 0.5 г/(л сут)
сухого вещества при поверхностной освещенно-
сти 20 кЛк, однако, в этом случае толщина рабо-
чего слоя культуры была в 2.5 раза больше, чем в
данном эксперименте [18]. По-видимому, увели-
чение поверхностной освещенности и, соответ-
ственно, удельной освещенности клеток, вызвало
фотоингибирование роста культуры P. purpureum,
даже при условии оптимальности прочих условий
выращивания [10]. Кроме того, была отмечена ко-
ричневая окраска клеток культуры, наиболее ин-
тенсивная для варианта с максимальной освещён-
ностью что, как правило, свидетельствует о нару-
шении процессов синтеза пигментов группы ФБП
вследствие воздействия стрессовых условий.

Полученные данные свидетельствуют о нега-
тивном влиянии повышенного уровня облучен-
ности, нарушающего процессы биосинтеза ФБП
в клетках культуры P. purpureum, несмотря на до-
статочное обеспечение элементами минерально-
го питания (табл. 1).

В проведенном эксперименте некоторое ли-
митирование процессов роста и биосинтеза куль-
туры P. purpureum начальной концентрацией азота
в среде могло наблюдаться только для варианта с
максимальной продукцией биомассы (5 кЛк)
(табл. 1). О дефиците азота в среде в этом варианте
также свидетельствовало наблюдаемое снижение
содержания B-ФЭ в биомассе и в культуре P. purpu-

reum (рис. 3) после 6-х суток и завершения стадии
активного роста [3, 10].

За 3 суток накопительного культивирования
изменение содержания B-ФЭ в клетках P. purpure-
um для всех вариантов эксперимента имело разно-
направленный характер: при освещенности 5 кЛк
оно увеличилось в 1.9 раза, при 10 кЛк – суще-
ственно не изменилось, а при 15 кЛк – снизилось
в 3.4 раза по сравнению с первоначальными зна-
чениями (рис. 3а). При дальнейшем выращивании
содержание B-ФЭ в клетках P. purpureum продол-
жало повышаться только в условиях минималь-
ной освещенности (5 кЛк); таким образом, за
6 суток концентрация пигмента выросла в 2.6 ра-
за (рис. 3а). Последующее снижение содержания
B-ФЭ в клетках P. purpureum для этого варианта
после 6-х суток культивирования совпадает с пе-
реходом культуры на стадию замедления роста и
стационарную (рис. 3). В соответствии с приве-
денными выше расчетами, концентрация азота в
питательной среде, по-видимому, была исчерпа-

Рис. 2. Динамика плотности культуры Porphyridium
purpureum при различной освещенности: (1) 5 кЛк;
(2) 10 кЛк; (3) 15 кЛк.
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Таблица 1. Продукционные характеристики накопительной культуры P. purpureum при различной освещенности

Освещенность, 
кЛк

Количество 
азота в среде,

мг/л

Прирост биомассы
сухого вещества, г/л

Продуктивность,
г/(л сут)

расчет реальный макс средн. за 5 сут

5
150 2.4

2.1 0.46 0.37
10 0.9 0.18 0.15
15 0.6 0.13 0.12
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на, что вызвало как остановку роста культуры, так
и процессов синтеза ФБП.

После 3 суток выращивания P. purpureum со-
держание B-ФЭ (в клетках и в культуре) при 10 кЛк
несколько снизилось и далее до окончания экс-
перимента оставалось стабильным. При осве-
щённости 15 кЛк после значительного снижения
содержания B-ФЭ к 3-м суткам наблюдалось его
повышение в 2 раза с последующей стабилизаци-
ей до окончания эксперимента.

Динамика изменения B-ФЭ в культуре P. purpu-
reum, в основном, совпадала с направленностью из-
менения содержания данного пигмента в биомассе
микроводоросли. Наибольший рост концентрации
пигмента также был зарегистрирован для варианта
с освещенностью 5 кЛк: содержание B-ФЭ увели-
чилось в 3.3 раза с 1 по 6 сутки культивирования,
достигнув 74 мг/л, что являлось максимальным
для условий данного эксперимента (рис. 3б).
Снижение B-ФЭ после перехода культуры P. pur-
pureum на стадию замедления роста и стационар-
ную отмечено многими исследователями и связа-
но с исчерпанием азота в среде и наблюдающейся
на этом фоне деградацией ФБП, представляющих
собой белковые комплексы [3, 6, 27]. Следует от-
метить, что снижение содержания B-ФЭ, обуслов-
ленное азотным лимитированием, наблюдалось
только для варианта с минимальной освещенно-
стью. Для двух других вариантов, учитывая, что
прирост биомассы составил 25 и 38% от расчетно-
го (для вариантов 15 и 10 кЛк соответственно), ха-
рактер изменения содержания данного пигмента,
по-видимому, определялся не концентрацией
элементов минерального питания в среде, а уров-
нем освещенности клеток культуры. Заданный в
эксперименте уровень освещенности 10 и 15 кЛк,
по-видимому, являлся завышенным и ингибиро-
вал как ростовые процессы, так и процессы син-
теза ФБП. Признано, что содержание в клетках
P. purpureum фотосинтетических пигментов, осо-
бенно B-ФЭ, ввиду его локализации в антеннах,
может являться чувствительным индикатором
уровня освещенности клеток [12, 16]. Снижение
содержания B-ФЭ, входящего в светособираю-

щие комплексы ФС II, в клетках P. purpureum к 6-м
суткам в вариантах эксперимента с повышенной
освещенностью до крайне низких величин на фо-
не остановки роста культуры, указывает на серьез-
ные нарушения процессов биосинтеза в клетках,
что может приводить даже к гибели культуры [10].

Относительное содержание пигментов в клет-
ках или биомассе микроводорослей является не
только непостоянной величиной и может изме-
няться в десятки раз, но и характеризуется значи-
тельной нелинейностью в процессе роста культуры
[28]. Ранее была предложена модель, которая поз-
воляет прогнозировать динамику содержания
пигментов, в том числе фикобилиновой природы,
при культивировании микроводорослей с задан-
ной внешней освещенностью [28]. Модель основа-
на на предположении, что наблюдаемая скорость
изменения концентрации пигмента является ал-
гебраической суммой скоростей синтеза, фотоде-
струкции и восстановления части фотоокислен-
ных пигментов:

(1)

где βst – стационарное значение относительного
содержания пигмента, β0 – начальное содержа-
ние пигмента в клетках культуры микроводорос-
лей, μm – максимальная удельная скорость роста
культуры микроводорослей, μπ – константа де-
градации или константа перехода пигмента в
окисленное состояние, μi – константа возбуждения
или константа перехода пигмента из основного в
возбужденное состояние, определяемая внешней
освещённостью, с – константа, определяемая
значениями μπ, μi, μm, а также text – временем, со-
ответствующим экстремуму функции.

Предлагаемая модель позволяет описать явле-
ние “ложного старта”, наблюдаемое при резком
повышении освещенности клеток микроводо-
рослей. В этом случае функция имеет явно выра-
женный минимум, который характеризуется па-
раметрами βext и text и совпадает с полученными
экспериментальными данными (рис. 4).

( )
( )−μ

π π

β = β + β − β ×
× μ μ + μ μm

st 0 st

sin cost

i ie c t t

Рис. 3. Содержание В-фикоэритрина в клетках (а) и в культуре P. purpureum (б) при различной освещённости. (1) 5 кЛк;
(2) 10 кЛк; (3) 15 кЛк.
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Анализируя характер кривой, следует отме-
тить, что на начальном этапе фотодеструктивное
окисление B-ФЭ преобладает над его синтезом,
поэтому величина β уменьшается. Момент запус-
ка накопительной культуры P. purpureum сопро-
вождается резким увеличением облученности,
приходящейся на единицу биомассы. В таких
условиях помимо изменения содержания пиг-
ментов происходит перестройка всего фотосин-
тетического аппарата клеток [13]. Высокое соот-
ветствие теоретических и экспериментальных
данных (R2 = 0.95) позволяет сделать вывод о том,
что именно при учете процессов фотодеструктив-
ного окисления пигментов с возможностью их
последующего восстановления можно объяснить
явление так называемого “ложного старта” дина-
мики относительного содержания B-ФЭ при рез-
ком изменении облученности клеток P. purpureum.
Таким образом, предлагаемая модель может быть
использована для прогнозирования динамики
содержания пигментов при культивировании
P. purpureum с заданной внешней освещенностью.

Известно, что продукция ФБП зависит как от
скорости роста культуры, так и от содержания
данных пигментов в клетках микроводоросли [7,
18]. Наибольшая продуктивность по B-ФЭ нако-
пительной культуры P. purpureum зарегистрирова-
на для варианта эксперимента с поверхностной
освещенностью 5 кЛк (табл. 2).

Поскольку повышение поверхностной осве-
щенности в 3 раза (от 5 до 15 кЛк) приводит к
уменьшению как содержания B-ФЭ в клетках
P. purpureum, так и скорости роста культуры в
3 раза, то и продуктивность по данному пигмен-
ту снижается более чем в 6 раз, что также свиде-
тельствует об угнетении биосинтеза ФБП. В об-
щем, характер изменения продуктивности куль-
туры P. purpureum по B-ФЭ совпадал с таковым у
ранее рассчитанных ростовых параметров: сред-
няя наблюдаемая скорость синтеза B-ФЭ и сум-
марный выход данного пигмента при освещён-
ности 5 кЛк значительно превышают значения
аналогичных характеристик культуры при по-
вышенной освещенности (табл. 2).

На основании экспериментальных данных
была получена классическая зависимость содер-
жания B-ФЭ от удельной облученности: концен-
трация пигмента гиперболически снижалась с ро-
стом удельной освещенности клеток P. purpureum
(рис. 5). При малых интенсивностях света содер-
жание пигмента (β) достигало максимального зна-
чения βmax. С увеличением интенсивности света
значения β снижались и в пределе достигали неко-
торого минимального значения βmin. При удель-
ной облученности около 10 Вт/(м2 г) наблюдался
“компенсационный пункт” фотосинтеза: даль-
нейшее снижение облученности приводило к
“выцветанию” пигмента [29]. Отметим, что каж-

дая точка такой кривой является квазистационар-
ным состоянием, которое определяется уровнем
внешней освещенности и плотности культуры.
Однако это состояние достигается в течение не-
которого времени, при этом динамика переход-
ного процесса во времени носит сложный нели-
нейный характер согласно (1).

Ранее была предложена модель, которая поз-
воляет прогнозировать содержание пигментов
при культивировании микроводорослей с задан-
ной внешней освещенностью [30]. В стационар-
ном процессе (непрерывная культура) величина
относительного содержания пигмента в биомассе
водоросли определяется отношением установив-
шихся концентраций пигмента и биомассы. Отно-
шение содержания пигмента к максимально воз-
можному (без процесса деструкции) определяется
отношением концентраций пигментов: наблюда-
емых и максимальных. Наблюдаемая концентра-
ция определяется балансом синтезированных и
разрушенных пигментов. Сведение математиче-

Рис. 4. Динамика содержания В-фикоэритрина в
клетках P. purpureum при 15 кЛк. Аппроксимация экс-
периментальных данных уравнением (1).
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Таблица 2. Скорость синтеза B-ФЭ и его содержание в
культуре P. purpureum при различной освещенности

Освещенность,
кЛк

Скорость
синтеза B-ФЭ,

мг/(л сут)

Выход B-ФЭ
за 6 сут, мг/л

5 10.3 74
10 1.4 20
15 0.4 12
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ских форм записи происходящих процессов в
единое целое приводит к следующей математиче-
ской модели светозависимого содержания пиг-
ментов в клетках микроводорослей с учетом ско-
рости роста:

(2)

где β – относительное содержание пигмента в
биомассе (%), βmax – коэффициент, максималь-
ное содержание пигмента в биомассе (%), μ –
удельная скорость роста/сут, Fd – коэффициент,
деструктивная доза световой энергии для пиг-
мента, Ia – интенсивность освещения (Вт/м2).

Среда обитания водорослей характеризуется
неоднородностью и постоянно изменяющимися

d
max

d a

,F

F I

μβ = β
μ +

световыми условиями. В результате адаптации к
свету происходит структурно-функциональная пе-
рестройка фотосинтетического аппарата, направ-
ленная на более эффективное использование энер-
гии светового потока. Концентрация пигментов в
клетках является важнейшим показателем, кото-
рый характеризует способность растительных
клеток поглощать световую энергию. Модель (2)
позволяет прогнозировать содержание B-ФЭ при
различной освещенности и демонстрирует, что
максимальное накопление пигментов будет в
диапазоне освещенности 7–10 Вт/(м2 г). Продук-
тивность культуры была также значительно выше
при освещенности 10–20 Вт/(м2 г) (в среднем, в
3–5 раз), чем в вариантах с более высокой осве-
щённостью. Таким образом, при низкой освещён-
ности клеток микроводоросли P. purpureum, незна-
чительно превышающей компенсационный пункт
фотосинтеза, наблюдается как рост продуктивно-
сти культуры, так и рост содержания B-ФЭ, что
предопределяет высокую продукцию пигментов
культурой, а низкий уровень поверхностной осве-
щённости является предпочтительным для выра-
щивания P. purpureum.

Существенные различия по условиям осве-
щенности клеток отражались не только на со-
держании ФБП в культуре P. purpureum, но и на
их соотношениях. При этом значения соотноше-
ний B-ФЭ/R-ФЦ и BВ-ФЭ/АФЦ при 5 кЛк были
значительно выше (в среднем, в 2–3 раза) на всем
протяжении эксперимента, по сравнению с вари-
антами с более высоким уровнем освещенности,
что свидетельствует о более высокой доле B-ФЭ
при низкой освещенности (рис. 6).

Следует отметить, что изменение содержания
ФБП P. purpureum происходило неравномерно.
Значения соотношения B-ФЭ/R-ФЦ на протя-
жении эксперимента снижались для вариантов экс-
перимента 10 и 15 кЛк, причем максимальное сни-
жение (на 60%) и минимальные значения данного
соотношения (2.5) зарегистрированы для освещен-
ности 15 кЛк (рис. 6а). Соотношение B-ФЭ/АФЦ

Рис. 5. Зависимость содержания В-фикоэритрина в
культуре P. purpureum от удельной облученности. Ап-
проксимация экспериментальных данных уравне-
нием (2).
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Рис. 6. Соотношение B-ФЭ/R-ФЦ (а) и B-ФЭ/АФЦ (б) в культуре P. purpureum при различной освещенности. (1) 5 кЛк;
(2) 10 кЛк; (3) 15 кЛк.
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для вариантов эксперимента 10 и 15 кЛк также
имело тенденцию к снижению на протяжении
всего периода культивирования, причем мини-
мальное значение (3.5) также зарегистрировано
для варианта с максимальной освещенностью
(рис. 6б). При освещенности 5 кЛк соотношение
B-ФЭ/ R-ФЦ оставалось достаточно стабильным
на протяжении всего эксперимента, несмотря на
значительные изменения содержания B-ФЭ как в
культуре, так и в клетках P. purpureum, что свиде-
тельствует об отсутствии выраженного влияния
световых условий на соотношение этих пигментов.
В целом, культура P. purpureum при низкой осве-
щенности (5 кЛк) характеризовалась значительно
более высокой долей B-ФЭ по отношению к R-ФЦ
и АФЦ по сравнению с другими вариантами экс-
перимента, что соответствует современным
представлениям о влиянии освещённости на ко-
личественные соотношения ФБП. Повышенная
освещенность в эксперименте вызывала умень-
шение значений соотношений B-ФЭ/R-ФЦ и
B-ФЭ/АФЦ в культуре P. purpureum до крайне низ-
ких значений (рис. 6). Уменьшение значения соот-
ношения B-ФЭ/АФЦ для варианта с освещенно-
стью 5 кЛк отмечено после 8-х суток эксперимен-
та, что совпадало с переходом культуры на
стационарную фазу роста и вероятным исчерпа-
нием элементов минерального питания в среде.
Уменьшение индекса B-ФЭ/АФЦ в 2–4 раза, на-
блюдаемое при развитии азотного дефицита у
P. purpureum (рис. 6б, 5 кЛк), свидетельствует о
преимущественной деградации B-ФЭ по сравне-
нию с АФЦ, находящимся в сердцевине антенных
структур, что согласуется с литературными дан-
ными о большей лабильности фикоэритрина как
светособирающего пигмента [16, 18].

Ранее было показано, что продуктивность P. pur-
pureum по биомассе может достигать 0.5 г/(л сут), а
по B-ФЭ – 30–50 мг/(л сут) [7, 18, 27]. Следует от-
метить, что продуктивность P. purpureum в прове-
денном эксперименте при 5 кЛк достигала
0.4 г/(л сут) и получена при освещенности в 4 раза
ниже, чем в указанном выше опыте [18], а также
без дополнительного введения СО2 в газовоздуш-
ную смесь. Полученные результаты демонстриру-
ют возможность значительно уменьшить затраты
на энергетическую составляющую при выращи-
вании P. purpureum с сохранением высокой скоро-
сти роста культуры. Успешное решение задачи по-
вышения скорости синтеза B-ФЭ позволит повы-
сить рентабельность выращивания P. purpureum как
источника этого ценного природного пигмента.

В заключении, следует отметить, что прове-
денный молекулярно-генетический анализ под-
твердил таксономическую принадлежность штам-
ма IBSS-70 к P. purpureum. Определены продукци-
онные характеристики накопительной культуры
P. purpureum в диапазоне поверхностной освещен-
ности 5–15 кЛк. Прирост плотности культуры

микроводоросли, соответствующий расчетной
концентрации азота в питательной среде, полу-
чен только для варианта эксперимента с освещен-
ностью 5 кЛк. Самое высокое содержание B-ФЭ
как в клетках, так и в культуре P. purpureum (5.5%
сухого вещества и 74 мг/л) также наблюдалось
при минимальной освещённости (5 кЛк). Опре-
делён характер изменения содержания B-ФЭ в
культуре P. purpureum в зависимости от удельной
освещённости клеток микроводоросли: макси-
мальное содержание пигмента наблюдалось при
освещенности порядка 10 Вт/(м2 г). Предложена
модель, позволяющая прогнозировать содержание
B-ФЭ при различной освещенности. Показано,
что световой параметр культивирования оказывал
значительное влияние на скорость роста микро-
водоросли P. purpureum, скорость синтеза и выход
B-ФЭ: более низкий уровень поверхностной
освещенности являлся предпочтительным для
выращивания P. purpureum. Предложенный под-
ход позволяет получать 0.4 г/(л сут) биомассы
P. purpureum, содержащей значительные количества
B-ФЭ. Таким образом, в условиях эксперимента
важнейшим фактором, определяющим продукци-
онные характеристики культуры P. purpureum, яв-
лялся световой, что нужно учитывать при его
культивировании.

Работа выполнена в рамках темы Госзадания
Федерального исследовательского центра “Ин-
ститут биологии южных морей имени А. О. Кова-
левского Российской академии наук” № АААА-
А18-118021350003-6, а также при поддержке гран-
та Российского научного фонда (проект № 18-74-
00095).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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