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C помощью метода газовой хромато-масс-спектрометрии проведен сравнительный анализ качествен-
ного и количественного составов стериновых компонентов в тканях клеточных линий лиственницы си-
бирской (Larix sibirica Ledeb.) с разным эмбриогенным потенциалом. Обнаружены существенные меж-
линейные различия в качественном и количественном содержаниях фракций свободных стеринов и
эфиров стеринов. Наряду со стериновыми компонентами обнаружен сквален – тритерпен, являю-
щийся промежуточным соединением в биосинтезе стеринов. Доминирующими свободными стерина-
ми эмбриогенных клеточных линий были β-ситостерин, кампестерин, изофукостерин и стигмасте-
рин, а неэмбриогенных линий – β-ситостерин, кампестерин и стигмастерин. При этом содержание
кампестерина в эмбриогенных линиях было в 1.3−1.9 раза выше, чем в неэмбриогенных. Поскольку
кампестерин является предшественником брассиностероидов, логично предположить, что его высокое
содержание обусловлено эмбриогенным состоянием клеточных линий. Изофукостерин в заметных ко-
личествах найден только в эмбриогенных линиях. Во фракции эфиров стеринов неэмбриогенных линий
обнаружено б*льшее разнообразие компонентов по сравнению с эмбриогенными линиями. Во всех
клеточных линиях среди идентифицированных стериновых эфиров преобладали соединения без
двойных связей, несущие в качестве структурного фрагмента стерановое ядро (кор) – циклопента-
нопергидрофенантрен: их содержание варьировало от 52 до 71% от суммы эфиров стеринов. Обна-
руженные различия в составе стеринов и эфиров стеринов у клеточных линий L. sibirica с разным
эмбриогенным потенциалом свидетельствуют о значительных перестройках в метаболизме стери-
нов в ходе эмбриогенеза, которые, могут быть связаны с их участием в этом процессе на стадии фор-
мирования зародышей.
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ВВЕДЕНИЕ

Соматический эмбриогенез является одним из
перспективных направлений в биотехнологии мик-
роклонального размножения растений в культуре
in vitro. При таком способе размножения становится
возможным массовое воспроизводство раститель-
ного материала идентичного материнскому геноти-
пу [1]. Из-за недостатка сведений о молекулярных
механизмах индукции соматического эмбриоге-
неза, особенно для древесных видов, в частности,
хвойных, получение и развитие соматических за-

родышей до настоящего времени остается труд-
ноосуществимой задачей [2]. Изучение последо-
вательности событий индукции соматического
эмбриогенеза и этапов его последующего разви-
тия имеет достаточно длительную историю [3],
однако роль липидных компонентов в этих про-
цессах в культуре in vitro хвойных видов все еще
остается малоизученной. На сегодняшний день
этой проблеме посвящены единичные исследова-
ния [4–7]. Например, установлено, что каче-
ственный и количественный составы некоторых
липидов у эмбриогенных и неэмбриогенных кле-
точных линий Larix sibirica существенно различа-
ются. Так, для эмбриогенных линий характерно
повышенное содержание олеиновой кислоты [5],
глицеридов [6], фосфатидилхолинов, фосфати-
дилэтаноламинов и фосфатидилинозитов [7], по
сравнению с неэмбриогенными. Однако полной

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330322600516 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: БС – брассиностероиды; ГХ-МС – метод га-
зовой хромато-масс-спектрометрии; ЭСМ – эмбриональ-
но-суспензорная масса.
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ясности в вопросах липидного обмена в культуре
растительных тканей in vitro, в том числе, сведе-
ний об участии в процессах эмбриогенеза отдель-
ных групп липидов, в частности, эфиров стери-
нов, а также свободных стеринов пока нет.

В настоящее время известно более 200 видов
растительных стеринов [8]. В растениях они при-
сутствуют как в свободном состоянии (свободные
стерины), так и в виде производных, представля-
ющих собой эфиры жирных кислот или гликози-
ды (стерилгликозиды и ацилстерилгликозиды) [8].
Стерины и их производные задействованы во
многих клеточных процессах. Например, стери-
ны играют важную роль в регуляции текучести
мембраны и ее проницаемости [9]. Для плазмати-
ческой мембраны характерны высокая вариа-
бельность стеринового состава, а также различия
в соотношении стерины/мембранные липиды, в
зависимости от вида растения, стадии его развития,
органа и ткани [10]. Функции отдельных стеринов в
составе мембран также различны. Известно, что
β-ситостерин и кампестерин являются наиболее
эффективными соединениями для ограничения
подвижности фосфолипидных жирных ацильных
цепей, по сравнению со стигмастерином. Кроме
того, β-ситостерин и кампестерин, в отличие от
стигмастерина, снижают проницаемость мем-
бран [8, 11]. Стигмастерин, являющийся “стрес-
совым” стерином, как предполагается, влияет на
распределение других мембранных липидов, ме-
таболические процессы в мембранах, а также на
сигнальные пути, изменяющие экспрессию
“стрессовых” генов [12]. Поддержание опреде-
ленного состава стеринов в клеточных мембранах
необходимо для оптимальной активности фер-
ментов, транспорта ионов и метаболитов через
каналы, белок-белковых и белок-липидных взаи-
модействий, а также трансдукции сигналов [8,
13]. Важно отметить, что стерины являются пред-
шественниками брассиностероидов (БС) – гор-
монов, регулирующих рост и развитие растений
[9, 14]. Известно, что БС принимают активное
участие в элонгации клеток растений и морфоге-
незе органов, клеточном делении, модуляции
гормональных ответов, а также в ответной реак-
ции клеток на стрессовые воздействия [15, 16].
Кроме того, БС регулируют множество физиоло-
гических реакций, необходимых как для вегета-
тивной, так и для репродуктивной стадий разви-
тия растений [15, 17, 18].

Растительные стерины играют важную роль в
ходе эмбриональной и постэмбриональной ста-
дий развития, а также во время цветения [19, 20].
Это касается как целых растений, так и культуры
растительных тканей. В ряде работ были обнару-
жены изменения состава и содержания стеринов
в процессе соматического эмбриогенеза растений
in vitro. Так, установлено, что содержание стеринов
в культуре льна посевного (Linum usitatissimum L.)

различалось в зависимости от степени дифферен-
циации клеток [21]. Индукция соматического эм-
бриогенеза и органогенеза побегов льна была свя-
зана с увеличением общего количества стеринов в
компетентных к эмбриогенезу каллусах и повы-
шенным соотношением стигмастерина к β-сито-
стерину в эмбрионах и побегах. Напротив, в неор-
ганогенных каллусах величина соотношения
стигмастерин/β-ситостерин снижалась во время
фазы экспоненциального роста из-за значитель-
ного увеличения содержания β-ситостерина. В
работе [22] показано, что результатом дифферен-
циации клеток Brassica napus L. в культуре in vitro
было изменение состава свободных стеринов в
регенерирующих каллусах, при этом содержание
стигмастерина увеличивалось, а кампестерина
уменьшалось.

Таким образом, анализ литературы свидетель-
ствует о важной роли стеринов в жизнедеятельно-
сти растений и их адаптации к условиям внешней
среды. Стерины являются структурными компо-
нентами клеточных мембран, принимают активное
участие в регуляции процессов онтогенеза и стрес-
соустойчивости растений. Многообразие стерино-
вого состава позволяет растениям на клеточном
уровне адаптироваться к изменяющимся условиям
окружающей среды. Очевидно, что в значительной
мере аналогичные клеточные механизмы реализу-
ются и в случае адаптации растительных клеток
in vitro. При этом необходимо принимать во вни-
мание, что стресс может быть одним из индукторов
процесса эмбриогенеза. Следовательно, наряду с
фитогормонами, фенольными и другими соеди-
нениями, стерины играют важную роль в процессах
роста и развития растительных клеток как in vivo,
так и in vitro. Поэтому изучение особенностей со-
става стеринов и их эфиров, как возможных мар-
керов процесса развития в клеточных линиях с
разным эмбриогенным потенциалом in vitro, поз-
волит прояснить роль этих соединений в процессе
эмбриогенеза, что важно как для фундаменталь-
ных, так и для прикладных исследований.

Цель работы − провести сравнительный ана-
лиз качественного и количественного составов
свободных стеринов и их эфиров в эмбриогенных
и неэмбриогенных клеточных линиях лиственни-
цы сибирской на ранней стадии развития.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. В качестве раститель-

ного материала использовали эмбриогенные и
неэмбриогенные клеточные линии лиственницы
сибирской (Larix sibirica Ledeb.), полученные
И.Н. Третьяковой с соавт. [1, 2] в Институте леса
им. В.Н. Сукачева СО РАН (г. Красноярск). Кле-
точные линии L. sibirica поддерживали в течение
6 лет на агаризованной питательной среде АИ,
разработанной И.Н. Третьяковой [2]. В качестве
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регуляторов роста использовали 2,4-Д (2 мг/л) и
БАП (0.5 мг/л). Для анализа качественного и ко-
личественного составов стеринов каллусов лист-
венницы сибирской использовали эмбриогенные
долгоживущие клеточные линии Кл2, Кл4, Кл6,
Кл10 на стадии пролиферации эмбрионально-
суспензорной массы (ЭСМ) и неэмбриогенные
клеточные линии Кл23 и Кл31. Клеточные линии
имели видимые внешние различия: эмбриоген-
ные – кремового цвета, рыхлые, со сформирован-
ными незрелыми соматическими зародышами; не-
эмбриогенные – кремового цвета, плотные, гло-
булярные, без зародышей. Каждая эмбриогенная
клеточная линия представляла собой ЭСМ, со-
стоящую из глобулярных зародышей (эмбрионов) и
суспензоров. В ЭСМ образуются полиэмбрио-
нальные комплексы, состоящие из нескольких эм-
брионов, других клеток в ней не наблюдается [2].
Для эмбриогенных клеточных линий число заро-
дышей составляло от 2 (Кл2, Кл6) до 11 (Кл10)
тыс. шт./г сырой массы ЭСМ [1, 2]. Эмбриоген-
ные клеточные линии L. sibirica со сформирован-
ными незрелыми соматическими зародышами в
дальнейшем могут формировать растения-реге-
неранты, при этом линия Кл4 была наиболее пер-
спективной в этом отношении, в то время как не-
эмбриогенные клеточные линии не формируют
соматические зародыши и, соответственно, не
обладают способностью к регенерации [1, 2].

Оводненность тканей клеточных линий со-
ставляла 95–97%. Пересадку на свежую питатель-
ную среду проводили каждые 28 дней. Материал
для исследования во всех случаях брали на 28 сутки
выращивания каллусных культур (фаза роста –
стадии замедления роста).

Выделение липидной фракции. Для выделения
липидной фракции навеску растительного мате-
риала (0.5 г) фиксировали в жидком азоте и рас-
тирали в ступке до получения гомогенной массы.
Затем добавляли 10 мл смеси хлороформ : мета-
нол (2 : 1 v/v), используя хлороформ, стабилизи-
рованный 0.005% массовой долей амилена, а так-
же ионол в качестве антиоксиданта (из расчета
1.25 мг на 100 мл указанной смеси растворителей).
Полученную суспензию тщательно перемешива-
ли и оставляли на 30 мин для извлечения липидов
растворителем. Полученный раствор отделяли от
осадка фильтрованием. Ступку и фильтр с остатка-
ми растительного материала трижды промывали
используемой смесью растворителей и объединяли
с основным объемом раствора. В делительную во-
ронку с объединенным раствором добавляли воду и
оставляли до расслаивания водной и органиче-
ской фаз. После органическую (нижнюю, хлоро-
формную) фазу, содержащую сумму липидных
компонентов, отделяли от водной фазы. Хлоро-
форм из полученного липидного экстракта удаля-
ли при пониженном давлении с помощью ротор-
ного испарителя RVO-64 (Микротехна, Чехия).

Выделение стериновых компонентов. Обнаруже-
ние и выделение стериновых компонентов (свобод-
ных стеринов и стериновых эфиров) осуществляли
с помощью метода ТСХ. Для этого полученную
фракцию, содержащую сумму липидов, повторно
растворяли в 200 мкл хлороформа и наносили тон-
кой полосой на высокоэффективную пластинку
Sorbfil ПТСХ-АФ-В (Россия) (сорбент силика-
гель СТХ-1ВЭ, зернение 8−12 мкм, толщина слоя
80−100 мкм). Операцию нанесения пробы повторя-
ли дважды. Пластину помещали в хроматографиче-
скую камеру и осуществляли хроматографирование
элюентом следующего состава: гексан : диэтило-
вый эфир : уксусная кислота (80 : 20 : 1 v/v/v). По
окончании хроматографирования (когда элюент
доходил до края пластины), пластину вынимали
из камеры и высушивали. Для обнаружения стери-
новых компонентов край пластины (0.5 см) обраба-
тывали 10% раствором серной кислоты в этаноле, а
затем нагревали на электроплитке до 110°С. Зоны
обнаружения стериновых компонентов проявля-
лись на пластинке розово-голубыми пятнами.
Рассчитанные значения Rf для свободных стеринов
(Rf = 0.19) и стериновых эфиров (Rf = 0.87−0.92)
совпадали со значениями Rf для стандартных об-
разцов (холестерин, стигмастерин, кампестерин
(Sigma, США)), β-ситостерин (European pharma-
copoeia reference standard, Франция) и табличны-
ми значениями. После хроматографирования с
высушенной необработанной пластины шпателем
удаляли сорбент в зонах обнаружения стериновых
компонентов. Сорбент с хроматографической пла-
стины количественно переносили в центрифуж-
ные пробирки (10 мл) и добавляли в них по 1.5 мл
хлороформа. Извлечение стериновых компонентов
с адсорбента в среду хлороформа осуществляли с
помощью облучения ультразвуком (частота 35 кГц,
мощность 80 Вт, продолжительность 15 мин), ис-
пользуя ультразвуковую ванну (Bandelin Sonorex,
Германия). Суспензию адсорбента в хлороформе
центрифугировали (5 мин) при 3000 об/мин. По-
сле центрифугирования надосадочный раствор
переносили в стеклянные флаконы (2 мл). Из по-
лученных растворов упаривали (досуха) хлоро-
форм в инертной атмосфере (в токе азота) во из-
бежание окисления выделяемых субстанций. Для
полноты выделения стериновых компонентов к
сорбенту, оставшемуся в пробирке, добавляли 1.5 мл
этилацетата и повторяли экстракцию с использо-
ванием ультразвукового воздействия дважды. К
полученным свободным стеринам и их эфирам в
качестве внутреннего стандарта добавляли эрго-
стерин (20 мкг) (Sigma, США) – компонент, не
встречающийся в объектах исследования. Для по-
лучения необходимых для анализа методом газо-
вой хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МС) лету-
чих производных свободные стерины и эфиры
стеринов подвергали модификации – силилиро-
ванию путем обработки N,O-бис-(триметилси-
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лил)трифторацетамидом с триметилхлорсиланом
(200 мкл) (Fluka, США). Силилирование прово-
дили в сушильном шкафу (Binder, Германия) в те-
чение 30 мин при 70°С. Полученные триметилси-
лил-производные анализировали с помощью ме-
тода ГХ-МС.

ГХ-МС анализ. Анализ проводили с помощью
хромато-масс-спектрометра Agilent G7000B Triple
Quad (Agilent Technologies Inc., США), состояще-
го из газового хроматографа 7890А (колонка HP-
5MS, 30 м × 250 мкм × 0.25 мкм со стационарной
фазой метилполисилаксан) и масс-селективного
детектора Agilent 7000 (QQQ) с трехквадруполь-
ным масс-анализатором (в режиме квадруполя).
Температурная программа хроматографирования:
при 70°С (1 мин), изотерма; далее программируе-
мый нагрев до 280°С со скоростью 5°С/мин; при
280°С (5 мин), изотерма; далее программируемый
нагрев до 300°С со скоростью 20°С/мин; при 300°С
(3 мин), изотерма. Инжектор с делением потока
5 : 1. Температура инжектора 250°С, температура
детектора 150°С, температура интерфейса 280°С.
Газ-носитель – гелий, скорость потока 1 мл/мин.
Объем вводимой пробы 1 мкл. Хроматограмма
образцов – по полному ионному току (SCAN).
Условия масс-спектрометрического детектиро-
вания: энергия ионизирующих электронов 70 эВ;
регистрация масс-спектров положительных ионов
в диапазоне (m/z) от 50 до 600 а.е.м. со скоростью
1.9 скан/сек. Программное обеспечение –
MassHunter GC/MS Acquisition B.05.00.412 и Mass
Hunter Workstation Software Qualitative Analysis
Version B.03.01 Build 3.1.346.14 Service Pack 3 (Agi-
lent Technologies Inc., США).

Детектирование и количественный анализ. Иден-
тификация компонентного состава (качественный
анализ) проведена в соответствии с базой данных
полных масс-спектров (NIST-08 и Wiley-7), с уче-
том фрагментных диагностических пиков, при-
сутствующих в масс-спектрах и характеризующих
структурные особенности исследуемых соедине-
ний, а также в соответствии со значениями хрома-
тографического времени удерживания (Retention
Time, RT) стандартных образцов. В качестве стан-
дартных образцов использовали холестерин, стиг-
мастерин, кампестерин (Sigma, США) и β-сито-
стерин (European pharmacopoeia reference standard,
Франция). Относительное содержание (%) компо-
нентов смеси (количественный анализ) вычислено
из соотношения площадей хроматографических
пиков (методом простого нормирования). Коли-
чественный анализ исследуемых компонентов
проводили методом внешней калибровки с учетом
отклика внутреннего стандарта по формуле:

СТ СТЕРИНА
СТЕРИНА

СТ СТЕРИНА

C ,С S
aS bS

=
+

где ССТЕРИНА – концентрация искомого стерина,
ССТ – концентрация стандарта, SСТЕРИНА – пло-
щадь искомого стерина, SСТ – площадь стандарта,
a и b – поправочные коэффициенты.

Статистическая обработка. В таблицах представ-
лены средние данные из четырех-шести биологиче-
ских повторностей и их стандартные отклонения.
Статистическую обработку экспериментальных
данных осуществляли с использованием пакета
статистического анализа в среде Microsoft Office
Excel 2010. Нормальность распределения полу-
ченных значений определяли по критерию Ша-
пиро-Уилка. Статистическую значимость разли-
чий сравниваемых средних значений оценивали с
помощью t-критерия (P < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты ГХ-МС анализа компонентного
состава свободных стеринов в эмбриогенных и
неэмбриогенных клеточных линиях лиственни-
цы сибирской приведены в табл. 1 и 2, а эфиров
стеринов – в табл. 3, 4 и 5. Подробный компо-
нентный состав фракций стеринов и их эфиров
представлен в табл. 1 и 2 (Дополнительные мате-
риалы). Следует отметить, что свободные стери-
ны клеточных линий отличались бóльшим разно-
образием компонентов и насчитывали от 11 (Кл2)
до 21 (Кл4, Кл10) различных соединений, по
сравнению с эфирами стеринов, которых было
обнаружено 10 соединений у эмбриогенных кле-
точных линий и 16 – у неэмбриогенных.

Как известно, свободные стерины по химиче-
ской структуре относятся к изопреноидам с цикло-
пентанопергидрофенантреном в качестве остова
[8]. Методом ГХ-МС в клеточных линиях L. sibirica
среди свободных стеринов были обнаружены со-
единения как без двойных связей в структуре
циклопентанопергидрофенантрена, в их числе
циклоартенол, так и с двойными связями: в поло-
жении ∆8, ∆4, ∆12 и две большие группы свобод-
ных стеринов с двойными связями в положении
∆7 и ∆5 (табл. 1). Среди ∆7-стеринов обнаружен
холеста-7-aн-3β-ол, являющийся предшествен-
ником холестерина и авенастерин – предше-
ственник 24-этилстеринов. Основной вклад в об-
щее количество свободных стеринов внесли ∆5-
стерины (холест-5-ен-3-он, холест-5-ен-24-он,
прегн-5-ен-20-он, γ-ситостерин, изофукостерин,
холестерин, кампестерин, стигмастерин, β-сито-
стерин), их относительное содержание варьировало
от 90.7% (Кл31) до 98.6% (Кл6) от суммы свободных
стеринов (табл. 1; Дополнительные материалы,
табл. 1). Хроматографическое время удерживания
(RT) и характеристические ионы (m/z), наблюдае-
мые в масс-спектрах идентифицированных сте-
риновых компонентов, представлены в табл. 6.
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Таблица 1. Содержание компонентов фракции свободных стеринов в эмбриогенных и неэмбриогенных клеточ-
ных линиях лиственницы сибирской (% по весу)

Примечание. (э) – эмбриогенные клеточные линии; (нэ) – неэмбриогенные клеточные линии. В таблице приведены средние
значения из 4–5 биологических повторностей и их стандартные отклонения, различия значимы при P < 0.05.

Соединения Кл2 (э) Кл4 (э) Кл6 (э) Кл10 (э) Кл23 (нэ) Кл31 (нэ)

Стерины
Без двойной связи 1.9 ± 0.1 2.8 ± 0.2 0.3 ± 0.0 6.0 ± 0.5 3.3 ± 0.3 6.0 ± 0.5
С разными двойными связями 1.8 ± 0.2 0.2 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.03 ± 0.00 1.2 ± 0.1
∑∆7-стеринов 3.1 ± 0.4 1.6 ± 0.2 1.0 ± 0.1 1.4 ± 0.1 2.3 ± 0.3 2.1 ± 0.1
∑∆5-стеринов 93.2 ± 1.0 95.3 ± 1.0 98.6 ± 1.1 92.5 ± 0.4 94.4 ± 0.9 90.7 ± 1.1

∆5-стерины
Изофукостерин 12.9 ± 1.2 15.3 ± 0.1 18.0 ± 1.3 17.7 ± 0.3 – 2.6 ± 0.1
Холестерин 0.2 ± 0.0 0.6 ± 0.0 1.8 ± 0.2 0.4 ± 0.0 0.4 ± 0.0 0.2 ± 0.0
Кампестерин 9.2 ± 0.9 15.5 ± 0.7 19.8 ± 0.6 12.5 ± 0.3 10.2 ± 1.2 4.6 ± 0.6
Стигмастерин 1.0 ± 0.1 6.3 ± 0.3 4.1 ± 0.2 23.2 ± 1.4 3.9 ± 0.4 2.9 ± 0.2
β-ситостерин 65.6 ± 4.9 54.3 ± 0.9 54.2 ± 2.0 38.4 ± 1.1 75.9 ± 1.2 75.6 ± 2.0

Таблица 2. Абсолютное содержание наиболее распространенных ∆5-стеринов в эмбриогенных и неэмбриоген-
ных клеточных линиях лиственницы сибирской во фракции свободных стеринов

Примечание. (э) – эмбриогенные клеточные линии; (нэ) – неэмбриогенные клеточные линии. В таблице приведены средние
значения из 4–5 биологических повторностей и их стандартные отклонения, различия значимы при P < 0.05.

Стерины,
Кл2 (э) Кл4 (э) Кл6 (э) Кл10 (э) Кл23 (нэ) Кл31 (нэ)

мкг/г сухого веса

Холестерин 4.2 ± 0.3 6.7 ± 2.8 17.6 ± 1.5 4.4 ± 1.5 4.4 ± 0.7 4.2 ± 0.1
Кампестерин 191.8 ± 8.1 166.2 ± 7.7 199.2 ± 12.0 133.8 ± 1.3 104.3 ± 2.9 102.4 ± 0.9
Стигмастерин 21.8 ± 1.3 67.2 ± 8.0 41.7 ± 4.9 248.2 ± 3.8 40.0 ± 0.1 63.9 ± 1.3
β-ситостерин 1370.1 ± 49.3 582.5 ± 53.5 544.7 ± 32.3 410.0 ± 7.1 776.5 ± 96.5 1684.8 ± 23.7
Стигмастерин/Ситостерин 0.02 ± 0.00 0.12 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.61 ± 0.02 0.05 ± 0.01 0.04 ± 0.00
Ситостерин/Кампестерин 7.14 ± 0.05 3.50 ± 0.17 2.73 ± 0.10 3.06 ± 0.08 7.44 ± 1.17 16.45 ± 0.19

Таблица 3. Содержание различных компонентов во фракции эфиров стеринов в эмбриогенных и неэмбриоген-
ных клеточных линиях лиственницы сибирской (% по весу)

Примечание. (э) – эмбриогенные клеточные линии; (нэ) – неэмбриогенные клеточные линии. В таблице приведены средние
значения из 4–5 биологических повторностей и их стандартные отклонения, различия значимы при P < 0.05.

Соединения Кл2 (э) Кл4 (э) Кл6 (э) Кл10 (э) Кл23 (нэ) Кл31 (нэ)

Эфиры стеринов
Без двойной связи 54.4 ± 0.6 61.0 ± 3.9 52.8 ± 3.1 71.1 ± 3.3 61.9 ± 2.3 55.7 ± 0.1
С разными двойными связями 15.5 ± 0.1 4.6 ± 0.5 2.6 ± 0.3 3.1 ± 0.3 4.0 ± 0.3 4.0 ± 0.0
∆5-стерины 17.6 ± 0.4 8.6 ± 0.6 10.4 ± 0.9 10.7 ± 1.0 15.6 ± 1.8 7.8 ± 0.2

∆5-стерины
Холестерин 3.1 ± 0.2 2.2 ± 0.3 3.6 ± 0.4 3.1 ± 0.4 1.9 ± 0.2 1.4 ± 0.1
Кампестерин 1.6 ± 0.2 2.1 ± 0.2 2.3 ± 0.3 3.1 ± 0.4 1.4 ± 0.1 0.5 ± 0.0
Стигмастерин 4.7 ± 0.5 2.4 ± 0.3 1.8 ± 0.2 2.2 ± 0.3 1.0 ± 0.1 1.5 ± 0.1
β-ситостерин 8.3 ± 0.2 1.9 ± 0.2 2.8 ± 0.3 2.4 ± 0.2 2.1 ± 0.3 1.7 ± 0.2
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Наибольший вклад в суммарное содержание
свободных стеринов эмбриогенных клеточных
линий L. sibirica внесли (% от суммы свободных
стеринов): β-ситостерин (38.4−65.6), кампесте-
рин (9.2−19.8), изофукостерин (12.9−18.0) и стиг-
мастерин (1.0−23.2) (табл. 2). Наибольший вклад в
суммарное содержание свободных стеринов (% от
суммы свободных стеринов) неэмбриогенных ли-
ний внесли β-ситостерин (75.6−75.9), кампесте-
рин (4.6−10.2) и стигмастерин (2.9−3.9). Изофу-
костерин в неэмбриогенных линиях, в отличие от
эмбриогенных, либо не был обнаружен (Кл23),
либо обнаружен в незначительных количествах
(2.6% от суммы свободных стеринов для Кл31).

Доминирующим стерином во всех клеточных
линиях L. sibirica был β-ситостерин – его содержа-
ние варьировало от 410.0 (Кл10) до 1684.8 (Кл31)
мкг/г сухого веса образца (табл. 2). Содержание
β-ситостерина было достоверно выше в неэм-
бриогенных клеточных линиях, по сравнению с
эмбриогенными. Абсолютное содержание кампе-
стерина было достоверно более высоким в эм-
бриогенных клеточных линиях – от 133.8 (Кл10) до
199.2 (Кл6) мкг/г сухого веса, чем в неэмбриоген-
ных, где этот показатель составлял 102.4 (Кл31) −
104.3 (Кл23) мкг/г сухого веса (табл. 2). Значи-
мых отличий в распределении стигмастерина и
холестерина между эмбриогенными и неэмбрио-

Таблица 4. Абсолютное содержание наиболее распространенных эфиров ∆5-стеринов в эмбриогенных и неэм-
бриогенных клеточных линиях лиственницы сибирской, во фракции свободных стеринов

Примечание. (э) – эмбриогенные клеточные линии; (нэ) – неэмбриогенные клеточные линии. В таблице приведены средние
значения из 4–5 биологических повторностей и их стандартные отклонения, различия значимы при P < 0.05.

Эфиры 
стеринов, 

мкг/г сухого 
веса

Кл2 (э) Кл4 (э) Кл6 (э) Кл10 (э) Кл23 (нэ) Кл31 (нэ)

Холестерин 1.2 ± 0.1 1.3 ± 0.1 2.8 ± 0.1 1.4 ± 0.3 5.8 ± 0.0 3.2 ± 0.4
Кампестерин 0.6 ± 0.0 1.2 ± 0.2 1.8 ± 0.4 1.4 ± 0.4 4.3 ± 0.7 1.1 ± 0.1
Стигмастерин 1.8 ± 0.2 1.4 ± 0.1 1.4 ± 0.2 1.0 ± 0.1 3.1 ± 0.8 3.3 ± 0.1
β-ситостерин 3.2 ± 0.1 1.1 ± 0.4 2.2 ± 0.2 1.1 ± 0.1 6.5 ± 0.5 3.8 ± 0.4

Таблица 5. Содержание соединений не циклической природы во фракции эфиров стеринов в эмбриогенных и
неэмбриогенных клеточных линиях лиственницы сибирской (% по весу)

Примечание. (э) – эмбриогенные клеточные линии; (нэ) – неэмбриогенные клеточные линии. В таблице приведены средние
значения из 4–5 биологических повторностей и их стандартные отклонения, различия значимы при P < 0.05.

Соединения Кл2 (э) Кл4 (э) Кл6 (э) Кл10 (э) Кл23 (нэ) Кл31 (нэ)

Сквален 12.5 ± 0.1 25.8 ± 2.8 34.2 ± 3.3 15.1 ± 1.6 2.3 ± 0.3 2.9 ± 0.0
9,10-секохолеста-5,7,10(19)-триен-1,3,25-триол – – – – 16.2 ± 2.3 29.6 ± 0.1

Таблица 6. Хроматографическое время удерживания (RT, мин) и характеристические ионы (m/z), наблюдаемые
в масс-спектрах идентифицированных стериновых компонентов

Соединения RT, мин m/z

Циклоартенол 22.757 458, 75, 255, 458
Авенастерин 22.914 484, 343, 386, 344
Изофукостерин 22.103 484, 386, 296, 257
Холестерин 19.514 458, 329, 129, 368
Кампестерин 20.734 472, 129, 343, 382
Стигмастерин 21.057 484, 83, 55, 129
β-ситостерин 21.938 486, 129, 357, 396
Этилизо-аллохолат 10.549 436, 55, 57, 81
7,8-эпоксиланостан-11-ол, 3-ацетокси 18.755 502, 57, 69, 95
Сквален 16.688 410, 69, 81, 95
9,10-секохолеста-5,7,10(19)-триен-1,3,25-триол 7.278 502, 55, 57, 71
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генными клеточными линиями выявлено не бы-
ло (табл. 2). Абсолютное содержание стигмасте-
рина варьировало в пределах от 21.8 (Кл2) до
248.2 (Кл10) мкг/г сухого веса. Абсолютное со-
держание холестерина у всех линий было значи-
тельно ниже, чем стигмастерина и составляло от
4.2 (Кл31) до 17.6 (Кл6) мкг/г сухого веса. Следует
отметить, что в эмбриогенных клеточных линиях
лиственницы сибирской обнаружено довольно
высокое относительное содержание изофукостери-
на (12.9% (Кл2) и 18.0% (Кл6) от суммы свободных
стеринов), в то время как в неэмбриогенных кле-
точных линиях этот стерин был обнаружен толь-
ко в линии Кл31 в минорном количестве.

Во всех клеточных линиях L. sibirica во фрак-
ции эфиров стеринов в небольшом количестве
были обнаружены эфиры холестерина, кампесте-
рина, стигмастерина, β-ситостерина (табл. 3, 4).
Наибольший вклад в суммарное содержание эфи-
ров стеринов во всех клеточных линиях вносили
соединения без двойной связи в структуре цикло-
пентанопергидрофенантрена: от 52.8% (Кл6) до
71.1% (Кл10) от суммы эфиров стеринов (табл. 3).
Кроме того, этот тип соединений включал в себя
наибольшее разнообразие эфиров – 7 соедине-
ний (Дополнительные материалы, табл. 2). Среди
эфиров стеринов всех клеточных линий, в отли-
чие от свободных стеринов, не были обнаружены
∆7-стерины. Во фракции, содержащей эфиры
стеринов, был идентифицирован сквален – угле-
водород тритерпенового ряда (табл. 5). Относи-
тельное содержание этого компонента (% от суммы
эфиров стеринов) в эмбриогенных линиях было
значительно выше (12.5 (Кл2) – 34.2 (Кл6)), чем в
неэмбриогенных (2.3% (Кл23) – 2.9% (Кл31)).

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что холестерин оказывает значи-

тельное влияние на мембранную проницаемость,
в меньшей степени такое влияние оказывают
кампестерин, β-ситостерин и стигмастерин [8]. У
растений содержание холестерина, как правило,
достаточно низкое. Так, у арабидопсиса содержа-
ние холестерина составляло 3.8% от суммы сво-
бодных стеринов [23], а в надземных частях хвоща
пестрого (Equisetum variegatum Shleich. ex Web.)
содержание холестерина снижалось к осенней ве-
гетации с 1.2 до 0.6% от суммы свободных стери-
нов (с 4.9 до 2.7 мкг/г сухого веса) по сравнению с
летней [24]. В растительных тканях in vitro холе-
стерин может отсутствовать. Например, холесте-
рин не был обнаружен в каллусных культурах Eu-
phorbia tirucalli L. [25] и Linum usitatissimum L. [21],
но содержался в малых количествах (1.2%) в сус-
пензионной культуре Nicotiana tabacum L. [26]. В
наших экспериментах абсолютное содержание
холестерина во всех клеточных линиях L. sibirica
было значительно ниже, чем стигмастерина и ва-

рьировало от 4.2 (Кл31) до 17.6 (Кл6) мкг/г сухого
веса или от 0.2% (Кл2, Кл31) до 1.8% (Кл6) от сум-
мы свободных стеринов. При этом анализ полу-
ченных результатов не выявил различий в содер-
жании холестерина между эмбриогенными и не-
эмбриогенными линиями.

Как уже говорилось выше, доминирующим
стерином во всех клеточных линиях L. sibirica был
β-ситостерин – его содержание варьировало от
410.0 (Кл10) до 1684.8 (Кл31) мкг/г сухого веса
(табл. 2). Следует отметить, что содержание этого
стерина было достоверно выше в неэмбриоген-
ных клеточных линиях, по сравнению с эмбрио-
генными (табл. 2). Однако было и исключение: в
эмбриогенной линии Кл2 содержание β-ситосте-
рина было более высоким (1370.1 мкг/г сухого ве-
са), чем в других эмбриогенных линиях и, таким
образом, сравнимо с таковым у неэмбриогенных
линий. Известно, что β-ситостерин является важ-
ным участником процесса элонгации клеток [27],
а также участвует в процессах их пролиферации
[28] и дифференциации [29]. В растениях in vivo β-
ситостерин также обычно является преобладаю-
щим стерином, однако, его содержание может от-
личаться в тканях отдельных органов. Например,
в цветках и плодах Olea europaea L. cv. Picual, со-
держание этого стерина составляло 97 и 92% от
суммы свободных стеринов, соответственно [30].
У N. tabacum L. var. Xanthi содержание β-ситосте-
рина в корнях составляло 31%, а в листьях 18% от
суммы свободных стеринов [31]. Для Triticum aes-
tivum L. (сорт Казанская Юбилейная), также от-
мечено более высокое содержание этого стерина
в корнях, чем в листьях – 60.5 и 55.6% от суммы
свободных стеринов, соответственно [32]. Что ка-
сается растений in vitro, то β-ситостерин не всегда
является преобладающим. Например, в суспен-
зионной культуре сельдерея (Apium graveolens L.)
отмечено более низкое относительное содержа-
ние этого стерина – 28.3% от суммы свободных
стеринов, тогда как доминирующим стерином
был стигмастерин (44.2% от суммы свободных
стеринов) [33]. Известно, что содержание стери-
нов в каллусной культуре растений зависит от ис-
ходного материала (типа экспланта) [34]. Напри-
мер, в каллусах Crataeva tapia L., полученных из
листьев, содержание β-ситостерина варьировало
от 360 до 1230 мкг/г сухого веса, тогда как в каллу-
сах, полученных из тканей стебля, оно было более
высоким и составляло 420-3410 мкг/г сухого веса
[34]. Показано также, что в эмбриогенных и не-
эмбриогенных каллусах льна (L. usitatissimum L.)
абсолютное содержание β-ситостерина было око-
ло 800 и 700 мкг/г сухого веса (53.3 и 50.0% от сум-
мы свободных стеринов), соответственно [21].
Этими же авторами установлена связь между на-
коплением β-ситостерина и ростом биомассы не-
эмбриогенных каллусов. По-видимому, уровень
β-ситостерина, необходимый для нормального
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развития растения in vivo и in vitro является видо-
специфическим признаком. При этом, как из-
вестно, важное физиологическое значение имеет
баланс содержаний стигмастерина и β-ситосте-
рина [8].

Стигмастерин считается “стрессовым” стери-
ном, поскольку его содержание в тканях возрас-
тает при реакции растений на стрессирующие
воздействия различной природы [8]. У высших
растений содержание стигмастерина обычно ни-
же, чем β-ситостерина. Например, у арабидопси-
са содержание стигмастерина составляло всего
4.2% от суммы свободных стеринов [23]. В работе
[24] авторами показано, что в надземных частях
хвоща пестрого стигмастерин обнаружен только в
образцах осенней вегетации (4.3 мкг/г сухого ве-
са) при относительно низкой температуре. Име-
ющиеся в литературе данные показывают, что для
каллусов, полученных от разных видов растений,
содержание этого стерина может существенно
различаться. Например, в суспензионной культу-
ре табака (N. tabacum L.) содержание стигмасте-
рина составляло 7.1% [26], а в каллусах молочая
(E. tirucalli L.) − от 5.9 до 34.3% от суммы свобод-
ных стеринов [25]. В нашем исследовании не бы-
ло выявлено значимых отличий в распределении
стигмастерина (и холестерина) между эмбриоген-
ными и неэмбриогенными клеточными линиями
лиственницы сибирской (табл. 2). Относительное
и абсолютное содержание стигмастерина варьи-
ровало в пределах от 21.8 (Кл2) до 248.2 (Кл10)
мкг/г сухого веса или от 1.0% (Кл2) до 23.2%
(Кл10) от суммы свободных стеринов, за одним
исключением. Среди эмбриогенных линий, Кл10
отличалась значительно более высоким абсолют-
ным и относительным содержанием этого стери-
на (248.2 мкг/г сухого веса и 23.2% соответствен-
но), чем все остальные линии. Следует отметить,
что на ранней стадии культивирования (1 год)
Кл10 формировала самое высокое число зароды-
шей, однако при более длительном культивиро-
вании эта линия характеризовалась низким отно-
сительным количеством нормальных соматиче-
ских зародышей и более низким процентом их
прорастания относительно других эмбриогенных
линий [35]. Учитывая, что низкое соотношение
стигмастерин/β-ситостерин характерно для ли-
ний с более высоким потенциалом выхода нор-
мальных соматических зародышей и процентом
их прорастания, можно предположить, что соот-
ношение этих двух стеринов важно для регуляции
нормального развития эмбриогенных тканей в
культуре лиственницы сибирской. Известно, что
высокие значения соотношения стигмастерин/β-
ситостерин характерны для стрессового состоя-
ния растений [8]. Можно предположить, что уве-
личение на порядок этого параметра для Кл10,
относительно других эмбриогенных клеточных
линий, связано со стрессовым состоянием тканей

этой линии, обусловленным особенностями ее
развития.

В растениях предшественником β-ситостери-
на в биосинтезе стеринов является изофукосте-
рин [13, 36]. Его содержание может быть доста-
точно высоким, наряду с другими распространен-
ными стеринами, такими как β-ситостерин,
кампестерин и стигмастерин [8]. Например, в
каллусах E. tirucalli содержание изофукостерина
составляло от 20.7 до 90.3% от суммы свободных
стеринов [25]. В наших экспериментах относи-
тельное содержание изофукостерина в эмбрио-
генных клеточных линиях лиственницы сибир-
ской варьировало от 12.9% (Кл2) до 18.0% (Кл6)
от суммы свободных стеринов. В неэмбриоген-
ных клеточных линиях изофукостерин был обна-
ружен только в линии Кл31, где его содержание
было в 5-7 раз ниже, чем в эмбриогенных линиях.
Можно предположить, что в эмбриогенных кле-
точных линиях конвертация изофукостерина в β-
ситостерин (посредством работы SSR1 − Sterol
Side-chain Reductase − редуктазы боковой цепи)
менее интенсивна, чем у неэмбриогенных. В био-
синтезе стеринов SSR1 участвует не только в об-
разовании β-ситостерина из изофукостерина, но
также в образовании кампестерина из 24-мети-
ленхолестерина [14, 36]. Особенностями работы
этого фермента в эмбриогенных и неэмбриоген-
ных линиях лиственницы сибирской могло бы
объясняться не только более высокое содержание
β-ситостерина в неэмбриогенных каллусах, но и
более высокое содержание кампестерина в эм-
бриогенных линиях. В наших экспериментах от-
носительное содержание кампестерина составля-
ло около 19% от суммы свободных стеринов в эм-
бриогенных линиях и 4.6% (Кл31) и 10.2% (Кл23)
от суммы свободных стеринов в неэмбриогенных
(табл. 2). Что касается абсолютного содержания
кампестерина, то в эмбриогенных линиях оно
было значительно (в линии Кл6 в два раза) выше
(от 133.8 (Кл10) до 199.2 (Кл6) мкг/г сухого веса),
чем в неэмбриогенных, где этот показатель со-
ставлял 102.4 (Кл31) − 104.3 (Кл23) мкг/г сухого
веса (табл. 2). Следует отметить, что линия Кл10,
имеющая низкий выход нормальных зародышей,
имела наиболее низкое содержание кампестери-
на среди эмбриогенных линий.

Известно, что кампестерин является основ-
ным предшественником БС, которые у многих
растений играют важную роль в их росте и разви-
тии. БС вызывают широкий спектр морфологи-
ческих и физиологических реакций и влияют на
устойчивость растений к абиотическим и биоти-
ческим стрессовым факторам. Предполагается,
что дефекты роста тканей могут быть связаны с
отсутствием достаточного количества кампесте-
рина в качестве предшественника БС [13]. Кам-
пестерин стимулирует рост и развитие раститель-
ных тканей в условиях in vivo и в культуре in vitro и
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участвует в регуляции морфогенетических про-
цессов [9, 14]. Поэтому можно предположить, что
установленное в наших экспериментах высокое
абсолютное содержание кампестерина в эмбрио-
генных линиях лиственницы сибирской, значи-
тельно превышающее таковое у неэмбриогенных
линий, может свидетельствовать о важной роли
этого стерина в процессах эмбриогенеза.

Полученные нами данные показывают, что
биосинтез стеринов у эмбриогенных и неэмбрио-
генных линиях лиственницы сибирской имеет от-
личительные особенности в отношении баланса
24-этилстеринов (β-ситостерин) и 24-метилстери-
нов (кампестерин).

Как уже говорилось выше, эфиры стеринов
неэмбриогенных клеточных линий, в отличие от
эмбриогенных, характеризуются бóльшим разно-
образием. Во фракции эфиров стеринов всех кле-
точных линий лиственницы сибирской были обна-
ружены эфиры холестерина, кампестерина, стигма-
стерина, β-ситостерина в сравнительно небольшом
количестве (табл. 3). Абсолютное их содержание
представлено в табл. 4. Помимо стеринов и их
эфиров в процессе анализа был идентифициро-
ван сквален – углеводород тритерпенового ряда
(табл. 5). Содержание этого компонента в эм-
бриогенных линиях лиственницы сибирской бы-
ло значительно, в 4 и более раз выше, чем в неэм-
бриогенных. Сквален является важным предше-
ственником в процессе биосинтеза стеринов [8,
14]. Кроме того, благодаря неполярной природе и
расположению в гидрофобном центре липидного
бислоя, сквален увеличивает жесткость и размер
клеточной мембраны, ее полярность и гидрофоб-
ные свойства, способствует восстановлению мем-
бран, функциональной регуляции мембранных
белков, транспорту ионов, обладая при этом ан-
тиоксидантными свойствами [37]. Можно пред-
положить, что высокое содержание сквалена в
эмбриогенных клеточных линиях, обусловленное,
вероятно, особенностями биосинтеза стеринов в
тканях каллусов с разной эмбриогенностью, спо-
собно положительно влиять на мембранную струк-
туру клеток, защищая их от окисления и способ-
ствуя тем самым нормальному прохождению
процесса эмбриогенеза.

В неэмбриогенных линиях лиственницы си-
бирской во фракции эфиров стеринов обнаруже-
но соединение 9,10-секохолеста-5,7,10(19)-три-
ен-1,3,25-триол (табл. 5), которое в своей струк-
туре содержит только два циклогексановых
кольца вместо четырех, характерных для стеринов,
и относится к классу терпеноидов [38]. Содержа-
ние этого соединения достаточно высокое − 16.2%
(Кл23) и 29.6% (Кл31) от общего количества эфиров
стеринов. Исходя из структуры 9,10-секохолеста-
5,7,10(19)-триен-1,3,25-триола, можно предполо-
жить, что это соединение является предшествен-

ником или побочным продуктом при биосинтезе
стеринов. В литературе имеются сведения об об-
наружении этого соединения в семенах Wrightia
arborea [39], экстрактах листьев Terminalia catap-
pa [38] и др.

Анализ полученных результатов показывает,
что содержание и качественный состав свобод-
ных стеринов и их эфиров в культуре in vitro лист-
венницы сибирской существенно различаются в
клеточных линиях с разным эмбриогенным потен-
циалом. Эмбриогенные линии содержали значи-
тельно больше кампестерина – предшественника
БС, для которого показана важная роль в морфоге-
незе [14], а неэмбриогенные линии − β-ситостери-
на, высокое содержание которого многие авторы
связывают с накоплением биомассы [21], но не с
эмбриогенезом. Установлено, что клеточные ли-
нии лиственницы сибирской, контрастные по спо-
собности к соматическому эмбриогенезу, демон-
стрировали значительные различия в соотношении
двух основных растительных стеринов − β-сито-
стерин/кампестерин. Известно, что это соотно-
шение критически важно для функционального
состояния клеточной мембраны, в том числе для
упорядочивания жирнокислотных цепей в соста-
ве мембран, увеличения мембранной проницае-
мости для воды и ионов, а также для активности
мембранно-связанных белков [8, 22]. Мы пред-
полагаем, что установленные в экспериментах
различия в соотношении β-ситостерин/кампе-
стерин могут указывать на такие изменения мем-
бранных свойств, которые играют важную роль в
процессах дифференциации клеток при эмбриоге-
незе. В отношении “стрессового” стигмастерина,
большое количество которого обнаружено у ли-
нии Кл10, имеющей нарушения в развитии заро-
дышей, логично предположить, что его высокое
содержание сопровождает и/или вызывает нару-
шение нормального развития эмбриогенных
структур лиственницы сибирской. Высокое со-
держание в тканях эмбриогенных линий сквале-
на, являющегося субстратом для биосинтеза сте-
ринов, может быть связано как с различиями в
активности синтетических процессов в клеточ-
ных линиях L. sibirica с разной эмбриогенностью,
так и со структурными и антиоксидантными
функциями этого соединения, которые могут спо-
собствовать эмбриогенезу.

Высокое содержание кампестерина в эмбрио-
генных тканях клеточных линий L. sibirica, наряду
с ранее установленным нами высоким содержа-
ние в них моноеновых ЖК (в первую очередь,
олеиновой) [5], вероятно, могут служить марке-
ром эмбриогенного потенциала этих линий для
отбора перспективных для клонального размно-
жения каллусов.

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания Центра коллективного пользования “Био-
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