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В обзоре изложены основные функции оксалатов (щавелевой кислоты и  ее солей) в  физиоло-
гических процессах у  растений. Рассмотрено участие эндофитных бактерий – оксалотрофов  
и/или продуцентов щавелевой кислоты в регуляции ответных реакций растений на воздействия 
неблагоприятных факторов окружающей среды биотической и  абиотической природы. Сделан 
вывод о перспективах развития нового направления в исследовании роли эндофитных бактерий 
в формировании оксалат-опосредованного адаптивного потенциала у растений.
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ВВЕДЕНИЕ 
Щавелевая кислота (ЩК)  – низкомолеку-

лярная органическая кислота (Low Molecular 
Weight Organic Acids, LMWOA) [1]. Ее содержа-
ние исследовано в  тканях высших растений не 
менее 1305 видов из 76 семейств [2], как ксеро-
фитов [3], так и гигрофитов [4]. Среднее количе-
ство растворимых оксалатов в кормовых травах 
может доходить до 30% сухой растительной мас-
сы, а  концентрация этих веществ может коле-
баться в течение суток с наименьшим значением 
в полдень и наибольшим ночью [5]. В некоторых 
растительных тканях нерастворимые кристаллы 
оксалатов могут составлять до 80% сухой массы 
[1]. Исходя из этого можно предположить значи-
мость ЩК в  физиологических реакциях расте-
ний, в том числе на действие различных факто-
ров среды. Какие же функции могут выполнять 
ЩК и оксалаты в растениях?

Можно выделить шесть основных функций 
ЩК и оксалатов в растениях: регуляция уровня 
кальция, регуляция ионного гомеостаза, деток-
сикация тяжелых металлов, защита от поедания 
млекопитающими и  насекомыми [6] и  фитопа-
тогенов [7]. Интересно, что шестая функция – 
участие в фотосинтетических процессах предпо-
лагалась еще в 1908 г. [8], но подтвердилась лишь 
спустя почти 100 лет [5]. 

Сокращения: ЩК – щавелевая кислота.

ФУНКЦИИ ЩАВЕЛЕВОЙ КИСЛОТЫ 
И ОКСАЛАТОВ В РАСТЕНИЯХ

Регуляция уровня свободного/связанного каль-
ция и ионного гомеостаза. Известно, что оксалат 
кальция нерастворим в воде и в растениях часто 
находится в  виде кристаллов, размеры и  коли-
чество которых могут варьировать в мезофилле 
листьев при изменении концентрации ионов 
кальция в  окружающей среде, исчезать в  рас-
тительных тканях при дефиците этого элемента 
или активном росте растений [9]. Формирова-
ние кристаллов оксалата кальция и лишение мо-
бильности Ca2+ и  их участия в  физиолого-био-
химических процессах в  растительных клетках 
таким образом зависит, в  том числе, от уровня 
ЩК в тканях. Роль же самого кальция в растени-
ях настолько многообразна, а “ответственность” 
его ионов за многие биохимические реакции 
в клетках так высока, что оксалаты кальция мож-
но рассматривать как стратегическое депо этого 
элемента в организме [10]. 

Ионный гомеостаз играет ключевую роль 
в  таких физиологических функциях раститель-
ных клеток, как компенсация отрицательных 
зарядов макромолекул, поддержание электро-
нейтральности и  тургора [11]. Прямым доказа-
тельством возможного участия ЩК в  ионном 
гомеостазе через связывание кальция и  превра-
щение его в  нерастворимую форму служит, 
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например, стимуляция кальцием поглощения 
растениями K+ и  NH4

+ [12]. Кальций способен 
также регулировать поступление азота в  фор-
ме различных ионов, в  то же время минераль-
ные соединения азота могут влиять на уровень 
свободного кальция в растительных тканях [13]. 
Механизмы поглощения NaCl растениями также 
обсуждаются вместе с ролью кальция в этих про-
цессах [14]. С концентрацией ионов кальция, как 
в окружающей корни растений среде, так и вну-
три растительных тканей связан также гомеостаз 
фосфатов [11]. Перевод фосфат-иона в подвиж-
ную форму возможен через взаимодействие ЩК 
с фосфатами свинца или алюминия и формиро-
вание оксалатов этих катионов [15]. Связывая 
нитраты и  другие анионы, поступающие в  рас-
тения, ионы кальция могут регулировать кон-
центрацию ионов водорода (pH) в компартмен-
тах растительных тканей. Концентрация самой 
свободной ЩК также способна определять кис-
лотность клеточного сока. Таким образом, при 
обсуждении роли этой кислоты в ионном гомео-
стазе растений приходим к выводу и о роли ЩК 
в  минеральном питании растений с  участием со-
единений азота, фосфора и калия.

ЩК, связывая кальций, способна влиять на 
уровень свободных его ионов, как вторично-
го мессенджера в  различных сигнальных путях 
в  растительной клетке, например, через регуля-
цию кальцием уровня оксида азота [16]. Прини-
мая во внимание участие Ca2+ в регуляции в рас-
тительной клетке уровня фитогормонов ИУК 
и АБК [17, 18] и связанных с ними физиологиче-
ских процессов, ЩК, как регулятор количества 
подвижных Ca2+, может также оказывать влия-
ние на фитогормональный баланс.

ЩК как антиоксидант. ЩК может связывать 
физиологически значимые катионы, например, 
меди [19], являющиеся активным центром расти-
тельных полифенолоксидаз [20]. Хелатирование 
Cu2+ и удаление его из активного центра белка мо-
жет привести к  падению активности полифено-
локсидазы в растительных тканях. Поэтому ЩК 
рассматривается как селективный ингибитор 
указанного фермента и как природный антиокси-
дант. Например, обработка плодов груш раство-
ром ЩК в концентрации 12 мМ поддерживала на 
протяжении 70 дней хранения активность в них 
супероксиддисмутазы и  способствовала больше-
му содержанию общих фенолов и аскорбиновой 
кислоты, по сравнению с  контрольными необ-
работанными плодами. Погружение листьев 
рукколы перед хранением в  раствор ЩК с  кон-
центрацией 1 мМ уменьшало распад хлорофилла 
и способствовало более длительному сохранению 
у продукта товарного вида [21]. 

Окисление ЩК как источник активных форм 
кислорода. ЩК может не только положительно 
влиять на антиоксидантную активность в расте-

ниях, но и  участвовать в  реакции образования 
АФК благодаря наличию в растениях фермента 
оксалатоксидазы, окисляющего молекулу кисло-
ты с образованием углекислого газа и пероксида 
водорода. Одним из первых растений, в тканях 
которого выявили активность оксалатоксидазы, 
был ячмень [22]. Затем было установлено, что 
подобную активность проявляет маркерный бе-
лок прорастания семян пшеницы, названный 
гермином, обнаруженный впоследствии в  се-
менах и проростках большинства других злаков: 
кукурузы, овса, риса, ржи [23]. Гермин-подоб-
ные белки встречаются также у двудольных и го-
лосеменных растений, у миксомицетов, причем 
белки этого семейства не обязательно прояв-
ляют способность окислять ЩК, но, подобно 
оксалатоксидазам однодольных, их гены экс-
прессируются в  ответ на внедрение фитопато-
генов, повреждение насекомыми, воздействие 
NaCl, ауксинов, АФК [24], АБК, салициловой 
кислоты, вирусов [25]. 

Анализ аминокислотной последовательно-
сти и  трехмерной структуры белков, сходных 
с  гермином пшеницы, имеющим общую после-
довательность из девяти аминокислот со стрес-
совым белком сферулином, вырабатываемым 
слизевиком Physarum polycephalum во время го-
лодания, позволил объединить гермин и  гер-
мин-подобные белки в суперсемейство купинов 
(cupin), включающее не менее 18 функциональ-
ных субклассов белков [26]. Эта группа белков 
обладает не только оксалатоксидазной и  окса-
латдекарбоксилазной, но и  диоксигеназной ак-
тивностями [26]. 

Участие ЩК в  процессе фотосинтеза. Идею 
об участии ЩК в  процессе фотосинтеза вы-
сказал немецкий исследователь P. Schürhoff [8] 
в  1908 г., отметив, что кристаллы оксалата свя-
заны с тонким слоем фотосинтетической ткани 
в листьях пеперомии (Peperomia). Позже, в 1978 г. 
Ю.С. Карпилов с соавт. [27] предположили, что 
образующиеся друзы кальциевых солей ЩК мо-
гут использоваться как источник CO2 в периоды, 
когда водно-температурный стресс вызывает за-
крытие устьиц. Однако эту идею авторы экспе-
риментально не подтвердили. В 2001 г. Franceschi 
[28] предположил участие друз оксалата каль-
ция в  фотосинтезе, изучив расположение кри-
сталлов в  листьях растений шести различных 
видов. Предполагалось, что кристаллы могут 
помочь рассеять лишний свет во время перио-
дических солнечных бликов, отражая их обрат-
но к  эпидермальной (window) ткани. Вывод об 
адаптивной роли кристаллов оксалата кальция 
в  фотосинтезе Peperomia glabella на основе экс-
периментальной работы сделали Kuo-Huang 
с соавт. [29]. Авторы выявили изменения в поло-
жении кристаллов в  клетках палисадной ткани 
листа в  зависимости от интенсивности освеще-
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ния. Предполагалось, что кристаллы в  средней 
или нижней частях клеток при слабом освеще-
нии помогают распределить ограниченный свет 
на хлоропласты к  нижней половине палисад-
ной ткани и  увеличивать захват квантов света; 
при высоких уровнях освещенности кристаллы 
в верхней части палисадных ячеек могут рассеи-
вать лишний свет, отражая часть его обратно на 
эпидермальную ткань, тем самым защищая хло-
ропласты от фотоповреждения и  минимизируя 
фотоингибирование.

В 2016 г. вышла экспериментальная рабо-
та [5], в  которой авторы, используя показатель 
изотопного состава углерода PDB, сделали вы-
вод, что образование кристаллов внутри специ-
ализированных клеток может рассматриваться 
как биохимический механизм, накапливающий 
углерод в  форме оксалата кальция главным об-
разом в  ночное время, когда устьица закрыты 
и  реакции фотосинтеза отсутствуют. В  течение 
дня распад кристаллов обеспечивает растение 
дополнительным углеродом для фотосинтети-
ческой ассимиляции, особенно в  условиях уг-
леродного голодания, например, при водном 
стрессе. Так как стрессовым сигналом тревоги 
могла быть АБК, авторы этот новый путь фото-
синтеза назвали “тревожным” или “аварийным” 
(alarm photosynthesis), который может функцио-
нировать у растений многих видов, независимо 
от пути восстановления СО2 (C3, C4 или CAM). 

Фиксация атмосферного азота. Trinchant 
и Rigaud [30] предположили, что в условиях вод-
ного стресса у бобовых в холобионтной системе 
(не только для растений, но и для азотфиксирую-
щих бактерий – симбионтов) ЩК может высту-
пать в  роли осморегулятора, а  также как источ-
ник углерода для фиксации атмосферного азота.

Kost с соавт. [31] протестировали 58 штаммов 
41 вида Burkholderia на их способность исполь-
зовать оксалат в  качестве единственного источ-
ника углерода и наличие связи между способно-
стью азотфиксаторов колонизировать растения 
и  их оксалотрофией. Все штаммы Burkholderia 
sp., принадлежащие к  “кластеру полезных для 
растений” (plant-beneficial-environmental (PBE) 
Burkholderia cluster) [32], были оксалотрофны-
ми, за исключением B. phenazinium. Ни один 
из фитопатогенных штаммов бактерий этого 
рода (B. glumae, B. plantarii, B. gladioli, B. cepacia) 
не культивировался на среде с  оксалатом, как 
единственным источником углерода. Чтобы 
оценить роль оксалотрофии в  колонизации 
растений, ген оксалатдекарбоксилазы (OXC) 
был искусственно инактивирован у  эндофит-
ной бактерии B. phytofirmans PsJN, что привело 
к  значительному ухудшению ее способности 
колонизировать корни люпина и  кукурузы, по 
сравнению с  диким типом. При инокуляции 
в консорциуме с диким типом у мутантных кле-

ток B. phytofirmans PsJN∆oxc восстанавливалась 
способность к  колонизации корней [31]. Соот-
ветственно, можно полагать, что бактериальные 
оксалатдекарбоксилазы вовлечены в  систему 
формирования мутуалистических взаимоотно-
шений растений с бактериями.

Интересно, что и  у  азотфиксирующих эндо-
фитных штаммов бактерий (B. cereus/thuringiensis, 
B. megaterium и  B. safensis/pumilus), выделенных 
из растений рода Oxalis, специфичных для одно-
го из регионов Южной Африки, была выявлена 
оксалотрофия [33].

Участие ЩК и  гермин-подобных белков 
в  других фитофизиологических процессах. Рас-
тительная оксалатоксидаза активно включается 
в строительство клеточных стенок зерна пшени-
цы в стадии его молочной спелости, а также при 
прорастании семян, когда рост клеток примор-
дий корней завершается протрузией корешков 
через покровные ткани [34], что свидетельствует 
об участии ЩК в  этих процессах. Оксалатокси-
даза локализуется в области колеоризы, способ-
ствуя продукции H2O2, которая в  свою очередь 
участвует в механическом укреплении колеориз-
ной ткани при протрузии корешков.

Кристаллы оксалата кальция могут способ-
ствовать выходу пыльцы из пыльников и  ее 
прорастанию [35]. В  пыльниках перца чили 
(Capsicum annuum) множество кристаллов сосре-
доточено в  соединительной ткани и  в  гиподер-
ме стомиума между прилегающими локулами. 
Предполагается, что ионы кальция систематиче-
ски удаляются из цитоплазмы и  клеточных сте-
нок соединительной ткани и  стомиума и  вклю-
чаются в  кристаллы оксалата при созревании 
пыльцы. Это приводит к  деградации и  ослабле-
нию клеточных стенок между локулами, за кото-
рыми следует разрушение соединительной тка-
ни и стомиума, а затем слияние соседних локул. 
В пыльнике петунии (Petunia hybrida) кристаллы 
оксалата кальция скапливаются под стомиумом 
и  прилипают к  пыльцевым зернам [35]. Они 
перемещаются к  рыльцу вместе с  пыльцевыми 
зернами, когда пыльник расслаивается и  пыль-
цевые зерна освобождаются. На рыльце петунии 
увеличение концентрации кальция происходит 
не из-за активности соответствующих процес-
сов в самом рыльце, а из-за кристаллов оксалата, 
прилипших к  пыльцевым зернам. Такие кри-
сталлы оксалата кальция вокруг пыльцы могут 
усиливать опыление, обеспечивая этим элемен-
том прорастание пыльцы и рост трубочек.

Показано, что гермин-подобные белки ассо-
циированы с  такими специфическими стадия-
ми развития, как соматический и зиготический 
эмбриогенез, индукция цветения, созревание 
плодов, развитие семян и созревание древесной 
ткани [34]. В  большинстве случаев участие гер-
мин-подобных белков в  указанных процессах 
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связано с  формированием и/или укреплением 
клеточных структур и/или лигнификацией тка-
ней. Согласно цитируемым авторам, экспрессия 
генов гермин-подобных белков горчицы (Sinapis 
alba), ипомеи нил (Pharbitis nil) и ячменя связа-
ны также с  суточными ритмами этих растений 
[5]. У ячменя минимум экспрессии гена HvGLP1 
наблюдается в  конце светового дня, максимум 

– ночью. Можно полагать, что такой ритм объ-
ясняется ролью ЩК как депо CO2, о  чем было 
сказано выше [5].

Участие оксалатов в  защите растений от по-
вреждения млекопитающими и  насекомыми. 
Предположение, что оксалаты могут защищать 
растения от поедания млекопитающими и  на-
секомыми было высказано еще в  1900-х годах, 
однако уже в то время подвергалось сомнениям, 
так как считалось, что кристаллы “не способны 
ранить животных или отпугнуть их” [36]. Не-
благоприятное воздействие оксалатов, в  пер-
вую очередь кальция, на млекопитающих мож-
но рассматривать с двух сторон: как токсичное, 
и  как раздражающее. Известно, что в  организ-
ме животных растворимые оксалаты способны 
вызывать нефропатию и даже остановку работы 
почек из-за повреждения эпителия почечных 
канальцев нерастворимыми оксалатами кальция 
и/или магния, вызывая гипокальциемию, гипо-
магниемию, образование мочевых камней [37]. 
Токсичность оксалатов для животных и отравле-
ние их солями ЩК считается возможными толь-
ко при длительном и/или обильном поедании 
растений богатых оксалатами, и только в случае, 
если кормовая база животных ограничена та-
кими растениями [38]. Также спорной является 
возможность раздражающего и  отпугивающего 
действия на насекомых игольчатых (рафидных) 
кристаллов оксалатов и друз.

По мнению Paiva [6], примеры пагубного воз-
действия оксалатов кальция на жизнедеятель-
ность насекомых редки. Автор рассматривает 
защитную функцию оксалатов не с позиции био-
химической инсектицидности или токсичности, 
а  механического воздействия кристаллов на пе-
ритрофический матрикс кишечника, как абра-
зива, способного повреждать мембраны клеток 
насекомых. Перитрофический матрикс кишеч-
ника у одних насекомых может образовываться 
большинством клеток кишки, а у других специ-
ализированными клетками кардиального отде-
ла передней кишки. Он рассматривается и  как 
механический, и как физиологический барьеры 
с  избирательной проницаемостью, предохраня-
ющие кишечный эпителий от повреждений ча-
стицами пищи, позволяющие избежать контакта 
пищевого комочка с эпителием средней кишки, 
а  также защищающие нежные эпителиальные 
микроворсинки от истирания частицами пищи 
[39]. Paiva [6] считает, что кристаллы оксала-

тов не вредны для слизистой оболочки кишеч-
ника насекомых, так как отсутствуют видимые 
повреждения у  личинок чешуекрылых и  дру-
гих насекомых, питающихся тканями растений 
с  кристаллами оксалата кальция, а  насекомые 
успешно проходят свои жизненные циклы. Этот 
вывод подтверждается сообщением [40], соглас-
но которому личинки гусениц Spodoptera exigua, 
питающихся растениями Medicago truncatula, 
содержащими кристаллы оксалата кальция, не 
имели повреждений кишечника.

На наш взгляд, эти данные позволяют прий-
ти к двоякому выводу. С одной стороны, перит-
рофический матрикс защищает кишечник насе-
комых, так что кристаллы оксалатов не влияют 
на фитофагов. С  другой стороны, наличие мат-
рикса свидетельствует о необходимости защиты 
кишечника от абразивного действия твердых ча-
стиц, которыми могут быть, в том числе, рафиды 
или друзы. Второй вывод согласуется с  мнени-
ем Paiva [6] о способности кристаллов оксалата 
кальция играть определенную роль в  устойчи-
вости растений к фитофагам, вопрос же заклю-
чается в  оценке степени эффективности этой 
защиты. Вместе с  тем этот же автор обращает 
внимание не на кристаллические оксалаты, а на 
саму ЩК и ее растворимые соли как на потенци-
альных факторов, формирующих устойчивость 
растений к насекомым. В подтверждение такого 
мнения можно привести сведения [41], что ЩК 
ингибировала рост Helicoverpa armigera, причем 
это было вызвано не антифидантным действием 
кислоты, а, по мнению авторов, как антибиоти-
ка.

На наш взгляд, наличие перитрофического 
матрикса, защищающего кишечник насекомых 
от абразивного действия твердых частиц, позво-
ляет заключить, что рафиды или друзы оксала-
тов в растительных тканях все же могут неблаго-
приятно влиять на питание фитофагов.

Участие ЩК в ответных реакциях растений на 
абиотический стресс. В  связи с  формированием 
нерастворимых и, соответственно, биохимиче-
ски неактивных комплексов с ионами различных 
металлов особый интерес представляют данные 
о роли ЩК в устойчивости растений к токсиче-
скому воздействию различных неорганических 
полютантов [42]. Используя трансформирован-
ные растения табака с геном изоформы гермина 
пшеницы и  анализируя активность оксалаток-
сидазы Nowakowska [43] выявила активацию ок-
салатоксидазы и, таким образом, возможность 
вовлечения ЩК в  ответные реакции раститель-
ного организма при действии NaCl и  солей тя-
желых металлов (Cd, Hg, Cu, Ni, Co). При этом 
воздействие салициловой кислоты, а  также ги-
пертермия, холодовой шок, ультрафиолетовое 
облучение не вызывали активацию фермента. 
Автор предположила, что образующийся при 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 6          2024

	 УЧАСТИЕ ОКСАЛАТОВ В ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССАХ	 653

окислении оксалатоксидазой пероксид водоро-
да может служить сигналом для запуска реакций 
устойчивости растений к токсикантам.

Ионы Mg являются активным центром хло-
рофилла и  активаторами более 300 ферментов 
[44]. Образование кристаллов оксалата магния 
может играть роль в  регуляции метаболических 
концентраций этого элемента в растениях, влияя 
таким образом на протекание определенных 
биохимических реакций [45]. Быстрое поступ-
ление ионов алюминия в  цитозоль и  его более 
сильное сродство к связыванию с АТФ при мень-
шем значении рН может изменять концентра-
цию свободных ионов Mg и влиять на Mg-зави-
симые процессы внутри клетки [44]. Связывание 
же ионов алюминия ЩК может предотвращать 
их токсическое действие на растения [44].

Несмотря на общепринятое мнение о  воз-
можном формировании ЩК нерастворимых 
соединений с  токсичными ионами металлов, 
Jauregui-Zuniga с  соавт. [46] выявили, что при 
добавлении солей цинка и  свинца в  питатель-
ную среду уменьшалось количество кристаллов 
оксалата кальция в  растениях фасоли (Phaseolis 
vulgaris), но при этом тяжелые металлы не были 
обнаружены внутри формирующихся кристал-
лов оксалата. Исследователи предположили, что 
кристаллы кальция не играют основной роли 
в детоксикации тяжелых металлов у Ph. vulgaris.

Роль ЩК во взаимоотношениях растений с фи-
топатогенами. Роль ЩК во взаимоотношениях 
растений с  фитопатогенами можно рассматри-
вать с двух позиций: как первоисточника перок-
сида водорода, запускающего с  помощью окса-
латоксидазы защитные реакции растительных 
клеток, либо как фактора вирулентности у опре-
деленных фитопатогенных грибов – продуцен-
тов ЩК. В любом из этих случаев мы вынужде-
ны рассматривать не только роль самой кислоты, 
но и ферментов, участвующих в превращении ее 
в  другие метаболиты, преимущественно, в  пе-
роксид водорода. 

Известно, что некоторые фитопатогенные 
грибы, например, Sclerotinia sclerotiorum синтези-
руют значительные количества ЩК, уровень ко-
торых коррелировал со способностью патоген-
ного грибка инфицировать ткани растений [47]. 
Такую функцию ЩК у  фитопатогенов авторы 
объясняют возможностью ее участия в  распаде 
пектина клеточных стенок растений активаци-
ей полигалактуроназы, снижением уровня рН 
растительных тканей и  устойчивости кальций-

-пектиновых комплексов к  деструкции, инги-
бированием растительной полифенолоксидазы 
и  уменьшением количества окисленных защит-
ных фенолов. С  использованием двух изолятов 
гриба S. sclerotiorum, различающихся по уровню 
продукции ЩК, было показано, что ограниче-
ние способности изолята B24-ML к продукции 

ЩК приводит к потере вирулентности. По мере 
усиления тяжести заболевания в  зараженных 
тканях растений концентрация ЩК увеличи-
валась, а  рН и  активность полифенолоксидазы 
уменьшались [47].

Обработка плодов груши раствором ЩК 
в концентрации 12 мМ продлевала срок их хра-
нения [20], что по мнению авторов было связа-
но с хелатированием ионов меди и подавлением 
активности полифенолоксидазы. В то же время 
внедрение продуцирующих ЩК патогенов в тка-
ни зрелых плодов одновременно с деактивацией 
полифенолоксидазы может вызывать активацию 
полигалактуроназы [47]. Вместе с  большим ко-
личеством накопленных в  плодах сахаров или 
крахмала – пищи для микроорганизмов, выде-
ляющих различные гидролазы, заражение пло-
дов грибами  – продуцентами ЩК должно при-
водить к  быстрой их порче, что, как правило, 
и наблюдается в отношении такой продукции.

Cessna с  соавт. [48], исследуя роль ЩК при 
вызванном грибом S. sclerotiorum патогенезе рас-
тений сои и  подсолнечника, выявили, что уве-
личение уровня кислоты подавляет продукцию 
H2O2 и  последующий за этим окислительный 
взрыв в клетках. При этом механизм подавления 
не был связан с  подкислением среды или свя-
зыванием кислотой ионов Ca2+, способных вы-
ступать в  роли вторичных сигнальных мессен-
джеров и  компонентов укрепления клеточных 
стенок, и включался до стадии, предшествующей 
каталитической редукции молекулы O2. Таким 
образом, определенные фитопатогенные грибы, 
выделяя ЩК, могут не только вызывать деструк-
цию клеточных стенок растений, активируя по-
лигалактуроназу, подкисляя среду и  связывая 
ионы кальция, но и отключать их защитные сиг-
нальные системы с участием АФК.

Патогенез растений бобов, вызванный гри-
бом S. sclerotiorum, включает также дисфункцию 
устьичных клеток листа [49]. Оказалось, что ЩК 
в физиологической для гриба концентрации вы-
зывает открытие устьиц в  темноте, тем самым 
облегчает патогену колонизацию тканей листьев. 
Механизмы дисфункций устьичных клеток 
включают поглощение ионов калия, участвую-
щих в осмосенсорной регуляции и тургоре замы-
кающих клеток, а  также деградацию крахмала, 
приводящую к  образованию низкомолекуляр-
ных сахаров, обеспечивающих дополнительную 
осмотическое давление для тургора клеток. В до-
полнении к  действию ЩК темнота/синий свет 
также вызывают потерю крахмала в хлоропластах 
клеток, а снижение кислотой уровня рН и удале-
ние из клеточных стенок ионов кальция облег-
чают действие эндополигалактуроназы и  пек-
тинметилэстеразы, что приводит к разрыхлению 
пектина и  деструкции клеточных стенок, до-
полнительно способствуя развитию патогенеза.  
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Еще одним негативным фактором ЩК гриба, 
подавляющим устойчивость растений, является 
нивелирование действия фитогормона АБК, от-
вечающего за закрытие устьиц у растений [49]. 

ЩК может существенно влиять на исход 
взаимоотношений растение-патоген в  поль-
зу последнего посредством связывания ионов 
магния, участвующих в  таких генеральных 
процессах, как фотосинтез и  других. Напри-
мер, многочисленные ромбические кристаллы 
оксалата магния были обнаружены на нижней 
поверхности 3-недельных кофейных листьев, 
поврежденных грибом Mycena citricolor, вызыва-
ющим пятнистость [50]. Авторы предположили, 
что кристаллы оксалата магния, которые отсут-
ствовали в здоровых растениях, образовывались 
в  инфицированной ткани листьев в  результате 
связывания магния ЩК, продуцируемой гри-
бом.

Очевидно, что активация оксалатоксидазы 
растений или, например, эндофитных бактерий, 
что обсуждается далее, может повышать устой-
чивость хозяина к фитопатогенам-продуцентам 
ЩК. Dumas с соавт. [7] выявили активацию ок-
салатоксидазы в листьях ячменя при заражении 
грибом Erysiphe graminis f. sp. hordei и сделали вы-
вод о возможной защитной роли этого фермен-
та при патогенезе. Предполагалось [51], что пе-
роксид водорода, образующийся при окислении 
ЩК оксалатоксидазой, может служить сигналь-
ной молекулой для запуска защитных реакций, 
а также участвовать в лигнификации клеточных 
стенок или непосредственно подавлять развитие 
патогена. Возможность вовлечения ЩК с  уча-
стием оксалатоксидазы в механизмы укрепления 
клеточных стенок показали Thordal-Christensen 
с  соавт. [52], выявив непосредственную лока-
лизацию H2O2 в  зоне формирования папилл 
в  листьях, инфицированных E. graminis. Таким 
образом, ЩК, синтезируемая самим растением 
или определенным фитопатогеном, при окис-
лении ее растительной оксалатоксидазой до 
H2O2 может быть первоисточником сигнальных 
молекул АФК, а  также участвовать в  защитных 
механизмах растений, например, в  укреплении 
клеточных стенок на пути проникновения пато-
генов с участием ферментов, вовлеченных в лиг-
нификацию.

Наиболее убедительным доказательством 
защитной роли оксалатоксидазы, кодируемой 
геном гермина пшеницы gf-2.8, является ра-
бота Donaldson с  соавт. [53], в  которой были 
получены трансгенные растения сои, экспрес-
сирующие белок массой 130 кД, аналогичный 
гермину зародышей пшеницы и  проявляю-
щий оксалатоксидазную активность. В  срав-
нении с  дикими растениями трансформан-
ты проявляли большую устойчивость к  грибу 
S. sclerotiorum. 

Роль ЩК в  деструкции древесины грибами. 
Продуцентами ЩК являются также грибы, вы-
зывающие бурую и белую гниль древесины, как, 
например, Fomitopsis palustris, Aspergillus niger 
и  A.  fumigatus [54]. По мнению исследователей, 
ЩК, вырабатываемая грибом, гидролизует ге-
мицеллюлозу, нарушая ее каркас и  увеличивая 
пористость древесины, повышая доступность 
субстратов для гидролитических ферментов 
гриба и  облегчая проникновение его гиф [55]. 
В  то же время H2O2, образующаяся при разло-
жении ЩК, с  участием ионов железа способна 
запускать реакцию Фентона, продуцирующую 
различные формы АФК и  неблагоприятно дей-
ствующую на гриб-деструктор. Вместе с  тем 
формирование оксалата железа может защищать 
гифы гриба от действия указанной реакции, так-
же как и гиперпродукция ЩК грибом может ин-
гибировать продукцию АФК, защищая гриб от 
их нежелательного воздействия. 

Другой путь деполимеризации лигнино-
вого каркаса древесины связан с  активностью 
Mn-пероксидазы грибов, например, Ceriporiopsis 
subvermispora, вызывающих белую гниль [56]. 
C.  subvermispora продуцирует глиоксилат и  окса-
лат, которые окисляются Mn(II)-пероксидазой 
до H2O2. Показано, что экстраклеточная ЩК мо-
жет служить источником H2O2, необходимой для 
активности Mn-пероксидазы. 

Роль ЩК в  глобальной экологии. Формиро-
вание кристаллов оксалата кальция и  магния 
приводит к  биоминерализации – образованию 
твердых неорганических веществ в  живых орга-
низмах. В отличие от большинства растительных 
соединений углерода, которые при отмирании 
растений распадаются с  выделением углекис-
лого газа обратно в  атмосферу, значительный 
объем углерода в  виде кристаллов оксалата 
кальция, например, как в  тканях дерева ироко 
(Milicia excelsa) или кактуса карнегии гигант-
ской (Carnegiea gigantea) могут попадать в  окру-
жающую среду в засушливых и полупустынных 
регионах Земли [35]. Превращаясь в  твердый 
карбонат кальция по оксалатно-карбонатному 
пути оксалат таким образом способен связывать 
атмосферный углекислый газ с  почвой в  виде 
неорганического углерода, поэтому знания 
о биоминерализации углерода в растениях могут 
помочь смягчению нежелательного парниково-
го эффекта в условиях глобального потепления 
и изменения климата.

ЩК, продуцируемая грибами Hebeloma veluti
pes, Piloderma byssinum, Paxillus involutus, Rhizopo
gon roseolus, Suillus bovinus, S. variegatus, а  также 
сапротрофами Hypholoma fasciculare, H. capnoides 
[57] способна играть роль в  биовыветривании 
горных пород и минералов. Образование оксала-
тов может привести к мобилизации металлов из 
таких твердых субстратов, благодаря ацидолизу 
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и образованию подвижного комплекса оксалата 
с их ионами. Простые и сложные оксалаты обра-
зуют большинство ионов металлов, а  также ак-
тиниды и лантаноиды [58].

Осаждение оксалата кальция оказывает су-
щественное влияние на биогеохимические про-
цессы в почвах, выступая в качестве резервуара 
кальция, а  также меняя доступность фосфатов, 
когда ионы этого металла удаляются из фосфор-
содержащих минералов [59]. Другим освобо-
ждающимся ЩК анионом может быть сульфат 
(гипса), что приводит к формированию оксалата 
кальция и доступности серы для растений [60].

В геосфере образование оксалата кальция 
может способствовать цементированию ранее 
существовавших известняков благодаря запол-
нению пор перекристаллизованным кальцитом. 
При этом в регуляции грибами потока оксалата 
кальция в природе ключевую роль играют также 
и  оксалотрофные бактерии [61]. Биоминерали-
зация углерода и создание в почве, окружающей 
корни растений, т. н. “оксалатного бассейна” 
возможны при совместном функционирова-
нии грибов  – продуцентов ЩК и  оксалотроф-
ных бактерий, обладающих оксалатоксидазной 
и  оксалатдекарбоксилазной активностями [62]. 
В связи с этим исследование взаимоотношений 
грибов-продуцентов ЩК и оксалотрофных бак-
терий для познания механизмов биогеохими-
ческих циклов представляет фундаментальный 
и практический интерес.

Оксалотрофные бактерии внутри растений. 
Выше отмечалось о  распространенности окса-
латов в тканях растений не менее 1305 видов [2] 
и содержании этих веществ в растительных тка-
нях до 80% от сухой массы [1]. Таким образом, 

“оксалатный бассейн” [62] может формировать-
ся не только в ризосфере, но и внутри растений. 
Следует признать, что внутренний “бассейн” 
ЩК даже небольшого количества, являясь ис-
точником сигнальных молекул АФК, благодаря 
активности оксалатоксидаз самого растения или 
эндофитов, населяющих его внутренние ткани, 
может сыграть принципиальную роль в  опре-
делении в  растительном организме глобальных 
физиологических процессов, формирующих его 
адаптивный потенциал.

Ферментные системы растений, преобразу-
ющие ЩК в H2O2, довольно детально определе-
ны, учитывая результаты исследований белков 
класса герминов (оксалатоксидаз). Кроме рас-
тительных герминов, деструкция ЩК внутри 
растительных тканей может осуществляться 
оксалатоксидазами и  оксалатдекарбоксилазами 
некоторых эндофитных бактерий. Принимая 
во внимание множественную физиологическую 
активность ЩК по отношению к  растениям, 
можно прийти к  выводу о  наличии множества 
мишеней – физиологических процессов у расте-

ний, на которые способны оказать воздействие 
эндофиты – деструкторы ЩК.

Jooste с  соавт. [33] из внутренних тканей 
растений рода Oxalis выделили девять эндофи-
тов, семь из которых обладали оксалотрофны-
ми свойствами, в том числе бациллы B. amyloli
quefaciens, B. cereus, B. subtilis, B. vallismortis, 
а  также Azospirillum brasilense, Methylobacterium 
oxalidis, Serratia fonticola. Сообщается [63] 
о способности бактерии Burkholderia phytofirmans 
PsJN к оксалатотрофии благодаря наличию гена 
OXC, кодирующего синтез оксалатдекарбок-
силазы. Способность утилизировать оксалат 
корневых экссудатов растений, который может 
быть токсичным для бактерий, неспособных 
его усваивать, некоторые авторы [64] счита-
ют одним из признаков симбиотических видов 
Paraburkholderia.

Используя метод амплификации фрагмен-
тов генов FRC (formyl-CoA transferase) и  OXC 
(oxalyl-CoA decarboxylase), Ghate с  соавт. [65] 
выявили оксалотрофность бактерий, выде-
ленных из эндосферы листьев растений таро 
(Colocasia esculenta)  – Acinetobacter calcoaceticus 
MW784829, Acinetobacter sp. MW784830, Entero
bacter sp. MW784831, а  также из листьев рему-
сатии (Remusatia vivipara)  – Acinetobacter baylyi 
MW784832, Pseudomonas sp. MW784833, Pectobac
terium carotovorum MW784834, Enterobacter sp. 
MW784835. Перечисленные бактерии могли 
расти на среде с  оксалатом калия в  качестве 
единственного источника углерода. Carper с  со-
авт. [66] исследовали популяцию эндофитных 
бактерий в  растениях сосны Pinus flexilis и  вы-
явили в  надземной части проростков высокую 
частоту встречаемости представителей семейств 
Oxalobacteraceae (56%) и Burkholderiaceae (10%). 
Авторы считают, что такое превалирование ок-
салотрофных бактерий может быть связано с со-
держанием ЩК в проростках и использованием 
ее микроорганизмами в  качестве источника уг-
лерода, а  также для привлечения полезных для 
растений представителей сложных бактериаль-
ных сообществ. 

Согласно DeLeon-Rodriguez с соавт. [67], ок-
салотрофные бактерии принадлежат, преиму-
щественно, к  семействам Methylobacteriaceae 
и Oxalobacteraceae. По данным Ofek с соавт. [68], 
представители Massilia sp. (сем. Oxalobacteraceae) 
ассоциированы с  растениями винограда, карто-
феля, огурца, могут встречаться внутри тканей 
растений и других видов. Кроме того, бактерии 
этого вида способны колонизировать гифы ми-
коризных грибов. Kumar и Belur [69] из клубней 
таро (Colocasia esculenta) изолировали штамм бак-
терии Ochrobactrum intermedium CL6 с  высокой 
оксалатоксидазной активностью. Клетки росли 
на среде с  оксалатом натрия, но для индукции 
активности фермента были необходимы ионы  
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марганца. Из внутренних тканей растений кукуру-
зы выделен штамм Ochrobactrum pseudogrignonense 
CNPMS2088, у  которого выявлен ген оксаладе-
карбоксилазы [70]. Кроме бактерий указанного 
вида в  этих же растениях кукурузы носителя-
ми гомологичного гена были эндофиты Pantoea 
ananatis UFMG54, Microbacterium sp. UFMG61 
и B. megaterium UFMG50 [70]. 

На основе приведенных данных о  способ-
ности эндофитов к  деструкции ЩК, благодаря 
наличию активности оксалатоксидазы с  об-
разованием не только молекул АФК, но и  CO2, 
открываются новые пути регуляции бактериями 
физиологических процессов у растений.

Возможность регуляции 
физиологических процессов 

у растений эндофитами – 
деструкторами ЩК

Пути деструкции ЩК. Оксалат разрушается 
тремя основными различающимися путями.

Первый путь, как было показано выше, свя-
зан с  окислением ЩК растительной оксалаток-
сидазой (гермином) с  образованием двух моле-
кул CO2 и одной молекулы H2O2:

(COOH)2 + O2  оксалатоксидаза  2CO2 + H2O2 
[7]. Ферменты с  подобной активностью об-
наружены также и  у  грибов, например, Tilletia 
contraversa, Ceriporiopsis subvermispora, Abortiporus 
biennis [71]. 

Второй путь включает прямое декарбокси-
лирование молекулы ЩК с участием оксалатде-
карбоксилазы, приводящий к выделению одной 
молекулы CO2 и  одной молекулы муравьиной 
кислоты: (COOH)2   оксалатдекарбоксилаза  CO2 +  
+ HCOOH [72]. 

Декарбоксилирование ЩК характерно для 
ряда видов грибов, например, Collybia velutipes, 
Coriolus hersutus, Sclerotinia sclerotiorum, Myrothe
cium verrucaria, Aspergillus niger, а  также бактерий 
(Bacillus subtilis, B. pumilus, Burkholderia pseudomallei) 
[72]. Показано, что оксалатдекарбоксилаза YvrK 
Bacillus subtilis – марганец-зависимый фермент, 
обладает активностью оксалатоксидазы [73].

Третий путь превращения кислоты – много-
этапный процесс с первоначальной активацией 
ЩК кофермент А(КоА)-трансферазой до ок-
салил-КoА (рис.  1). Подробные исследования 
свойств Pseudomonas oxalaticus, Bacillus halophilus 
и Oxalobacter formigenes позволили сделать вывод, 
что деградация оксалатов бактериями в  основ-
ном опосредована тиаминзависимым фермен-
том оксалил-КоА-декарбоксилазой [74]. 

У оксалотрофных бактерий оксалат может 
использоваться аэробами и  анаэробами для по-
лучения энергии различными путями (рис.  2). 
В  обоих случаях оксалат вначале активируется 
КоА-трансферазой до оксалил-КоА, который 
с  помощью оксалил-КоА-декарбоксилазы де-

карбоксилируется до формил-КоА. КоА-группа 
удаляется формил-КоА-трансферазой, оставляя 
формиат. Следующий шаг зависит от того, яв-
ляется ли микроорганизм аэробом или анаэро-
бом. У аэробных бактерий формиат катаболизи-
руется до CO2 формиатдегидрогеназой, образуя 
НАДН. У  анаэробов используется антипортер 
оксалат:формиат, оксалат поступает в клетку по 
мере экспорта формиата, обеспечивая постоян-
ный приток оксалата для декарбоксилирования 
в  формиат. Несмотря на то, что два варианта 
формиатного пути в  значительной степени раз-
личны, сообщалось, что анаэробная грамотри-
цательная бактерия Methylorubrum extorquens, об-
ладает как оксалат-формиатным антипортером, 
так и формиатдегидрогеназой [75]. 

Предложен альтернативный аэробный ката-
болизм оксалатов по гликолатному пути, при ко-
тором оксалат преобразуется в глиоксилат окса-
лил-КоА-редуктазой для последующего синтеза 
углеводов через образование трифосфоглице-
рата [76]. Гликолатный путь был выявлен у бак-
терий Ralstonia oxalatica (Pseudomonas oxalaticus), 
R. eutropha (Alcaligenes eutrophus), Starkeya novella 
(Thiobacillus novellus), Oxalobacter formigenes 
и Oxalicibacterium flavum [77]. Глиоксилат может 
включаться также в одноименный цикл, т. н. мо-
дифицированную форму цикла трикарбоновых 
кислот.

Еще один путь катаболизма ЩК установ-
лен у  актинобактерии семейства Kribbellaceae, 
который включает образование серина и  гли-
цина с  участием тетрагидрофолата [78]. Пред-
полагается, что при этом может генерироваться 
энергия, поскольку при превращении серина 
в глицин образуется метильная группа, которая 
переходит в тетрагидрофолат. Всего же в катабо-
лические пути превращения оксалата в  различ-
ные соединения могут быть вовлечены не менее 
28 ферментов с  образованием С1–С4 промежу-
точных или конечных продуктов [75].

Активность оксалил-КоА-декарбоксилазы 
также была обнаружена у Neurospora crassa, Toru
la utilis, Saccharomyces cerevisiae, растений пше
ницы, тыквы, гороха и фасоли [79].

У растений деструкция оксалата ацетилиро-
ванием происходит с участием четырех фермен-
тов. Первоначально оксалил-КоА-синтетазой 
оксалат превращается в оксалил-КоА:

ATP + CoA + оксалат  оксалил-КоА-синтета-
за  AMP + дифосфат + оксалил-КoA [80].

Оксалил-КоА-синтетаза (oxalyl-КoA synthe
tase, КФ 6.2.1.8; оксалил-КоА-лигаза, ацилак-
тивирующий фермент 3 (acyl activating enzyme 3, 
AAE3))  – АТФ-зависимый фермент, катали-
зирующий связывание оксалата с  КоА, обра-
зуя оксалил-КоА (рис.  3). Он обнаружен в  рас-
тениях Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula, 
Vigna umbellate, Oryza sativa, Glycine soja, а также 
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в  дрожжах Saccharomyces cerevisiae [80]. Затем 
оксалил-КоА превращается в формил-КоА и уг-
лекислый газ оксалил-КоА-декарбоксилазой. 
Формил-КоА превращается в формиат формил-
КоА-гидролазой. На завершающем этапе фор-
миат превращается в углекислый газ и воду фор-
миатдегидрогеназой [81].

Эндофитные деструкторы ЩК и устойчивость 
растений к  патогенам. Зная физиологическую 
активность ЩК по отношению к  растениям, 
можно предположить участие оксалатдекарбок-
силазы и  оксалатоксидазы эндофитных бакте-
рий в  регуляции определенных биохимических 

реакций у  растений. Известно, что у  некото-
рых фитопатогенных грибов, например, Botrytis 
cinerea, Sclerotinia sclerotiorum [54], Monilophthora 
perniciosa [82] ЩК является одним из факторов 
вирулентности. Очевидно, деструкция ЩК рас-
тительной оксалатоксидазой или ферментом 
эндофитных бактерий должна способствовать 
проявлению устойчивости растений к  указан-
ным фитопатогенам. Marina с  соавт. [83] из 
ризосферы растений томата выделили два ок-
салотрофных штамма Stenotrophomonas sp., ко-
торые были способны эндофитно колонизи-
ровать растения арабидопсиса и  защищать их 

Рис. 1. Схема декарбоксилирования щавелевой кислоты оксалил-КоА-декарбоксилазой с образованием углекисло-
го газа и формил-КоА (по [75]).

Рис. 2. Схема ферментативного пути превращения щавелевой кислоты бактерией Oxalobacter formigenes в углекис-
лый газ и формиат (по [75]).

Рис. 3. Схема деградации щавелевой кислоты в растениях арабидопсиса (по [80]).
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от повреждений, вызванных высокими дозами 
ЩК, а  также от фитопатогенов S. sclerotiorum 
и B. cinerea. Устойчивость к грибам сопровожда-
лась индуцированным эндофитами отложением 
каллозы в  клеточных стенках растений томата, 
экспрессией гена белка PR-1, связанного с  па-
тогенезом, а также с продукцией фенольных со-
единений.

Аналогичную способность уменьшать вредо-
носность фитопатогенов, продуцирующих ЩК, 
проявляют также не только эндофитные, но 
и  ризосферные и  почвенные оксалотрофные 
бактерии. Schoonbeek с  соавт. [84] оценива-
ли потенциал выделенных из почвы микробов, 
разрушающих оксалаты, в  защите растений 
огурца, томата и винограда от грибов B. cinerea 
и S. sclerotiorum. Было выявлено четыре штамма 
бактерий, способных до 70% уменьшать симпто-
мы поражения на листьях указанных растений. 
Наибольшую защитную активность проявили 
оксалотрофные изоляты Cupriavidus campinensis, 
C. necator и C. oxalaticus.

С поверхности ягод клубники был выделен 
оксалотрофный изолят бактерии Pseudomonas 
abietaniphila ODB36 [85]. С  использованием па-
тосистемы Botrytis-Arabidopsis у  этой бактерии 
обнаружена способность защищать растения от 
фитопатогена. Геном бактерии содержал ген фор-
мил-КоА-трансферазы, отвечающей за деструк-
цию оксалата. Мутантный по этому гену штамм 
не защищал растения от инфекции, вызванной 
грибом B. cinerea, возбудителем серой гнили.

С целью поиска биологических методов 
защиты растений винограда от фитопатоге-
на Lasiodiplodia theobromae, взывающего по-
ражение сосудистых тканей, Saucedo-Bazalar 
с  соавт. [86], используя масс-спектрометрию 
MALDI, провели поиск противогрибковых мо-
лекул эндофитных бактерий Bacillus velezensis 
M1 и B. amyloliquefaciens M2, выделенных из ви-
ноградной лозы. В  качестве противогрибковых 
веществ, наряду с  антибиотиками бактерий 
фенгицином, итурином и сурфактином, авторы 
указали также оксалатдекарбоксилазу.

Yu с  соавт. [87] среди органических кислот 
культуральной жидкости Bacillus cereus AR156 
идентифицировали ЩК и показали, что она мо-
жет вызывать запрограммированную гибель кле-
ток растений томатов в зоне инфицирования при 
патогенезе, вызванном Botrytis cinerea. Оксалат 
значительно уменьшал степень поражения рас-
тений, вызванного грибом, существенно не по-
давляя его рост in vitro. ЩК, продуцируемая бак-
териями Bacillus sp. в небольших концентрациях, 
предотвращала гибель растительных клеток, вы-
званную высокими концентрациями этой кис-
лоты. Предварительная обработка растений ЩК 
в  концентрации 0.08 мкМ приводила к  накоп-
лению антиоксидантных ферментов в  листьях 

томатов и  экспрессии генов, связанных с  за-
щитой от фитопатогена. Активация экспрессии 
генов находилась под контролем жасмоновой 
кислоты, но не салициловой. Авторы пришли 
к  заключению, что ЩК, продуцируемая бакте-
риями Bacillus spp., действует как ассоциирован-
ный с микроорганизмом молекулярный паттерн 
(microbe-associated molecular pattern, MAMP), 
индуцирующий системную устойчивость через 
жасмонат-этиленовый сигнальные пути.

Деструкторы ЩК и  фотосинтез. Можно по-
лагать, что углекислый газ, образующийся при 
деструкции оксалата бактериальной оксалатде-
карбоксилазой или оксалил-КоА-декарбоксила-
зой способен вовлекаться в процесс фотосинте-
за. Исследования оксалотрофных эндофитных 
бактерий в  этом направлении не проводились, 
однако косвенные факты могут свидетельство-
вать об этом. Так, Tufail с соавт. [88], анализируя 
роль эндофитных штаммов бактерий в устойчи-
вости растений к засухе, сделали вывод, что ино-
куляция клетками бактерий в условиях водного 
дефицита значительно увеличила концентрацию 
хлорофилла а  (на 22%), хлорофилла b (на 19%), 
общее содержание хлорофилла (на 31%), ско-
рость фотосинтеза (на 76%), относительное со-
держание воды (на 20%) и площадь листьев (на 
94%) по сравнению с контрольными образцами, 
не заселенными эндофитами, а  также по срав-
нению с  действием эндофитных грибов. В  зна-
чительном количестве экспериментов при ино-
куляции растений эндофитными бактериями 
в условиях стресса от засухи наблюдалось суще-
ственное увеличение показателя сухой биомас-
сы. В связи с приведенными данными представ-
ляет интерес исследование влияния эндофитных 
оксалотрофов на фотосинтетические процессы 
растений-хозяев и  возможность использования 
ими углерода ЩК в процессе фотосинтеза.

Эндофитные деструкторы ЩК и минеральное 
питание растений. Особый интерес представ-
ляет влияние деструкторов ЩК  – эндофитов 
на минеральное питание растений. Используя 
метагеномный подход для изучения разнооб-
разия и  функций эпифитных бактериальных 
сообществ, связанных с  подводными макрофи-
тами, Wang с соавт. [89] показали, что бактерии 
семейства Oxalobacteraceae активно вовлекались 
в процессы ассимиляции и транспорта нитратов, 
а также контроля минерализации органических 
фосфатов. Выявлено, что флавоноидзависи-
мые оксалобактерии (Oxalobacteraceae) способ-
ствовали развитию боковых корней растений 
кукурузы в  бедной азотом почве, его усвоению 
и в конечном итоге росту растений при дефици-
те этого элемента питания [90]. При этом окса-
лобактерии не продуцировали ауксины и  сти-
муляция роста корней, как авторы полагают, не 
была связана с активностью этого фитогормона.
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Исследование влияния дефицита воды на 
активность редукции ацетилена корнями бобов 
(Vicia faba L.) с клубеньками, сформированными 
инокуляцией клетками трех штаммов Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae выявила, что редукция 
сопровождалась в  цитозоле клубеньков умень-
шением концентрация оксалата на 55%, при 
этом одновременно наблюдалась стимуляция 
бактероидной оксалатоксидазы [30]. Инкуба-
ция бактероидов с оксалатом способствовала 
редукции ацетилена. Авторы сделали вывод, что 
оксалат, присутствующий в высокой концентра-
ции в  клубеньках растения, может играть роль 
дополнительного субстрата для бактероидов, за-
медляя активность фиксации азота, вызванную 
водным дефицитом.

Sahin [77] из корней кислицы козьей (Oxalis 
pes-caprae L.) выделил азотфиксирующую окса-
латокисляющую бактерию, идентифицирован-
ную как Azospirillum, близкую, согласно анали-
за 16S рДНК, к бактериям Azospirillum brasilense, 
A. doebereinerae и A. lipoferum. Из измельченных 
черешков растений Rumex sp. Lang с соавт. [91] 
выделили грамотрицательную, подвижную, не 
образующую спор бактерию штамма NS12T, 
генетически наиболее близко связанную с  ви-
дами Azorhizobium doebereinerae и A. caulinodans. 
На основе генетического, морфологического 
и  биохимического сравнительных анализов 
авторы предложили отнести изолят к  новому 
виду оксалотрофной бактерии A. oxalatiphilum 
sp. nov. 

Очевидно, что деструкция ЩК оксалотро-
фами должна уменьшать подвижность фосфа-
тов, например, кальция, так как освобождение 
фосфат-иона без связывания кислотой кальция 
невозможно. Продукция же ЩК эндофитами 
должна способствовать доступности минераль-
ных форм фосфора. Несмотря на то, что нет дан-
ных о влиянии оксалотрофов и продуцентов ЩК 
на подвижность фосфатов, имеются сведения 
о  фосфатмобилизующей активности бактерий 
видов, среди представителей которых распро-
странены деструкторы и/или продуценты этой 
кислоты [92].

Оценивая способность эндофитных бакте-
рий разрушать или продуцировать ЩК во вза-
имосвязи с  минеральным питанием растений, 
следует отметить, что свойства таких эндофитов 
влиять на обмен азота или фосфора в раститель-
ном организме можно предположить только ис-
ходя из способности их расти in vitro на специ-
фических безазотистых средах или содержащих 
нерастворимые фосфаты. Данные же о  непо-
средственном влиянии оксалотрофных эндофи-
тов или продуцентов ЩК на поступление соеди-
нений азота или фосфора в растительные ткани 
и  метаболизм таких веществ внутри раститель-
ного организма отсутствуют, что открывает одно 

из новых направлений в  исследованиях указан-
ных бактерий.

Выше было отмечено, что ряд видов грибов, 
в  том числе и  патогенных, обладает способно-
стью синтезировать ЩК, используя этот мета-
болит в  качестве фактора вирулентности [87]. 
Обнаружено, что и  микоризные грибы, форми-
рующие эффективные симбиозы с  растениями, 
синтезируют ЩК [93] и используют ее в качестве 
мобилизатора фосфора. Эндомикоризные гри-
бы – продуценты ЩК и оксалотрофные бактери-
и-эндофиты могут одновременно проникать во 
внутрь корней растений и конкурировать за эту 
нишу. Эндофитные бактерии при наличии у них 
оксалатоксидазной активности способны умень-
шать концентрацию ЩК в растительных тканях, 
а  образующийся при этом пероксид водорода 
может приводить к  защитным реакциям расти-
тельного организма, блокирующим микоризное 
инфицирование. Результат микоризно-бакте-
риальной конкуренции является интригующим 
и  вызывает интерес к  изучению взаимоотноше-
ний эндофитных эндомикоризных продуцентов 
ЩК и оксалотрофных бактерий.

Эндофитные бактерии-продуценты ЩК и  их 
роль во взаимоотношениях с растениями. В расте-
ниях ЩК образуется из глиоксилата, гликолята, 
оксалоацетата или аскорбата в  процессе фото-
дыхания и  глиоксилатного цикла [80]. Однако 
существует высокая вероятность того, что ее про-
дуцентами могут быть также и бактерии, ассоци-
ированные с  растениями. Например, показано, 
что дитазотрофный азотфиксатор Burkholderia spp. 
UENF114111 в значительном количестве выделяет 
в  среду ЩК [92]. На наш взгляд, выявление та-
ких микроорганизмов и исследование их свойств 
представляет практический интерес. С  целью 
выяснения механизмов поиска грибов, с  кото-
рыми бактерии Paraburkholderia terrae вступают 
в ассоциацию, была проведена оценка роли ЩК 
как молекулы хемотаксиса микробов к  грибам, 
а также как потенциального источника углерода 
[94]. Все изученные штаммы P. terrae проявляли 
хемотаксис на действие ЩК, при этом больший 
эффект проявлялся при низких концентраци-
ях кислоты (0.1%) в сравнении с высокими. Эти 
же бактерии P. terrae проявляли также направ-
ленный хемотаксис по отношению к экссудатам 
штаммов почвенных грибов Lyophyllum sp. Karsten 
и Trichoderma asperellum 302, в  метаболитах кото-
рых была выявлена ЩК. Авторы сделали вывод, 
что ЩК, продуцируемая грибами, возможно, 
в первую очередь действует для бактерий P. terrae 
как сигнальная молекула хемотаксиса. 

Исследование долговременного воздей-
ствия ЩК на состав почвенных бактериальных 
сообществ показало, что, начиная с  седьмого 
дня, в  образцах, обработанных ЩК, преоб-
ладают бактерии, принадлежащие к  таксонам 
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Burkholderiales и  Oxalobacteraceae [95]. Авторы 
предположили, что представители микроорга-
низмов этих видов могут быть вовлечены в  ми-
нерализацию ЩК и  играть потенциально важ-
ную роль в  плодородии почвы, так как в  эти 
семейства входят многочисленные эффектив-
ные солюбилизаторы фосфора и  стимуляторы 
роста растений. 

Kirkland с соавт. [96] выявили, что кратковре-
менная обработка надосадочной жидкостью 
культуральной среды энтомопатогенного гриба 
Beauveria bassiana вызывала смертность у  кле-
щей нескольких видов, в  том числе у  взрослых 
особей Amblyomma americanum (L.), A. maculatum 
Koch и  Ixodes scapularis Say. Анализ супернатан-
та методом ВЭЖХ выявил наличие оксалата 
в культуральной жидкости в качестве одного из 
основных активных ингредиентов с  акарицид-
ной активностью. Не исключено, что подобный 
защитный эффект против клещей могут прояв-
лять и бактерии – продуценты ЩК.

Одной из функций ЩК для эндофитов мо-
жет быть усиление сидерофорной активности. 
Например, введение ЩК в  среду культивиро-
вания эндофитной бактерии Serratia marcescens 
AL2-16 было более эффективно для продукции 
сидерофоров этим эндофитом, в  сравнении 
с культивированием на среде с яблочной или ян-
тарной кислотой [97].

В связи с  представленными данными возни-
кают вопросы: может ли ЩК выступать сигналом 
хемотаксиса и для эндофитных бактерий, и как 
выращивание растений на среде, обогащенной 
оксалатами, или непосредственная обработка 
растений кислотой влияют на видовую и количе-
ственную структуру эндофитного микробиома? 
Практический интерес вызывает также изучение 
влияния инокуляции растений оксалотрофными 
эндофитными бактериями или продуцентами 
ЩК на популяционный состав микроорганиз-
мов в различных растительных тканях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Основное практическое направление совре-

менных исследований свойств эндофитных 
бактерий связано, преимущественно, с  после-
дующим использованием наиболее эффектив-
ных штаммов в качестве основных компонентов 
биологических средств защиты сельскохозяй-
ственных культур от фитопатогенов и  вредных 
насекомых, а также стимуляторов роста и устой-
чивости растений к  различным неблагоприят-
ным фактором окружающей среды [97]. 

Механизмы защиты растений эндофитами 
от фитопатогенов включают продукцию бак-
териями антибиотиков, ферментов  – деструк-
торов клеточных стенок грибов, а также синтез 
веществ, индуцирующих локальную или систем-

ную устойчивость растений [98]. Стимуляция 
роста растений эндофитами определяется в том 
числе продукцией бактериями соответствую-
щих фитогормонов, либо индуцированным 
симбионтом запуском их синтеза самими расте-
ниями. Анализу указанных свойств эндофитов 
посвящен не один десяток обзорных научных 
статей. Экспериментальные же работы посвя-
щены поиску новых антагонистических или сти-
мулирующих рост растений эндофитов, поиску 
новых микробных антибиотиков и  регуляторов 
физиологических реакций их хозяев.

Потребительские свойства эндофитов опре-
деляются не только областью их использования, 
но защищенностью от воздействия различных 
факторов, способных неблагоприятно влиять на 
численность и видовую структуру их популяции, 
либо на хозяйственно полезные качества самих 
растений, так как ниша обитания таких ми-
кроорганизмов находится внутри растительного 
организма. 

В последние десятилетия отчетливо выдели-
лось направление исследований не отдельных 
эндофитов внутри различных тканей растений, 
а  фитомикробиома в  целом [99]. Основываясь 
на выявлении некультивируемых эндофитов 
и  прогрессом в  области ДНК-диагностики ми-
кроорганизмов, обсуждая генетический аспект 
эндофитности, можно утверждать об исследо-
ваниях внутрирастительного микробиологиче-
ского генома (микробиогенома), рассматривая 
эндофитов как набор микробных геномов, лока-
лизованных внутри органов растений (“microbial 
genomes located inside plant organs”) [99].

Мы уверены, что вместе с этим направлени-
ем впоследствии будет развиваться также и изу-
чение метаболической активности эндофитов, 
связанной не только с продукцией антибиотиче-
ских и  стимулирующих рост растений веществ, 
индукторов синтеза защитных растительных 
соединений и  фитогормонов, но и  “обычных” 
тривиальных соединений, к которым можно от-
нести ЩК. Подобно тому как незначительные 
малые изменения метеорологических факто-
ров могут привести к  катастрофе (“эффект ба-
бочки”) [100], незначительные концентрации 
в  растительных тканях тривиальных, на пер-
вый взгляд, веществ, или невысокая активность 
определенных ферментов могут определять 
глобальные физиологические процессы всего 
органа или целого растения. В  качестве приме-
ра можно привести результаты экспериментов 
[87], в  которых ЩК, продуцируемая бактерия-
ми Bacillus sp. в  низких концентрациях ингиби-
ровала гибель растительных клеток, вызванную 
высокими концентрациями этой кислоты, хемо-
таксис бактерий Paraburkholderia terrae к грибам 
развивался быстрее и  сильнее при низких кон-
центрациях ЩК в сравнении с высокими [94].
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Анализ результатов исследований влияния 
ЩК на физиологические процессы у  растений 
свидетельствует, что это соединение может выпол-
нять несколько различных функций. Очевидно, 
что деструкция ЩК может препятствовать прояв-
лению этим соединением указанных выше функ-
ций, при этом в ее катаболизме способны прини-
мать участие не только собственные растительные 
ферменты, но и эндофитов. Изменяя количество 
ЩК в тканях растений и способствуя модифика-
ции в них уровня определенных молекул, напри-
мер, АФК, оксалотрофные эндофиты или про-
дуценты ЩК способны включаться в регуляцию 
уровня свободного/связанного кальция, ионного 
гомеостаза, фитогормонов, а также процессы ми-
нерального питания, кальций-зависимого сигна-
линга, фотосинтеза, фиксации атмосферного азо-
та, строительства клеточных стенок на различных 
стадиях онтогенеза, созревания и  прорастания 
пыльцевых зерен, соматического и  зиготическо-
го эмбриогенеза, созревания плодов и древесной 
ткани, участвовать в индукции цветения, защите 
от повреждения млекопитающими и насекомыми, 
устойчивости растений к  фитопатогенам и  абио-
тическим стресс-факторам окружающей среды, 
в  изменении уровня окислителей/антиоксидан-
тов в растительных тканях.

Мы не претендуем на открытие нового 
направления в изучении эндофитных бактерий, 
но лишь ставим вопросы, способны ли оксало-
трофные эндофиты или продуценты щавелевой 
кислоты, используя это вещество, регулировать 
указанные процессы и какими биохимическими 
путями.

Работа выполнена в  рамках государственно-
го задания № 122041400162-3.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. 

Настоящая работа не содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных 
в качестве объектов исследований.
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В обзоре обобщены результаты работ по экспериментальному изучению физиологических про-
цессов, происходящих в организме высших растений при их взаимодействии с высокодисперсным 
серебром. Показано, что наночастицы серебра способны к интернализации корнями и листьями 
растений, а затем к перемещению по всему растительному организму по апопластному и симпла-
стическому путям. Попадая в организм растения, наночастицы серебра вызывают каскад внутри-
клеточных реакций. В зависимости от условий воздействия наночастиц, они могут приводить как 
к усилению роста растений и активизации в них процессов специфической и неспецифической 
защиты, так и к негативным последствиям, таким как угнетение развития. Показаны ключевые 
факторы, определяющие направленность и  интенсивность воздействия наночастиц серебра на 
высшие растения, такие как доза и путь поступления наночастиц, а также их физико-химические 
параметры, включая размер наночастиц и природу поверхностного стабилизатора. Рассмотрены 
перспективные направления дальнейших исследований. 

Ключевые слова: активные формы кислорода, внекорневые обработки, нанопрайминг, наноча-
стицы серебра, про-/антиоксидантный баланс, протеомика, фитогормоны, фотосинтетический 
аппарат
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ВВЕДЕНИЕ 
Развитие технологий, которые позволяют 

создавать новые материалы, содержащие нано-
размерные частицы, является одной из наиболее 
перспективных и  быстроразвивающихся обла-
стей современной науки и  техники [1, 2]. Сре-
ди различных металлических наночастиц (НЧ) 
в  виду уникального набора присущих им физи-
ко-химических, оптических и  биологических 
свойств особое положение занимают НЧ сереб
ра [3, 4]. В  частности, для НЧ серебра харак-

Сокращения: АПГТМ – амфополикарбоксиглицинат таллового 
масла; АПО – аскорбат-пероксидаза; АФК – активные формы 
кислорода; ГР – глутатион-редуктаза; ГПО – глутатион-пе-
роксидаза; КАТ – каталаза; НЧ – наночастицы; ПВП  – по-
ливинилпирролидон; ПГМБ – полигексаметиленбигуанид; 
ПО  – пероксидаза; ПФО – полифенолоксидаза; СОД – супер-
оксиддисмутаза; ЦТАБ – цетилтриметиламмоний бромид; ζ-по-
тенциал – электрокинетический потенциал.

терны выраженные антимикробные свойства, 
включающие антибактериальную [5, 6], фунги-
цидную [7, 8] и  противовирусную активность 
[9, 10], а  также низкая токсичность в  отноше-
нии клеток млекопитающих [11]. Это позволило 
использовать препараты на основе НЧ серебра 
в  ветеринарии и  медицине в  качестве альтерна-
тивы традиционным антибиотикам в  терапии 
инфицированных бактериями ран и ожогов [12], 
а  также воспалительных оториноларингологи-
ческих [13], стоматологических [14], офтальмо-
логических [15], гинекологических [16] и других 
заболеваний. Кроме того, НЧ серебра массово 
применяются в качестве компонента косметиче-
ских препаратов [17], дезинфицирующих и мою-
щих средств [18], упаковочных материалов [19], 
антибактериальных покрытий медицинских из-
делий [5], фильтров для дезинфекции воды [20], 
микроэлектронных схем [21] и  других товаров 
массового потребления. 
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Сравнительно новой областью научных ис-
следований является изучение возможности 
применения НЧ серебра и  других благородных 
металлов в  растениеводстве в  качестве действу-
ющего вещества средств защиты растений [22] 
и стимуляторов роста [23, 24]. Работы, нацелен-
ные на изучение фундаментальных процессов, 
лежащих в основе взаимодействия НЧ благород-
ных металлов и высших растений, ведутся в Рос-
сии, например, в  Институте биохимии и  фи-
зиологии растений и  микроорганизмов РАН 
(г. Саратов) [25–27], Институте физиологии 
растений им. К.А. Тимирязева РАН (г. Москва) 
[28–30], а также за рубежом [31, 32]. В опублико-
ванных за последние два десятилетия исследова-
ниях было показано, что НЧ серебра обладают 
высокой активностью в  отношении фитопато-
генных бактерий [33] и грибов [34], что приводит 
к  существенному снижению инфекционной на-
грузки, оказываемой вредоносными микроорга-
низмами на растения [35, 36]. При этом важно 
отметить, что в отличие от большинства действу-
ющих веществ современных пестицидов, обла-
дающих внутри своего класса высокой биохи-
мической специфичностью путей воздействия 
и потому проявляющих свою активность в отно-
шении лишь узкого спектра фитопатогенов, НЧ 
серебра способны действовать по нескольким 
различным механизмам, и  потому могут быть 
эффективны в  отношении широкого спектра 
возбудителей болезней растений. Так, ионы се-
ребра (Ag+), выделяющиеся с поверхности НЧ, 
способны связываться с  азот- и  серосодержа-
щими мембранными белками клеток фитопа-
тогенов и  нарушать их работу [37], проникать 
в цитоплазму и взаимодействовать с внутрикле-
точными компонентами [38], вызывать измене-
ния в экспрессии генов [39], а также приводить 
к развитию окислительного стресса [40]. Кроме 
того, НЧ серебра обладают специфическими 
относительно ионов Ag+ механизмами антими-
кробного действия. Они связаны с  возможно-
стью ассоциации НЧ серебра с  клеточной мем-
браной, что приводит к нарушению ее структуры 
и  увеличению внутриклеточной концентрации 
бактерицидных Ag+ [41]. Исходя из этого оче-
видно, что важным преимуществом применения 
НЧ серебра в качестве средств защиты растений 
является низкий потенциал развития фитопа-
тогенными микроорганизмами резистентности 
к их действию [42]. 

Несмотря на то, что НЧ серебра достоверно 
не обладают цитотоксичностью в  отношении 
клеток млекопитающих в  концентрациях, до-
статочных для проявления ими антибактериаль-
ной и фунгицидной активности [11], результаты 
научных исследований, направленных на изуче-
ние физиологических последствий взаимодей-
ствия НЧ серебра и  высших растений, имеют 

весьма противоречивый характер. В  то время 
как широкий ряд работ описывает отрицатель-
ные последствия фитотоксического воздействия 
НЧ серебра на высшие растения [43, 44], дру-
гие работы, напротив, демонстрируют поло-
жительный ростостимулирующий эффект [45, 
46]. Исходя из этого, целью настоящего обзора 
является обобщение и  систематизация опубли-
кованных экспериментальных результатов, по-
лученных в ходе исследований физиологических 
процессов, происходящих на внутриклеточном 
и  морфологических уровнях, при действии НЧ 
серебра на высшие растения. Кроме того, были 
определены условия, при которых НЧ серебра 
могут способствовать улучшению роста и разви-
тия растений или же, напротив, проявлять фито-
токсическое действие. 

МЕХАНИЗМЫ ИНТЕРНАЛИЗАЦИИ 
И ТРАНСПОРТА НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА 

В  ОРГАНИЗМЕ РАСТЕНИЙ
В большинстве работ обсуждается два основ-

ных пути, по которым различные НЧ, в  том 
числе и  НЧ серебра, способны проникать в  ор-
ганизм растения, а  именно, через его подзем-
ную (корни) и  надземную части (листья) [31]. 
В  листья растений НЧ могут проникать через 
кутикулу и устьичные отверстия. Воскообразная 
гидрофобная кутикула имеет небольшие поляр-
ные поры размером около 2 нм, что позволяет 
частицам меньшего диаметра проникать в  тка-
ни растения непосредственно через кутикулу 
[47, 48]. Более крупные НЧ способны поступать 
в листья через устьичные отверстия, размер ко-
торых для различных видов растений варьиру-
ет от нескольких до десятков микрометров [49]. 
В  работе [50] при изучении генетически моди-
фицированных растений Arabidopsis thaliana 
с  различной чувствительностью к  регуляции 
закрытия устьиц при воздействии абсцизовой 
кислоты (АБК) методами электронной микро-
скопии в  комбинации с  энергодисперсионной 
рентгеновской спектроскопией было показано, 
что именно путь проникновения через устьи-
ца является ключевым при внекорневых обра-
ботках дисперсиями НЧ серебра. 

О механизмах проникновения НЧ металлов 
в  организм растения через корни известно зна-
чительно меньше. Предполагается, что срав-
нительно небольшие НЧ способны напрямую 
проходить через поры стенок корневых клеток, 
размер которых достигает 20 нм. Более крупные 
НЧ, вероятно, попадают в клетку за счет разру-
шения клеточных филаментов [51]. Остаются 
не до конца не выясненными и  пути преодоле-
ния наночастицами клеточной мембраны. По 
данному вопросу существуют различные гипо-
тезы, включающие проникновение НЧ через  
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аквапорины и ионные каналы, разрушение плаз-
малеммы и эндоцитоз [52]. Однако, известно, что 
ионные каналы способны функционировать ис-
ключительно в отношении определенных ионов, 
а каналы аквапоринов, хотя и не обладают высо-
кой специфичностью, как правило, их полость 
не превышает в  диаметре 1 нм [53]. Проникно-
вение НЧ в  цитоплазматическое пространство 
посредством разрушения мембраны также пред-
ставляется маловероятным в  виду вызываемого 
в  таком случае лизиса и  потери жизнеспособ-
ности клеток. Наиболее вероятным путем про-
никновения НЧ металлов в  цитоплазму клеток 
растений представляется эндоцитоз. Так, в  ра-
боте [54] методами электронной и  конфокаль-
ной микроскопии впервые была продемонстри-
рована возможность эндоцитоза НЧ металла 
клетками растений. Было показано, что клетки 
пыльцевых трубок растений табака способны 
поглощать НЧ золота путем эндоцитоза при 
помощи транспортных везикул. В  другой рабо-
те была показана возможность эндоцитоза НЧ 
полистирола и CdSe/ZnS клетками растений бе-
лого клена [55]. Хотя прямые свидетельства реа-
лизации описанных механизмов для НЧ серебра 
на данный момент отсутствуют, сама возмож-
ность их поглощения корнями растений была 
показана в  работе [44] методом отслеживания 
миграции стабильных изотопов 107Ag и  109Ag 
в тканях растений риса (Oryza sativa L.). Авторы 
исследования продемонстрировали, что после 
внесения в гидропонный раствор нитрата и НЧ 
серебра, происходит накопление металла в  тка-
нях корней, а затем и надземной части растений. 
При этом скорость накопления серебра в тканях 
растений при воздействии НЧ была значительно 
выше, чем в случае воздействия ионной формы, 
что однозначно указывает на возможность пря-
мого поглощения НЧ поверхностью корней. 

Поглощенные корнями или листьями НЧ 
серебра могут затем мигрировать в другие части 
растения по апопластному и  симпластическо-
му путям. Апопласт – внеклеточная структура 
высших растений, состоящая из клеточных сте-
нок и межклетников, по которой за счет капил-
лярных сил осуществляется транспорт воды 
и растворенных в ней веществ. О возможности 
переноса НЧ серебра по апопластному пути 
свидетельствует их накопление в срединной пла-
стинке [56]. Несмотря на то, что большая часть 
НЧ серебра, вероятно, задерживается на клеточ-
ной стенке, некоторые НЧ способны проникать 
в  цитоплазму растений и  затем переноситься 
между клетками по симпластическому пути че-
рез цитоплазматические мостики – плазмодес-
мы [57]. Затем, перемещаясь от клетки к клетке 
по симпластическому пути, НЧ серебра способ-
ны проникать в  проводящие пучки (основные 
элементы транспортной системы сосудистых 

растений) и  переноситься по всему организму 
растения [58].

В последние десятилетия был проведен ряд 
исследований по изучению кинетики поглоще-
ния растениями НЧ серебра. Было установлено, 
что скорость поглощения НЧ серебра корнями 
растений линейно зависит от времени воздей-
ствия и  концентрации НЧ в  питательной среде 
[59], а  общее количество поглощенного рас-
тениями серебра может быть рассчитано как 
сумма поглощенных НЧ и ионов серебра, выде-
ляющихся с  их поверхности в  ходе окислитель-
ного растворения [60]. Кроме того, на кинетику 
поглощения наносеребра растениями важное 
влияние оказывают коллоидно-химические па-
раметры НЧ. Так, в  работах [61, 62] было пока-
зано, что НЧ серебра меньших размеров лучше 
аккумулируются в  тканях растений при гидро-
понном пути поступления. Другим параметром 
НЧ серебра, влияющим на скорость их поглоще-
ния корнями растений, является знак и величи-
на электрокинетического потенциала (ζ-потен-
циал), создаваемого вблизи поверхности НЧ 
слоем молекул стабилизаторов, используемых 
для поддержания коллоидной стабильности НЧ. 
Поскольку поверхность корня растений несет 
отрицательный заряд, положительно заряжен-
ные НЧ серебра имеют к  ней лучшую адгезию, 
что в результате приводит к более быстрому на-
коплению НЧ [63, 64]. 

Для оценки количества НЧ серебра, перено-
симых из корневой в надземную часть растений 
используют фактор элонгации, рассчитываемый 
как отношение количества серебра, детектиру-
емого в  стебле или листьях растения, к  количе-
ству серебра, обнаруженного в  его корнях [31]. 
Известно, что данный фактор также зависит от 
физико-химических параметров НЧ серебра, та-
ких как размер (увеличивается с  уменьшением 
размера НЧ) [65, 66] и  тип используемого ста-
билизатора [67, 68], и для большинства высших 
растений не превышает 5% [31].

Помимо физико-химических свойств НЧ на 
скорость интернализации наносеребра корня-
ми растений также, очевидно, оказывают влия-
ние видовые особенности растений. В качестве 
примера можно привести две работы, в которых 
методом масс-спектрометрии с  индуктивно-
связанной плазмой исследовалась скорость на-
копления НЧ серебра в проростках пшеницы [59] 
и риса [69]. Испытания в них проводили в гидро-
понной среде со схожим минеральным составом, 
а также схожими характеристиками НЧ серебра 
(стабилизатор – поливинилпирролидон (ПВП), 
размер частиц 15 нм [59] и  12.2  ±  3.8 нм [69]). 
Было обнаружено, что даже с  учетом использо-
вания меньшей концентрации НЧ серебра (2.0 
и 1.0 мг/л серебра, соответственно) в гидропон-
ном растворе, скорость накопления НЧ серебра 

http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-3040.2004.01295.x
https://doi.org/10.1021/acs.est.6b05998
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2016.11.009
https://doi.org/10.1021/es301977w
https://doi.org/10.1039/D1EN00870F
https://doi.org/10.1039/D1EN00870F
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в проростках пшеницы была ниже в 4.3 раза, чем 
в  проростках риса (8 и  34.4 мг/(кг⋅ч), соответ-
ственно) [59, 69]. Возможными значимыми мор-
фологическими факторами биодоступности НЧ 
серебра для растений могут являться площадь 
поверхности корня и количество его боковых от-
ростков. Говоря о пути поступления НЧ серебра 
через листья, такими факторами могут служить 
площадь листовой поверхности, размеры устьиц, 
толщина кутикулы и  т.д. Примечательно, что 
указанные параметры зависят от условий окру-
жающей среды и  стадии онтогенеза растений, 
что также приводит к  изменениям в  способно-
сти растений усваивать НЧ серебра. 

Таким образом, несмотря на некоторые про-
белы в  понимании конкретных механизмов, на 
сегодняшний день достоверно известно, что НЧ 
серебра способны достаточно эффективно про-
никать в организм растений через листья и кор-
ни, а затем перемещаться по всему растительному 
организму по апопластному и  симпластическо-
му путям. Важно отметить, что подавляющее 
большинство исследований, касающихся пути 
проникновения НЧ серебра в  организм расте-
ний через корни, было проведено в  модельных 
гидропонных условиях. Однако известно, что 
при попадании в почву НЧ и ионы серебра всту-
пают во множество химических реакций с  ее 
компонентами, иммобилизуются в  виде мало-
растворимых и химически инертных соединений 
(например, Ag2S), а также подвергаются химиче-
ским изменениям, связанными с биотическими 
и  абиотическими факторами, что многократно 
и  достоверно снижает их биодоступность [70, 
71]. Исходя из указанных предпосылок, можно 
с  уверенностью говорить о  весьма низкой кор-
реляции полученных в модельных гидропонных 
экспериментах данных с результатами реального 
поведения НЧ серебра и их биодоступности при 
выращивании растений в  условиях открытого 
и  закрытого грунта. Следует отметить, что по-
хожие выводы были получены нами при оценке 
релевантности экспериментальных данных по 
фитотоксичности меди, полученных в  модель-
ных колоночных экспериментах, в  отношении 
биодоступности металла в  реальных почвенно-
климатических условиях [72, 73].

ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА 
НА РОСТОВЫЕ ПРОЦЕССЫ ВЫСШИХ 

РАСТЕНИЙ
Наиболее часто оцениваемыми показате-

лями ростовых процессов при определении 
направленности и  интенсивности воздействия 
различных факторов при выращивании расте-
ний являются процент всхожести семян, длина 
корня и стебля, общая и сухая биомасса корней, 
стеблей и листьев и др. Кроме того, при оценке 

влияния факторов внешней среды на продуктив-
ность сельскохозяйственных растений, часто ис-
пользуют интегральные показатели урожайно-
сти, например массу зерна на единицу площади 
или среднее количество плодов. В табл. 1, 2 и 3 
обобщены экспериментальные данные, полу-
ченные в  работах последних десятилетий, кото-
рые отражают изменения указанных параметров 
растений при воздействии на них НЧ серебра [36, 
44, 46, 56, 57, 62, 63, 74–125]. Из представленных 
данных видно, что НЧ серебра способны оказы-
вать как положительное (табл. 1), так и отрица-
тельное (табл. 2) влияние на морфометрические 
показатели высших растений в  зависимости от 
вида растения, условий эксперимента, таких как 
концентрация и способ применения НЧ серебра, 
а также физико-химический параметров НЧ, та-
ких как размер и поверхностный стабилизатор. 

Так, рядом исследователей были получе-
ны результаты, демонстрирующие что в низких 
концентрациях НЧ серебра благоприятно влия-
ют на рост и развитие растений, а при увеличе-
нии их концентрации оказываемое положитель-
ное влияние сменяется на угнетающее (табл. 3). 
Например, при изучении влияния НЧ серебра на 
морфометрические параметры растений фасоли 
и  кукурузы было обнаружено, что полив моло-
дых проростков дисперсиями НЧ серебра в кон-
центрациях 20–60 мг/л приводил к увеличению 
длины их стеблей и корней, площади поверхно-
сти листьев, а также общей и сухой биомассы, но 
внесение дисперсий с  НЧ серебра в  более вы-
соких концентрациях (80–100 мг/л), напротив, 
вело к  снижению этих показателей относитель-
но контрольного варианта [123]. Отметим, что 
аналогичный дозозависимый эффект также на-
блюдался при взаимодействии высших растений 
с НЧ других металлов и их оксидов [126]. 

Другими факторами, определяющими влия-
ние НЧ серебра на растения, являются физи-
ко-химические характеристики НЧ, такие как 
диаметр и  тип химического стабилизатора по-
верхности. Так, в  работе [57] исследовалось 
влияние воздействия НЧ серебра различного 
размера (20, 40 и  80 нм), стабилизированных 
цитратом, на растения арабидопсиса в условиях 
гидропонного эксперимента. Воздействие НЧ 
серебра приводило к  закономерному дозозави-
симому снижению длины корней исследуемых 
растений, которое также коррелировало с  раз-
мером НЧ и  приобретало более выраженный 
характер при его уменьшении. В  другой работе 
[63] исследовалось влияние НЧ серебра, функ-
ционализированных тремя различными поверх-
ностными стабилизаторами, на растения реп-
чатого лука. Было обнаружено, что НЧ серебра, 
стабилизированные положительно заряженны-
ми молекулами ПВП, и, особенно, цетилтри-
метиламмония бромида (ЦТАБ), оказывают
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более выраженное токсическое действие, чем 
НЧ серебра, стабилизированные отрицатель-
но заряженными цитрат-анионами, что выра-
жалось в  снижении длины и  биомассы корней 
исследуемых растений. Авторами исследований 
[57, 63] было установлено, что наблюдаемые эф-
фекты тесно связаны с кинетическими фактора-
ми поглощения НЧ серебра тканями растений, 
подробно описанными в  предыдущем разделе. 
Так, воздействие НЧ серебра меньших разме-
ров и стабилизированных ПАВ катионного типа 
приводило к ускоренному поглощению НЧ кор-
нями растений, что и  обуславливало бóльшую 
фитотоксичность таких НЧ. 

Помимо вышеуказанных факторов, влияю-
щих на характер изменения показателей роста 
и  развития растений при их взаимодействии 
с  НЧ серебра, нами было обнаружено, что 
ключевую роль в  этом вопросе играет способ 
воздействия НЧ серебра. Так, в  большинстве 
рассмотренных работ, в  которых экспозиция 
наносеребром осуществлялась через корень 
(введение НЧ серебра в питательную среду или 
почву при выращивании растений), наблюда-
ли снижение морфометрических показателей 
(отрицательное влияние НЧ серебра наблюда-
лось в 18 работах, положительное – в 10 работах, 
смешанное или отсутствие влияния – в  6 рабо-
тах). В  то же время воздействие НЧ на надзем-
ную часть растений (опрыскивания), напротив, 
чаще приводило к  положительным эффектам 
(отрицательное влияние НЧ серебра наблю-
дали в  1  работе, положительное – в  9 работах, 
смешанное или отсутствие влияния – в  3 рабо-
тах). Примечательно, что единственная работа, 
в  которой наблюдали негативное влияние НЧ 
серебра при внекорневой обработке растений, 
как раз была посвящена исследованию влияния 
пути поступления НЧ серебра на скорость их 
накопления в  тканях и  оказываемый фитоток-
сический эффект [110]. Авторы исследования 
показали, что, несмотря на то что скорость на-
копления НЧ серебра в  надземных частях рас-
тения при листовых обработках растений риса 
и сои в 17–200 раз превышала скорость накопле-
ния НЧ при поливе растений дисперсиями на-
носеребра, токсичность НЧ серебра оставалась 
значительно более низкой именно при листовых 
обработках. Вероятно, наблюдаемый эффект 
связан с  различной чувствительностью тканей 
корней и  надземных частей растения к  дей-
ствию НЧ серебра, однако, данный вопрос тре-
бует проведения дополнительных исследований. 
Другим предпочтительным способом обработок 
растений НЧ серебра является замачивание се-
мян в  разбавленных водных коллоидных дис-
персиях НЧ (нанопрайминг). Среди рассмот-
ренных в данном обзоре исследований (табл. 1, 2 
и 3) предварительный прайминг семян растений 

НЧ серебра в 7 случаях приводил к увеличению 
морфометрических показателей, в  4 случаях – 
к их снижению, а в 6 случаях оказывал смешан-
ное или разнонаправленное действие. Отметим, 
что в ряде работ было продемонстрировано, что 
прайминг семян коллоидными дисперсиями НЧ 
золота приводит к  значительному увеличению 
морфометрических показателей растений, ин-
тенсификации процесса фотосинтеза, а  также 
повышению устойчивости растений к действию 
неблагоприятных температур [30, 127].

Из представленных в  табл. 1, 2 и  3 данных 
также видно, что результаты исследований по-
следствий взаимодействия НЧ серебра зачастую 
различаются для различных видов растений даже 
в  схожих условиях эксперимента. По-видимо-
му, это связано с различиями в проницаемости 
корней и  стеблей и, следовательно, в  кинетике 
накопления серебра в тканях, а также в способ-
ности различных видов растений эффектив-
но адаптироваться к  стрессовым воздействиям. 
Важно отметить, что многие из рассмотренных 
работ, в  которых наблюдались негативные эф-
фекты при воздействии НЧ серебра при их по-
ступлении через корни, проводились в  беспоч-
венных модельных условиях, что значительно 
усиливает негативные эффекты, оказываемые 
НЧ серебра. Так, в  работе [112] было показано, 
что для достижения схожих негативных эффек-
тов роста растений вигны лучистой и сорго двух-
цветного при выращивании в  почве требуется 
концентрация НЧ серебра на два порядка пре-
вышающая концентрацию НЧ в  случае выра-
щивания растений на твердых питательных сре-
дах, что связано с иммобилизацией НЧ серебра 
компонентами почвы, протеканием химических 
реакций между ними и, в результате, значитель-
ного снижения биологической активности НЧ 
[70, 71]. 

ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА  
НА ПРО-/АНТИОКСИДАНТНЫЙ БАЛАНС

Наиболее хорошо изученным следствием 
взаимодействия НЧ серебра с  растениями яв-
ляется генерация в  их клетках избыточного ко-
личества молекул активных форм кислорода 
(АФК), являющихся естественными побочными 
продуктами клеточного окислительного мета-
болизма. К  наиболее биологически значимым 
АФК относят свободные радикалы (синглетный 
кислород  1O2, супероксидный анион-радикал 
O2

×–, гидроксил HO×, гидроксипероксил HO2× 
и  др.), а  также некоторые молекулы, напри-
мер, пероксид водорода H2O2 [128]. Известно, 
что повышение концентрации АФК при вза-
имодействии биологических клеток с  НЧ или 
ионами серебра происходит по нескольким ме-
ханизмам, включая нарушения в  дыхательной 

https://doi.org/10.1021/acs.est.6b01180
https://doi.org/10.2136/vzj2015.01.0007
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функции клеток за счет связывания ионов сере-
бра с  тиол-содержащими группами ферментов 
электронно-транспортной цепи [129, 130], из-
менение активности ферментов, участвующих 
в  неспецифической или адаптивной защитной 
реакции, ингибирования работы ферментов, 
участвующих в  утилизации АФК [131], а  также 
катализ ионами серебра реакций переноса элек-
тронов, подобных реакции Фентона [132]. 

В работе [102] воздействие НЧ серебра на 
проростки риса при их введении в гидропонный 
раствор в концентрации от 0 до 1 мг/л приводи-
ло к  дозозависимому увеличению содержания 
H2O2 в корнях и листьях растений. Схожие дан-
ные по дозозависимому увеличению концентра-
ции АФК при воздействии НЧ серебра были по-
лучены на водных растениях рясок Lemna gibba 
[101] и  L. polyrhiza [133]. В  ранее упомянутой 
работе [63] исследовалось влияние НЧ серебра 
с  тремя различными поверхностными стаби-
лизаторами на растения репчатого лука в  гид-
ропонных условиях. Было показано, что содер-
жание АФК в  клетках корней репчатого лука 
зависит не только от концентрации НЧ серебра, 
но и от природы стабилизирующего агента. Так, 
наибольший прирост в концентрации АФК был 
получен для НЧ серебра, стабилизированных 
ЦТАБ и ПВП, а эффект от НЧ, стабилизирован-
ных цитратом, оказался наименьшим. 

Долгое время АФК рассматривались в основ-
ном как побочный и вредный продукт клеточно-
го метаболизма, однако, в последние 20 лет было 
обнаружено, что АФК также являются важными 
сигнальными молекулами в  организме расте-
ний [134]. Вызывая окислительные посттранс-
ляционные модификации сенсорных белков 
и окисляя клеточные метаболиты, АФК влияют 
на широкий спектр белков-эффекторов, регу-
лируя многие жизненно важные функции рас-
тения [135]. АФК являются хорошо описанны-
ми вторичными мессенджерами при адаптации 
растений к  стрессовым воздействиям окружа-
ющей среды, таким как повышенная или по-
ниженная температура, засуха, УФ-облучение, 
воздействие избыточного количества соли и др. 
[136–138]. Ряд исследований демонстрирует по-
ложительное влияние НЧ серебра на показатели 
роста растений в  условиях воздействия различ-
ных факторов абиотического стресса, таких как 
недостаточное или избыточное количество воды, 
высокие и низкие температуры и засоление поч-
вы [139, 140]. Вероятно, это связано в том числе 
с  присутствием некоторого избыточного коли-
чества АФК в организме растений, подвергших-
ся воздействию НЧ Ag и активизации каскадов 
соответствующих адаптационных реакций. АФК 
также вовлечены во многие регуляторные пути 
онтогенеза растений. Хорошо изученными про-
цессами, связанными с важной ролью апопласт-

ных АФК, являются образование пыльцевых 
трубок [141–143], рост корневых волосков [144], 
бобово-ризобиальный симбиоз [145] и  многие 
другие. 

Также хорошо известна роль АФК в  защите 
растений от стрессов биогенной природы. Наи-
более ранней реакцией растения на воздействие 
фитопатогенов является окислительный взрыв – 
процесс образования большого количества АФК 
с  вовлечением пероксидаз клеточной стенки, 
в  результате которого происходит гибель кле-
ток патогена и  части клеток растения-хозяина, 
а также формирование некротических участков 
с  механическими барьерами, препятствующи-
ми дальнейшему распространению патогена по 
тканям растения [146, 147]. Кроме того, АФК 
способствуют устойчивости к  биотическому 
стрессу растений за счет активации продуциро-
вания фитоалексинов [148], снижения прони-
цаемости кутикулы [149] и развития системной 
приобретенной устойчивости [150]. 

Однако, повышенное содержание АФК 
в  клетках растений, возникающее в  результате 
воздействия стрессов биогенной и  абиогенной 
природы, приводит к  интенсификации пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ), поврежде-
нию нуклеиновых кислот, нарушению работы 
ферментов и, в  конечном итоге, клеточной ги-
бели [151]. Так, интенсификация ПОЛ наблюда-
лась при гидропонном воздействии НЧ серебра 
на модельные растения A. thaliana [152], а также 
растения риса [102] и маша [109]. В упомянутой 
ранее работе [63] при воздействии на растения 
репчатого лука НЧ серебра, стабилизированных 
ЦТАБ, ПВП и  цитратом было обнаружено, что 
высокие концентрации (более 50 мкМ) НЧ се-
ребра вызывают повреждения ДНК, при этом 
степень повреждения коррелирует с  концентра-
цией АФК. 

Направление воздействия АФК в  орга-
низме растения определяется хрупким окис-
лительно-восстановительным равновесием 
между производством молекул АФК и  их ути-
лизацией за счет действия антиокислительной 
системы, состоящей из ферментных и  нефер-
ментных антиоксидантов [153]. К  ферментным 
антиоксидантам относятся супероксиддисмута-
за (СОД), каталаза (КАТ), глутатион-редуктаза 
(ГР), аскорбат-пероксидаза (АПО) и  др. [154]. 
В  большинстве исследований, посвященных 
влиянию НЧ серебра на растения, отмечается 
изменение активности указанных антиокси-
дантных ферментов (табл. 4). Так, в работе [155] 
было показано, что при введении НЧ серебра 
в МС-среду при выращивании растений табака, 
в  их ростках наблюдается повышение активно-
сти СОД, которое коррелирует со снижением 
окислительного стресса. В работе [156] в схожих 
условиях было изучено воздействие ионов и НЧ 
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серебра с  точки зрения накопления серебра, 
производства АФК и  реакции на окислитель-
ный стресс системы антиоксидантной защиты 
растений картофеля (Solanum tuberosum L.). Ав-
торы обнаружили, что при повышении кон-
центрации серебра в питательной среде от 0 до 
10 мг/л происходит постепенное увеличение со-
держания серебра в тканях растения, что сопро-
вождается ростом концентрации АФК, а  также 
активности ферментов СОД, КАТ, ГР и  АПО. 
Однако, при дальнейшем повышении концен-
трации серебра в  питательной среде до 20 мг/л 
происходило резкое увеличение концентрации 
АФК в  тканях растения, которое сопровожда-
лось снижением активности указанных анти-
окислительных ферментов, что свидетельству-
ет о  серьезном повреждении антиоксидантной 
системы. В  нашем исследовании внекорневые 
обработки дисперсиями НЧ серебра, стабили-
зированных гидрохлоридом полигексаметилен-
бигуанида (ПГМБ) в  концентрации 330 мкг/л, 
приводили к увеличению активности ферментов 
пероксидазы (ПО), КАТ и  полифенолоксидазы 
(ПФО) в листьях растений картофеля [36]. 

Таким образом, в  зависимости от концен-
трации, АФК могут играть в организме растения 
как роль сигнальной молекулы, активирующей 
каскады реакций свойственных нормальному 
метаболизму и  развитию растительного орга-
низма, так и быть опасным и даже губительным 
источником развития окислительного стресса. 
В  невысоких концентрациях АФК выступают 
факторами регуляции стрессовых реакций рас-
тений, что может благотворно сказываться на 
их развитии, особенно в  условиях наличия не-
гативных факторов внешней среды. В более вы-
соких же концентрациях, АФК вызывают окис-
лительный стресс и связанные с ним негативные 
процессы окисления внутриклеточных компо-
нентов. Вероятно, указанная разнонаправлен-
ность влияния АФК на растительный организм, 
в  зависимости от их концентрации и  является 
одной из основной причин, обуславливающей 
экстремальный характер концентрационной за-
висимости изменений морфометрических пара-
метров растений при их взаимодействии с нано-
серебром (табл. 3). 

ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА 
НА ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИЙ АППАРАТ

Другими часто исследуемыми параметрами, 
характеризующими общее состояние организма 
растения и его способность к росту и развитию 
в  условиях взаимодействия с  НЧ серебра, яв-
ляются содержание и  показатели флуоресцен-
ции хлорофилла. Выбор хлорофилла в качестве 
биологического маркера последствий взаимо-
действия НЧ серебра и  растений обусловлен 

ключевой ролью этого пигмента в  процессе 
фотосинтеза, протекание которого в  свою оче-
редь крайне чувствительно к  неблагоприятным 
условиям воздействия окружающей среды [157]. 
В  табл. 5 представлены результаты эксперимен-
тальных работ по исследованию изменений со-
держания и флуоресценции хлорофилла, а также 
других показателей, связанных с  работой фото-
синтетического аппарата высших растений при 
их взаимодействии с НЧ серебра.

В многочисленных исследованиях было по-
казано, что введение НЧ серебра в гидропонную 
среду или МС-среду в  концентрациях от 0.2 до 
300 мг/л при выращивании растений A. thaliana 
приводит к  снижению общего содержания 
и  флуоресценции хлорофилла [95–97]. Одна-
ко влияние НЧ серебра на содержание и актив-
ность хлорофилла в других высших растениях не 
так однозначно. В  работе [102] введение в  гид-
ропонную среду НЧ серебра размером ~20  нм 
в  концентрации до 1 мг/л приводило к  дозоза-
висимому снижению содержания хлорофилла 
в  проростках риса (Oryza sativa L.). Авторы ис-
следования связывают наблюдаемый эффект 
с избыточным ПОЛ мембран хлоропластов, что 
подтверждается увеличением концентрации пе-
роксида водорода в проростках при воздействии 
НЧ серебра. Аналогичные данные по дозозави-
симому снижению содержания хлорофилла при 
введении в  гидропонный раствор НЧ серебра 
были получены для растений капусты Brassica sp. 
[98]. Помимо снижения общего содержания хло-
рофилла, авторы также отмечают снижение по-
казателей его флуоресценции, таких как фотохи-
мическое тушение qP и отношение переменной 
и  максимальной флуоресценции , что свиде-
тельствует о снижении эффективности процесса 
фотосинтеза. Важно отметить, что общее сни-
жение содержания хлорофилла в работе [98] со-
ставило около 25%, в то время как в работе [102] 
оно составило ~50%, несмотря на значительно 
меньшую концентрацию используемых НЧ се-
ребра (1 и 325 мг/л, соответственно). Вероятно, 
причина наблюдаемых различий в  активности 
НЧ серебра заключается в том, что в работе [102] 
использовались НЧ значительно меньшего раз-
мера, чем в работе [98] (20 и 47 нм, соответствен-
но). Другим возможным объяснением может 
служить различие в  чувствительности растений 
риса и капусты к действию НЧ серебра. В работе 
[94] воздействие на растения пшеницы НЧ се-
ребра размером 2–10 нм, покрытых хитозаном, 
оказывало положительное влияние на содержа-
ние хлорофилла в  тканях растений. В  другом 
исследовании изучалось влияние ионов и  НЧ 
серебра, размером 20–30  нм стабилизирован-
ных экстрактом дрожжей (в концентрациях до 
100  мг/л), при выращивании растений пшени-
цы и  подсолнечника [158]. Было показано, что 

https://doi.org/10.1046/j.0028-646X.2001.00289.x
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.07.061
https://doi.org/10.3389%2Ffpls.2017.01501
https://doi.org/10.3389%2Ffpls.2017.01501
http://dx.doi.org/10.1016/j.chemosphere.2014.03.056
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2022.11.159
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воздействие ионов серебра приводит к  умень-
шению интенсивности флуоресценции хлоро-
филла и показателя в тканях исследуемых видов, 
а  воздействие НЧ серебра практически не ока-
зывает негативного влияния на эти параметры. 
Более того, на некоторых фазах развития рас-
тений подсолнечника при воздействии НЧ се-
ребра наблюдалось увеличение эффективности 
фотохимических реакций, отражаемое в  увели-
чении значений показателя . Наконец, в работе 
[123] исследовалось влияние НЧ серебра диа-
метром 20 ± 10 нм на растения фасоли (Phaseolus 
vulgaris L.) и кукурузы (Zea mays L.) при введении 
НЧ в почву в концентрациях 0–100 мг/кг. Было 
показано, что зависимость содержания хлоро-
филла от концентрации серебра в  почве имела 
экстремальный характер и проходила через мак-
симум при содержании НЧ серебра в диапазоне 
20–60 мг/кг для обоих видов растений. Таким 
образом, в  результате анализа литературных 
данных можно сделать вывод о том, что направ-
ление и уровень влияния НЧ серебра на процес-
сы фотосинтеза, выражаемое в виде изменения 
содержания и  параметров флуоресценции хло-
рофилла, зависит от ряда факторов, таких как 
вид растения, концентрация, размеры и  другие 
физико-химические свойства НЧ, а также усло-
вий проведения эксперимента. 

ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА  
НА РЕГУЛЯЦИЮ БЕЛКОВ 

И ГОРМОНАЛЬНУЮ СИСТЕМУ
Важной вехой в  понимании молекулярных 

механизмов взаимодействия НЧ серебра и  рас-
тений стало привлечение протеомных иссле-
дований, связанных с  количественным анали-
зом изменений регуляции клеточных белков. 
Исследования протеомного ответа растений 
на воздействия НЧ серебра были впервые при-
менены Vannini с соавт. [114], которые методом 
двумерного электрофореза изучали протеомный 
ответ растений рукколы (Eruca sativa Mill.) по-
сле 4-часовой обработки их семян водной дис-
персией НЧ серебра, стабилизированных ПВП 
в  концентрации 10 мг/л. Затем аналогичные 
исследования были проведены тем же коллек-
тивом авторов на растениях пшеницы (Triticum 
aestivum  L.) [107]. В  результате проведения про-
теомного анализа авторами было установлено 
несколько путей воздействия НЧ серебра на 
клетки высших растений. Так, обнаружено, что 
НЧ серебра оказывают существенное влияние на 
первичный клеточный метаболизм, связанный 
с  основными жизненно важными клеточными 
процессами, такими как дыхание, фотосинтез, 
синтез нуклеиновых кислот, белков и  липидов. 
В  тканях растений пшеницы существенно воз-
растало содержание ферментов, участвующих 

в энергетическом обмене, таких как альфа-ами-
лаза (участвует в  гидролизе крахмала и  других 
полисахаридов), фруктозобисфосфат-(фрукто-
зодифосфат)-альдолазы (катализирует реакцию 
расщепления фруктозо-дифосфата) и  аконита-
зы (катализирует реакцию изомеризации цит-
рата в цикле Кребса).

Увеличение содержания ферментов, участ-
вующих в  энергетическом обмене, приводит 
к выделению большего количества энергии, ко-
торая необходима для обеспечения окислитель-
но-восстановительного гомеостаза в  клетках 
растений в ответ на стрессовое воздействие ока-
зываемое НЧ серебра [107, 114]. Такая актива-
ция энергетического обмена в  тканях растения 
может способствовать ускорению многих кле-
точных процессов синтеза различных веществ 
и  в  результате оказывать ростостимулирующий 
эффект. Однако, слишком большие энергетиче-
ские затраты на обеспечение защитных реакций, 
напротив, могут приводить к замедлению роста. 
В  таком случае можно предположить, что отно-
сительно небольшое ускорение энергообменных 
реакций, реализуемое в  присутствии сравни-
тельно малых концентраций НЧ серебра, может 
приводить к  активации дыхания, фотосинте-
за и  синтеза различных клеточных компонен-
тов. Напротив, интенсивный метаболический 
ответ растения на воздействие более высоких 
концентраций НЧ серебра приведет к слишком 
большим энергетическим затратам на преодоле-
ние оказываемого стресса и, в итоге, замедлению 
развития и  роста. Авторы также отмечают сни-
жение регуляции белка HCF136, необходимого 
для биогенеза фотосистемы, что хорошо корре-
лирует с ранее описанными данными по сниже-
нию содержания и показателей флуоресценции 
хлорофилла в  различных видах растений при 
воздействии на них НЧ серебра. Вышеизложен-
ные процессы также хорошо согласуются, с опи-
санными ранее концентрационными зависимо-
стями между морфометрическими параметрами 
растений, а также содержанием хлорофилла в их 
тканях при воздействии НЧ серебра в  различ-
ных концентрациях, обнаруженными, напри-
мер, в исследовании [123] для растений фасоли 
и кукурузы. 

Кроме того, Vannini с  соавт. обнаружили 
существенные изменения в  регуляции белков, 
отвечающих за клеточную защиту растений от 
воздействий ионов металлов и  АФК [107, 114]. 
В  растениях пшеницы и  рукколы возрастало 
содержание ферментов, участвующих в  био-
синтезе серосодержащей аминокислоты цисте-
ина, которая способна хелатировать и  деакти-
вировать с  биологической точки зрения ионы 
и НЧ серебра [159], а также является составляю-
щей частью глутатиона, ключевого субстрата 
оксидаз, участвующих в  деактивации АФК. 

https://pdfprof.com/PDF_DocsV2/Documents/55985/14/3
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2014.05.002
https://doi.org/10.1021/es3001757
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Помимо этого, в растениях пшеницы отмечался 
рост содержания гликозилированных полипеп-
тидов, участвующих в  биосинтезе полисахари-
дов клеточной стенки, а  также некоторых хи-
тиназ и других связанных с патогенезом белков, 
вовлеченных в защиту растений от биотического 
стресса. Увеличение регуляции белков семейства 
DUF642, участвующих в  биосинтезе клеточной 
стенки, также наблюдалось при воздействии на 
арабидопсис НЧ золота [160]. Таким образом, по-
лученные данные позволяют утверждать, что под-
вергшиеся воздействию НЧ серебра растения ак-
тивируют каскады защитных реакций, нацеленных 
на снижение негативного воздействия НЧ серебра 
за счет ограничения их поглощения при утолще-
нии клеточной стенки и  связывания выделяющи-
еся ионов серебра внутри клетки или в апопласте 
клеточными экссудатами, а  также активизации 
системы поддержания окислительно-восстанови-
тельного гомеостаза. Однако повышенная регу-
ляция систем защиты от серебра приводит к ак-
тивизации и смежных систем защиты растения, 
в  том числе от факторов биогенной природы. 
Так, наблюдаемые изменения про-/антиокси-
дантного баланса и связанные с ним изменения 
продуцирования фитоалексинов и  регуляции 
толщины клеточной стенки будут способство-
вать развитию системной приобретенной устой-
чивости к  действию фитопатогенов у  растений, 
подвергшихся воздействию НЧ серебра, высту-
пающих, таким образом, в  роли своеобразного 
экзогенного элиситора [161]. 

Схожие результаты по протеомному опреде-
лению путей воздействия НЧ серебра на клет-
ки растений были получены при исследовании 
влияния введения НЧ серебра в МС-среду в кон-
центрации 100 мкМ при выращивании растений 
табака (Nicotiana tabacum L.) [155]. В  качестве 
маркеров ускорения первичного клеточного ме-
таболизма, авторами было отмечено увеличение 
регуляции белка CF1 (субъединицы АТФ-синта-
зы), бета-карбоангидразы (фермента, катализи-
рующего обратимое превращение HCO3- в СO2), 
а  также белков, связанных с  гликолизом, таких 
как альдолаза, триозофосфатизомераза, глице-
ральдегид-3-фосфатдегидрогеназа и  фосфогли-
цератмутаза. Как и в работах Vannini с соавт. [107, 
114], авторы исследования [155] также обнару-
жили увеличение активности некоторых белков, 
связанных с реакцией растений табака на стресс, 
например, шаперонина Hsp70, связанного с  за-
щитой от тяжелых металлов [147], а также неко-
торых связанных с  патогенезом белков, таких 
как фермент хитиназа, играющего важную роль 
в иммунном ответе растения на инвазию грибов. 
Кроме того, воздействие НЧ серебра на расте-
ния табака приводило к  изменению регуляции 
белков, связанных с  процессами трансляции 
и дальнейшей упаковкой белковых молекул. Так, 

воздействие НЧ серебра приводило к  увеличе-
нию регуляции РНК-связывающих белков и их 
прекурсоров, являющихся регуляторными фак-
торами, контролирующими посттранскрипци-
онный метаболизм РНК во время роста и  раз-
вития растений и при их реакции на стресс [162, 
163]. 

Среди белков, участвующих в  сворачива-
нии полипептидных звеньев, воздействие НЧ 
серебра приводило к  увеличению активности 
циклофилина и  некоторых других белков, ката-
лизирующих цис-транс изомеризацию – ключе-
вую стадию при сворачивании полипептидных 
фрагментов [164]. Также результаты протеомных 
исследований позволили установить наличие 
связи при воздействии НЧ серебра на растения 
с их гормональной системой. В работе [74] было 
показано, что при воздействии НЧ серебра на 
растения A. thaliana происходят изменения в ак-
тивности белков, связанных с  фитогормонами, 
такими как ауксин, АБК и  этилен, регулирую-
щими процессы роста и развития корней и сте-
блей растений, а также созревания плодов.

За последнее десятилетие появились работы, 
посвященные изучению молекулярных меха-
низмов влияния низких доз НЧ серебра (15 нм, 
2–5  мг/л) на развитие проростков сои в  стрес-
совых условиях вымокания (избыточной влаги) 
[165–167]. Известно, что вымокание оказывает 
весьма негативный эффект на развитие сои, осо-
бенно на начальных этапах и сопровождается ги-
поксией, дефицитом СО2, этилена и других сиг-
нальных соединений, что приводит к нарушению 
нормального метаболизма и накоплению в клет-
ках фитотоксичных метаболитов [168]. В  этих 
работах был продемонстрирован положитель-
ный эффект от воздействия НЧ серебра на рас-
тения, находящиеся в  условиях абиотического 
стресса. Изучение изменений транскриптомного 
и протеомного профилей показало, в частности, 
уменьшение активности глиоксалазы II, умень-
шение экспрессии генов алкогольдегидрогеназы 1 
и  пируватдекарбоксилазы 3, что может свиде-
тельствовать о  нивелировании эффекта гипок-
сии и уменьшении образования сопутствующих 
цитотоксичных метаболитов гликолиза (глиокса-
ля и др.). В целом изменения в протеомном про-
филе проростков сои под действием НЧ серебра 
касались белков, ответственных за адаптивный 
ответ на стресс, сигнальные функции и  клеточ-
ный метаболизм [165, 166]. Такие изменения 
являлись причиной метаболических сдвигов, ха-
рактерных для функционирования растительных 
клеток в  нормальных условиях, что приводило 
к  положительному эффекту на рост и  развитие 
растений сои в условиях стресса [167]. 

В середине 70-х годов прошлого века было 
надежно установлено [169], что в растительном 
организме к наиболее подверженным действию 

https://doi.org/10.3390/nano5020436
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2018.06.128
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2014.07.010
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серебра относятся физиологические процессы, 
регулируемые фитогормоном этиленом. В  на-
стоящем обзоре мы намеренно не касаемся этой 
темы, поскольку она давно и  детально прора-
ботана, однако не упомянуть об этом было бы 
неверно. Зачастую наблюдаемое биологическое 
действие ионов серебра в  низких и  средних до-
зах – это действие ингибитора отклика расте-
ния на этилен [170, 171]. Считается, что именно 
блокированием отклика рецепторов на действие 
этилена обусловлено, в  частности, замедление 
увядания срезанных цветов, обработанных со-
лями серебра. Разумеется, аналогичными пу-
тями воздействия будут обладать и НЧ серебра, 
генерация ионов Ag+ c поверхности которых ак-
тивно происходит в ходе окислительного раство-
рения НЧ, в том числе, и внутри растительного 
организма [56].

С другой стороны, наносеребро, как было 
показано ранее, стимулирует рост стебля, кор-
ня и листьев (табл. 1), ветвление корней, а также 
способствует раннему цветению, предотвращает 
опадание листьев и  увядание цветков. Наблю-
даются и многие другие эффекты, традиционно 
ассоциируемые с  ингибированием биосинтеза 
этилена или с  уменьшением чувствительности 
растений к нему, в частности стимуляция транс-
порта ауксинов, усиление продуцирования био-
генных полиаминов [172], что в  свою очередь 
ускоряет пролиферацию клеток. Как хорошо 
известно, причиной такого действия серебра яв-
ляется способность Ag+ вытеснять сходные по 
электронной структуре ионы Cu+ из локализо-
ванного на клеточной мембране рецептора эти-
лена ETR1 (Ethylene Receptor 1) [173]. Ионы меди 
и, в меньшей степени, ионы серебра способству-
ют связыванию этилена с клеточной мембраной. 
Тем не менее, ингибирование клеточного отве-
та на воздействие этилена позволяет заключить, 
что ионы серебра, даже способствуя связыванию 
этилена, нарушают нормальное функциони-
рование рецептора, не позволяя ему передать 
сигнал клетке [174]. На основе анализа взаимо-
действия ионов меди и  серебра с  различными 
рецепторами этилена и  их мутантными форма-
ми было показано, что рецепторы ETR1 с иона-
ми серебра вместо ионов меди действительно 
хуже связывают этилен, но основная причина 
блокирования клеточного ответа на этилен со-
стоит в  том, что ионы Ag+ более крупные, чем 
Cu+, поэтому блокируют изменение конформа-
ции рецептора, которое необходимо для даль-
нейшей передачи сигнала в клетку [175].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В обзоре проведен анализ опубликованных за 

последние два десятилетия экспериментальных 
работ, направленных на изучение физиологиче-

ских изменений в  организме высших растений 
при их взаимодействии с НЧ серебра. Было по-
казано, что при контакте с корнями или листья-
ми растений НЧ серебра способны проникать 
в их ткани, а затем мигрировать по всему расти-
тельному организму по апопластному и симпла-
стическому путям. При этом скорость поглоще-
ния НЧ серебра зависит от пути проникновения 
(через корень или через лист), морфометриче-
ских особенностей строения различных видов 
растений, физико-химических параметров НЧ, 
таких как средний диаметр и  природа химиче-
ского стабилизатора поверхности, а также усло-
вий окружающей среды.

Попадая в организм растения, НЧ вызывают 
внутриклеточные изменения в  их тканях, сре-
ди которых: изменения про-/антиоксидантного 
баланса (увеличение концентрации АФК и  из-
менение регуляции антиокислительных фер-
ментов); ускорение первичного клеточного ме-
таболизма (увеличение содержания ферментов, 
участвующих в энергетическом обмене, увеличе-
ние регуляции субъединиц АТФ-синтазы, а так-
же белков, связанных с гликолизом); активация 
механизмов специфической защиты от металлов 
(увеличение регуляции аминокислоты цистеи-
на, а  также белка шаперона Hsp70, способных 
к хелатированию тяжелых металлов), регуляция 
концентрации фитогормонов и  др. Описанные 
внутриклеточные изменения, в  зависимости от 
условий эксперимента, способны приводить как 
к  положительным, так и  отрицательным изме-
нениям ростовых параметров растений, а также 
параметров фотосинтеза. Кроме того, НЧ сере-
бра способны вызывать утолщение клеточной 
стенки, изменения в  регуляции хитиназ и  дру-
гих связанных с  патогенезом белков. Это, в  со-
вокупности с  описанными изменениями про-/
антиоксидантного баланса в  клетках растений, 
открывает перспективы для использования 
НЧ серебра в  качестве экзогенного элиситора, 
способствующего развитию системной приоб-
ретенной устойчивости растений к  факторам 
биотического стресса. 

В результате проведенного анализа сделан 
вывод о  том, что одним из ключевых факто-
ров, определяющих направленность и  величи-
ну влияния НЧ серебра на показатели высших 
растений является доза применяемых НЧ. Было 
показано, что наибольший положительный 
эффект удается достигнуть при определенной 
концентрации НЧ серебра, при этом ее умень-
шение может приводить к  ослаблению полу-
ченных эффектов, а  значительное увеличение 
и вовсе к негативному влиянию. Однако, такая 
оптимальная концентрация НЧ серебра может 
сильно, на 1–2 порядка, различаться в  зависи-
мости от других условий эксперимента. Важ-
ную роль играют природа НЧ серебра (размер 
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НЧ и  тип поверхностного стабилизатора), осо-
бенности строения различных видов растений 
и  условия окружающей среды. К  настоящему 
времени проведено недостаточное количество 
исследований по определению изолированного 
вклада указанных факторов условий экспери-
мента на физиологию растений. Также, важно 
отметить, что большинство работ по изучению 
взаимодействия высших растений с  НЧ сере-
бра проводились в беспочвенных условиях с ис-
пользованием молодых растений. Это наклады-
вает существенные ограничения на возможность 
переноса полученных экспериментальных дан-
ных на реальные полевые условия на взрослые 
растения, ввиду значительных химических из-
менений, происходящих с НЧ серебра в почвах, 
приводящих к  снижению их биологической ак-
тивности, а  также различной чувствительности 
растений к  стрессовым факторам внешней сре-
ды в зависимости от стадии их развития и усло-
вий выращивания. 

Кроме того, нами была впервые высказана 
гипотеза о ключевой роли пути воздействия НЧ 
серебра. Так, в представленной работе показано, 
что для обеспечения положительных эффектов, 
оказываемых НЧ серебра на рост и развитие рас-
тений, следует отдавать предпочтение листовым 
обработкам, которые, в сравнении с внесением 
НЧ в  почву или питательные среды, намного 
чаще приводят к  улучшению интегральных по-
казателей. Другим перспективным методом 
воздействия является нанопрайминг, представ-
ляющий собой замачивание семян растений 
в разбавленных водных дисперсиях НЧ серебра.

 Перспективными направлениями дальней-
ших исследований, с  нашей точки зрения, яв-
ляются изучение влияния и  роли приведенных 
выше изолированных факторов эксперимента 
на физиологические изменения, происходящие 
в  высших растениях на молекулярном, клеточ-
ном и морфологическом уровнях при их взаимо-
действии с НЧ серебра в лабораторных, а затем 
в  почвенно-климатических условиях, макси-
мально приближенным к  реальным. Другим 
возможным направлением могут стать иссле-
дования, нацеленные на углубление в  понима-
нии биохимических процессов, происходящих 
при действии НЧ серебра на высшие растения, 
в том числе, с привлечением мультиомных мето-
дов исследований. Кроме того, особый интерес 
представляют исследования свойств НЧ серебра, 
стабилизированных молекулами веществ, про-
являющих собственную биологическую актив-
ность и  способных, таким образом, дополнять 
и  усиливать ростостимулирующие и  фитопро-
текторные эффекты, оказываемые НЧ серебра 
на растения. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. Настоящая работа не содержит ка-

ких-либо исследований с участием людей и жи-
вотных в качестве объектов исследований.
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Вегетативное размножение обеспечивает возможность масштабирования ценного растительного 
материала в наиболее короткие сроки. Особую важность оно приобретает при разведении древес-
ных культур с сохранением ценных биологических и морфологических сортовых особенностей 
отдельных особей. Использование такого подхода позволяет быстро размножать особо ценные 
произрастающие в  парках и  лесах растения, в  то время как при семенном воспроизводстве не 
сохраняются их ценные наследственные признаки. В связи с этим создание и совершенствование 
надежных способов вегетативного размножения древесных видов не теряет своей актуальности. 
Как известно, вегетативное размножение деревьев достигается в ювенильной фазе развития, а не 
на стадии зрелости, что сильно ограничивает использование этого подхода. Такая ситуация может 
быть преодолена путем применения технологий, основанных на активном использовании рею-
венилизации – явлении, биологическая природа которого на сегодняшний день остается недо-
статочно изученной. Тем не менее, накоплен значительный исследовательский опыт инициации 
реювенилизации, т.е. проведения процедур искусственного возвращения взрослых растений 
или отдельных их частей в  юное состояние. В  настоящей статье приводится обзор технологий, 
позволяющих реализовать процесс переключения стратегии развития растения с фазы зрелости 
к ювенильному состоянию. К ним относятся культивирование меристем, химическая обработка 
растительного материала, сильная обрезка и хеджирование, использование корневых отпрысков 
и коппинг, инициация развития пазушных и эпикормических почек, прививка и микропрививка, 
повторное субкультивирование, а также соматический эмбриогенез. Для дальнейшего успешного 
развития этого направления требуется применение комплексного подхода, основанного на сово-
купности омиксных технологий и методов молекулярной генетики, молекулярной и клеточной 
биологии.

Ключевые слова: вегетативное размножение, древесные виды, искусственные методы, лес, реюве-
нилизация (омоложение)
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность искусственного лесоразведения 
и лесовосстановления

С древних времен деревья сопровождают 
жизнь человека и  являются возобновляемы-
ми источниками пищевых ресурсов, кормов, 

Сокращения: SAM  – апикальные меристемы побегов; OC  – 
организационный центр; IBA  – индол-3-масляная кислота; 
BA  – 6-бензиладенин; KN  – кинетин; CPPU  – N-(2-хлор-
4-пиридил)-N-фенилмочевина; 2ip  – 2-изопентениладенин; 
TDZ – тиадиазурон; Z – зеатин; AGP – водорастворимые ара-
биногалактановые белки.

топлива, волокон, строительного материала 
и  другого хозяйственно ценного сырья [1]. Об-
щепризнано, что деревья составляют неотъем-
лемую часть лесных сообществ. Леса же, в свою 
очередь, являются важнейшим ресурсом для 
достижения целей в  области устойчивого раз-
вития, разработанных в  2015 г. Генеральной 
ассамблеей ООН в  качестве “плана достиже-
ния лучшего и более устойчивого будущего для 
всех”, связанных с устойчивым производством 
и  потреблением, борьбой с  бедностью, про-
довольственной безопасностью, сохранением 
биоразнообразия и  изменениями климата [2]. 

ОБЗОРЫ
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При этом все возрастающие потребности че-
ловечества в  древесине и  продуктах ее перера-
ботки, а  также изменяющиеся климатические 
условия на планете привели к тому, что лесной 
покров Земли неуклонно, хотя и  с  тенденцией 
к  замедлению, но сокращается. Уменьшение 
площади лесов, угроза сохранению их биораз-
нообразия в  конечном итоге может привести 
к  снижению качества жизни людей. Поэтому 
все более актуальной становится потребность 
в  сохранении древесных экосистем, как с  точ-
ки зрения их экологической, так и эстетической 
ценности. Для поддержания лесного фонда 
широко используются традиционные подходы 
к  созданию, размножению и  улучшению план-
тационных и  других лесных культур. Однако 
такие методы ограничены несколькими прису-
щими им узкими местами, поскольку деревья, 
как правило, являются медленно растущими, 
долгоживущими, сексуально несовместимыми 
и  сильно гетерозиготными растениями. Из-за 
преобладания высокой гетерозиготности у этих 
видов в  популяциях сохраняется ряд рецессив-
ных вредных аллелей, что приводит к  высокой 
генетической нагрузке и депрессии инбридинга 
[1]. Традиционно восстановление большинства 
лесных древесных видов на специально отве-
денных площадях основано на их размноже-
нии семенами. Но семенные сады (плантации) 
имеют ограничения: не все родительские фор-
мы вносят свой вклад в семенной ассортимент, 
некоторые семена являются результатом само-
опыления, что приводит к  появлению слабого 
(некондиционного) потомства, пыльца низкого 
качества может попадать из-за пределов сада 
(плантации). Возможна также отрицательная 
корреляция между фертильностью и  вегетатив-
ным ростом [3]. В частности, что касается хвой-
ных, они часто хорошо цветут только с интерва-
лом в несколько лет, в нерегулярном цикле [4]. 
Как следствие, семенной материал, полученный 
из семенных садов (плантаций) в  результате 
контролируемого опыления, доступен не каж-
дый год и  часто только в  малых количествах. 
Это, в  свою очередь, ограничивает использо-
вание традиционных методов селекции, таких 
как самоопыление и  обратное скрещивание, 
и  затрудняет поддержание желаемых аллелей 
в  определенном генетическом фоне [5]. Тради-
ционная селекция довольно медленна и  низко-
продуктивна, и  ее нельзя эффективно исполь-
зовать для генетического улучшения деревьев. 
Чтобы обойти эти препятствия, на смену тра-
диционным методам пришло вегетативное 
клональное размножение. Оно более пригод-
но для отбора, сохранения и  восстановления 
доминантных, аддитивных и  эпистатических  
генетических эффектов перспективных геноти-
пов [1].

Вегетативное размножение
Вегетативное размножение, в  частности, 

микроразмножение древесных пород предла-
гает быстрые средства производства клональ-
ного посадочного материала для программ 
лесоразведения, производства древесной био-
массы и  сохранения элитного и  редкого мате-
риала в  виде зародышевой плазмы. Все более 
широко обсуждается идея плантационного кло-
нового лесоводства в сочетании с традиционны-
ми программами селекции для удовлетворения 
растущего спроса на древесину в течение следу-
ющих нескольких десятилетий [1, 6].

В настоящее время имеется много спосо-
бов вегетативного размножения. В  первую оче-
редь это традиционные хорошо себя зареко-
мендовавшие методы размножения с  помощью 
видоизмененных побегов (клубни, луковицы, 
корневища, усы-столоны), частями вегетатив-
ных органов (стебли, листья, корни) или путем 
прививки (копулировка  – черенками или оку-
лировка – почками). Однако такие способы ве-
гетативного размножения зачастую не дают воз-
можности получать многочисленное потомство 
от одного дерева или его части в  течение всего 
года, не гарантируют отсутствия вирусов в поса-
дочном материале и  сохранение характеристик 
родительского растения [7].

Очевидно, решить эту важную проблему 
можно лишь с помощью принципиально новых 
методов вегетативного клонального размноже-
ния, основанных на культивировании изоли-
рованных клеток, тканей и  органов растений 
в  стерильных условиях  – на искусственных пи-
тательных средах в  условиях in vitro [8]. Такие 
способы размножения дают возможность полу-
чать посадочный материал независимо от урожая 
семян и наиболее полно сохранять в потомстве 
хозяйственно-ценные признаки и  свойства ма-
теринского растения, фиксируя их генетиче-
ские преимущества и  позволяя произвести до-
статочное количество растительного материала 
[9]. Такое клонирование осуществляется in vitro 
с помощью прививки, укоренения черенков, ми-
кроразмножения, соматического эмбриогенеза, 
культуры верхушечных или пазушных почек, ор-
ганогенеза через культуру каллуса или индукцию 
адвентивных почек [10]. Эти методы эффектив-
ны при массовом клонировании лесных древес-
ных видов, в том числе хвойных пород, и многие 
их них могут привести к получению генетически 
улучшенного посадочного материала [11].

Основные методы клонального размножения 
были разработаны и апробированы на ювениль-
ном растительном материале (зиготных зароды-
шах, сеянцах, саженцах) [4]. Поэтому для кло-
нального размножения часто отбирают образцы, 
когда они еще слишком молоды для надлежащей 
оценки [12].
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Проблемы вегетативного (клонального) 
размножения

Использование для клонального размно-
жения материала от юных растений менее 
предпочтительно, чем применение для этих 
целей частей взрослых растений. Многие хо-
зяйственно ценные характеристики растений 
становятся очевидными только после поло-
вого созревания организма, когда деревья уже 
достигли зрелости [13–15]. Полный потенци-
ал генетического развития молодых растений 
менее известен, по сравнению с  взрослыми 
деревьями [10, 15]. С  практической точки зре-
ния более интересны деревья, которые доказа-
ли свои качественные характеристики, такие 
как показатели роста и устойчивость в течение 
длительного периода времени [16]. Такая оцен-
ка часто проводится в половине ротационного 
возраста [12]. Но отрицательным моментом 
такой расширенной оценки является то, что 
к  этому времени большинство особей утрати-
ли способность к вегетативному размножению. 
Более того, даже когда возможно вегетативное 
размножение отдельных взрослых особей, оно 
часто связано с  невозможностью или непра-
вильным корнеобразованием и  плагиотропиз-
мом [4, 17]. Так, у  хвойных очень низкий уро-
вень естественного укоренения – около 1–5%. 
Кроме того, у них очень сложно получить кор-
необразование даже в  случае применения сти-
муляторов роста [18].

Учитывая эти факты, нельзя ожидать макси-
мальной выгоды от клонального размножения, 
пока не будут найдены подходящие средства 
либо для клонирования старых деревьев, либо 
для определения в молодом возрасте того, каки-
ми будут деревья в конце их ротации [12].

Реювенилизация в решении проблемы 
вегетативного размножения лесных видов

Исходя из того, что вегетативное размно-
жение деревьев намного проще провести тогда, 
когда они находятся в  ювенильной фазе, чем 
в фазе зрелости [19], решение проблемы клони-
рования может осуществляться, как минимум, 
двумя способами. Первый  – это использова-
ние в  качестве эксплантов ювенильных тканей 
взрослых деревьев, поскольку ювенильность 
некоторых частей (и органов взрослых) деревьев 
может сохраняться в  течение длительного вре-
мени [20]. Такие ткани, обладающее более высо-
кой морфогенной способностью, расположены 
по всему организму растения [21]. Так, напри-
мер, ювенильные признаки могут сохраняться 
в  основании дерева (онтогенетически молодая 
ткань), тогда как созревание происходит на пе-
риферии растения в онтогенетически более ста-
рой, но молодой хронологически ткани [1]. Ми-
халевской и Шабашевой [22] также описан факт 

спонтанного развития побегов с  ювенильной 
структурой не только из спящих почек в  ниж-
ней части ствола дерева сосны канарской (Pinus 
canariensis C. Sm.), но и на побегах во всех частях 
кроны этого дерева, высота которого около 6 м. 
Такие побеги с ювенильными структурами впол-
не могут быть использованы для вегетативного 
размножения данного вида.

Вторая возможность решения проблемы 
клонирования взрослых деревьев – это стимуля-
ция переключения развития растения со стадии 
зрелости к  ювенильной стадии через омоложе-
ние и  возврат к  ювенильным характеристикам 
организма [23].

Ключевым моментом в  омоложении расте-
ний является обращение вспять стадии развития 
(органов и/или тканей) взрослых или старею-
щих растений, возвращение их хронологическо-
го возраста до статуса ювенильности и  восста-
новление потенциала развития молодых особей 
[20]. У растительных видов, в  том числе дере-
вьев, в  процессе их развития отмечены фазо-
вые изменения, которые приводят к  снижению 
способности к  вегетативному размножению, 
микроразмножению, а  также к  соматическо-
му эмбриогенезу. При этом, изменяя условия 
ex vitro и/или in vitro, в которых находится исход-
ный материал или эксплантат, зачастую можно 
добиться омоложения и  увеличения степени 
размножения [10].

Омоложение растений происходит за счет 
перепрограммирования клеток или регули-
рования факторов окружающей среды. Пере-
программирование клеток, с  одной стороны, 
потенциально достижимо путем стимуляции су-
ществующих эмбриональных стволовых клеток 
в  растениях, используемых для получения юве-
нильных растений. С другой стороны, в зависи-
мости от тотипотентности растительных клеток, 
дифференцированные клетки могут быть инду-
цированы сначала к  дедиференциации с  после-
дующей новой дифференциацией и, в конечном 
итоге, к  формированию растений-регенеран-
тов [24]. На репродуктивную жизнеспособность 
также влияют факторы окружающей среды, та-
кие как фотопериод, интенсивность света, тем-
пература и  доступность воды [25]. Обраще-
ние старения (возврат к  более ранним стадиям 
развития) может быть достигнуто с  помощью 
различных искусственных способов, которые 
продемонстрировали возможность стимулиро-
вать ювенилизацию у  зрелых (не ювенильных) 
растений, не поддающихся обычным (традици-
онным) методам вегетативного размножения 
(рис.  1) [20, 26]. Среди этих способов известна 
сильная обрезка (хеджирование); использова-
ние прикорневых (пневых) побегов и  коппинг 
эпикормальных побегов и  материала ювениль-
ных частей взрослых растений; использование  
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(выгонка) побегов из придаточных почек; при-
вивка взрослых черенков на молодые подвои; 
последовательная многократная прививка; об-
работка взрослых растений или их частей хи-
мическими веществами, регулирующими рост; 
удаление листьев со взрослых деревьев, что 
приводит к  элиминации ингибирования про-
цесса укоренения; использование различных 
методов размножения in vitro [27–30]. Методы in 
vitro включают в  себя культивирование выбран-
ных (тщательно отобранных) эксплантов, такие 
как культивирование меристем, повторное суб-
культивирование, микропрививка на ювениль-

ные укорененные побеги, образование адвен-
тивных почек в культуре органов, органогененез, 
соматический эмбриогенез и  перенос генов 
[1, 31]. Далее остановимся на ряде основных из 
перечисленных методов.

МЕТОДЫ РЕЮВЕНИЛИЗАЦИИ

1. Культивирование меристем. Использование 
ювенильных тканей взрослого растения

Известно, что в различных частях раститель-
ного организма всегда имеются определенные 
ткани и/или клетки (плюри- или тотипотент-

Рис. 1. Методы реювенилизации взрослого растительного материала.
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ные), которые в большей степени компетентны 
к  формированию нового вегетативного расте-
ния. У лиственных деревьев и  некоторых голо-
семенных такие ткани обнаруживаются в  при-
корневой зоне, а также в зонах близких к месту 
активного мейоза примерно в  то время, когда 
этот мейоз происходит [21]. Другим потенци-
ально активным участком является верхушка 
побега при условии удаления с  него значитель-
ной части или всех зачатков листвы или хвои 
[15]. Верхушки побегов содержат в своем составе 
области, отличающиеся большей морфогенети-
ческой компетентностью, чем окружающие [32]. 
Такие области, в основном, представлены мери-
стемами.

Меристемы часто функционируют как ав-
тономные ткани; они поддерживают специ-
фическую программу роста, независимую от 
факторов, возникающих где-либо внутри рас-
тения, или от внешних воздействий, т.е. они 
детерминированы [33]. Отдельные меристемы 
(ингибированные меристемы небольшого раз-
мера, которые обычно не образуют сосудистых 
соединений с  остальной частью дерева) могут 
быть источником ювенильной ткани [12]. Такие 
меристемы были обнаружены у  деревьев как 
голосеменных, так и  покрытосеменных видов 
[34].

Для целей омоложения часто используют-
ся апикальные меристемы побегов (SAM, shoot 
apical meristems), в  состав которых входят плю-
рипотентные стволовые клетки [21]. SAM пред-
ставляет собой три отдельных клеточных слоя 
[35]. Первый (L1) формирует эпидермальную 
ткань, второй (L2) образует основную (базаль-
ную) ткань, а  третий (L3)  – сосудистую ткань 
(рис. 1а). Все они находятся под контролем 
центрального организационного центра (OC, 
organizing center), который регулирует содержа-
ние небольшой популяции стволовых клеток, 
расположенных непосредственно над ним. Эти 
стволовые клетки имеют низкую скорость де-
ления и  являются поставщиками клеток в  пе-
риферийную зону, где они начинают делиться 
быстрее, инициируя развитие клеточных линии, 
которые образуют различные клеточные слои. 
Очевидно, что маленькие, изолированные части 
меристемы обладают сильной регенеративной 
способностью. Считается, что культивирование 
таких небольших участков SAM in vitro способ-
ствует как омоложению, так и  преодолению 
неспособности растений к  микроклональному 
размножению [21]. Большая работа по установ-
лению связи между использованием экспланта-
тов мельчайших меристем и процедурой омоло-
жения была проведена на кукурузе. Меристемы, 
взятые от зрелых растений кукурузы, давали 
начало молодому потомству, если меристема со-
держала зачатки одного-двух листьев, или листья 

зрелого типа, в случае наличия в зоне меристемы 
большего количества зачатков [32].

Что касается хвойных, то было проведено 
несколько экспериментов с  использованием 
изолированных меристем, которые позволи-
ли получить ювенильные растения из тканей 
побега зрелых особей. Так, из большого числа 
эксплантатов апексов побегов 100-летнего де-
рева Sequoiadendron giganteum с  прилежащими 
к  экспланту только одним или двумя зачатка-
ми (примордиями) хвои, один продуцировал 
нормальные растения, неотличимые от тех, ко-
торые обычно получают от сеянцев этого вида 
[36]. В аналогичном эксперименте с 3–7-летним 
Pinus radiata несколько меристематических ку-
полов с двумя или тремя примордиями хвои об-
разовывали побеги, которые были потенциаль-
но способны к укоренению [37].

Меристематическим материалом, имеющим 
потенциал для реювенилизации, могут быть 
ткани и  клетки, выделенные из генеративных 
органов взрослых растений [38]. Наибольшее 
распространение с  целью омоложения/размно-
жения получило использование незрелых пыль-
ников, что, возможно, связано с мейотическим 
процессом, проходящем в  зоне их формирова-
ния [21]. Адвентивные побеги формировались 
из диплоидной соматической ткани женских 
стробил Larix decidua, при этом только в течение 
короткого времени, ограниченного процессом 
мейоза [39]. Точно так же Wang с соавт. [40] ини-
циировали образование адвентивных побегов из 
срезов женских шишек Picea abies, собранных во 
время мейоза. Другие ткани цветков и соцветий, 
которые были использованы для регенерации 
растений, представляют собой неоплодотворен-
ные яйцеклетки и  нуцилусы (например, цит-
русовые [41]) и  семенные покровы (например, 
Hevea brasiliensis [42]).

Источником эксплантов с  хорошей мор-
фогенной активностью также может являться 
прокамбий, содержащий плюрипотентные со-
судистые стволовые клетки [6, 43]. Прокамбий 
дает начало перициклу, и эта ткань также заслу-
живает внимания как потенциальный источник 
плюрипотентных или тотипотентных клеток 
[44]. Другие ткани в  прокамбиальной области, 
которые обладают некоторым морфогенным по-
тенциалом, связаны со смоляными ходами, рас-
положенными в стеблях, хвое и зонах раневого 
повреждения хвойных [45]. Различные типы ор-
ганизованных структур возникали из смоляных 
каналов адвентивной хвои, полученной in vitro 
в  культуре побегов нескольких видов хвойных 
[46]. Эпителиальные клетки смоляных каналов 
являются в течение короткого периода времени 
сильно недифференцироваными по структуре, 
что, возможно, объясняет их морфогенный по-
тенциал [6].
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Говоря о  выборе тканей и/или клеток, наи-
более пригодных для использования в качестве 
эксплантов, следует обратить внимание также на 
молодые ткани корня [47].

2. Химическая или физическая обработка тканей 
и органов растений

2.1. Обработка стимуляторами роста  
растений

Обновлению растительных тканей и  полу-
чению омоложенных растений может способ-
ствовать обработка этих тканей химическими 
веществами, в  первую очередь растительными 
гормонами [20].

Хорошо известно, что изменения в эндоген-
ных и экзогенных уровнях растительных гормо-
нов являются условием реверсирования разви-
тия растений. Поскольку омоложение растений 
включает ремоделирование клеточной судьбы 
взрослых тканей, гормоны могут действовать 
при омоложении растений путем повторного 
перевода клеток на их эмбриональный и  мери-
стематический путь развития [20].

Для омоложения растительного матери-
ала используются такие регуляторы роста 
растений, как ауксины (NAA  – нафтил-ук-
сусная кислота; NOA  – нафтоксиуксусная кис-
лота; IAA  – индол-3-уксусная кислота; IBA  – 
индол-3-масляная кислота), цитокинины 
(BA – 6-бензиладенин; KN – кинетин; CPPU – 
N-(2-хлор-4-пиридил)-N-фенилмочевина; 2ip  – 
2-изопентениладенин; TDZ – тиадиазурон, Z – 
зеатин) [1].

Известно, что взаимодействие ауксина и ци-
токинина способствует регуляции образования 
каллуса и органогенеза в природе или в системе 
in vitro [48]. При этом и  процесс микроразмно-
жения взрослых растений может быть улучшен 
путем обработки взрослых деревьев цитокини-
нами, либо отдельно, либо в сочетании с аукси-
нами [10].

Применение бензиладенина в  культуре зре-
лой растительной ткани стимулирует рост бо-
ковых почек или образование адвентивных по-
бегов [28]. При этом сам процесс образования 
адвентивных побегов может рассматриваться 
как процесс омоложения, так как все адвентив-
ные побеги обладают ювенильными характе-
ристиками [49]. При клональном размножении 
хвойных растений цитокинины использовались 
для “омоложения” нескольких древесных пород: 
BA для взрослых деревьев Pseudotsuga menziesii, 
Pinus lambertiana, Larix decidua; BA и  TDZ для 
30-летних деревьев L. decidua; BA с  NAA для 
L. gmelinii; Z для Cedrus atlantica, C. libani, Picea 
abies; TDZ для Pinus pinea, Araucaria excelsa [18]. А 
поэтапно применяя BA и  NAA, удалось регене-

рировать целые растения из верхушечных побе-
гов Arachis hypogaea [50].

Предполагается, что гиббереллины также 
влияют на омоложение, поскольку гибберелло-
вая кислота (GA) является важным гормоном, 
участвующим в  созревании [51]. Путем опрыс-
кивания GA было достигнуто повторное появле-
ние ювенильных морфологических характери-
стик или улучшение укоренения ряда растений 
[12]. Так его применение (GA3) может вызвать 
превращение зрелых растений Hedera в  юве-
нильную форму [28]. Известно, что обработка 
гибберилином GA4 обеспечивает переключение 
с инициации стволовых клеток на клеточное де-
ление [52].

Этилен и абсцизовая кислота (АБК) играют 
роль в  омоложении растений, вызывая появле-
ние бокового корня [53]. При этом состояние 
покоя у  Theobroma cacao контролируется эндо-
генными уровнями AБК, а омоложение побегов 
контролируется эндогенными цитокининами 
[50]. Также известно, что абсцизовая кислота 
и замедлители роста могут стабилизировать зре-
лую форму растения [28].

2.2. Омоложение, связанное с действием стресса
Некоторые из вышеперечисленных веществ, 

помимо прочего, являются стрессовыми для 
растения агентами. При этом известно, что 
вызванный в  тканях растения стресс оказыва-
ет на них омолаживающее действие [54]. Сле-
довательно, стрессовое воздействие гормонов 
роста на клетки, в том числе, может объяснять 
омолаживающее действие этих веществ на рас-
тительные ткани. Этим же можно объяснить 
стимуляцию образования соматических эмбри-
онов (о соматическом эмбриогенезе как мето-
де реювенилизации речь пойдет ниже) на апи-
кальных ростках проростков моркови в течение 
1–3 недельного стрессового воздействия на 
них солями тяжелых металлов (кобальт, никель, 
цинк, кадмий) [55]. Аналогичный эффект на 
формирование соматических эмбрионов ока-
зывала обработка каллусной культуры Acacia 
catechu пролином – аминокислотой, связанной 
со стрессом [56].

Показано, что омоложения тканей, в  том 
числе и  инициации процесса соматического 
эмбриогененза, можно добиться при использо-
вании продуктов деградации клеточной стенки 
(водорастворимые арабиногалактановые белки 
(AGP) и связанным с патогенезом ферментом – 
хитиназой [57]. Например, бактериальные фак-
торы нодуляции способствуют эмбриогенезу 
в  суспензионной культуре моркови [58]. AGP, 
продуцируемые эмбриогенными культурами, 
часто вызывают эмбриогенез в  культурах, ко-
торые обычно не эмбриогенны, даже если эм-
бриогенные и  неэмбриогенные культуры при-



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 6          2024

	 ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЯВЛЕНИЯ РЕЮВЕНИЛИЗАЦИИ	 703

надлежат к разным видам [10]. Эти соединения 
действуют как антагонисты ауксина, хотя они 
также могут проявлять активность ауксина [57]. 
Хитиназа регулируется развитием интактных 
растений. В верхних листьях ее содержание ниже, 
чем в  нижних листьях и  корнях [59]. Хитиназы 
могут накапливаться in vitro в  ответ на различ-
ные виды стресса [60, 61]. Было установлено, что 
гликозилированная кислая эндохитиназа с  мо-
лекулярной массой 32 кДа играет важную роль 
в  правильном раннем развитии соматических 
зародышей [60]. Ее основной функцией, по-ви-
димому, является стимуляция нормального 
развития протодермы у  ранних эмбрионов, что 
является важным этапом в переходе от пре-гло-
булярных к глобулярным соматическим зароды-
шам [60]. Подобные механизмы перехода могут 
происходить во время эмбриогенеза и  у  хвой-
ных. В эмбриогенных культурах Picea abies были 
обнаружены два морфологически различных 
типа эмбрионов. Один из них (тип А) продуци-
рует нормальные зародыши и побеги легче, чем 
другой (тип В). Тип А в процессе культивирова-
ния выделяет во внешнюю среду внеклеточный 
белок, похожий на хитиназу. Когда на культуры 
типа В  воздействовали внеклеточными белка-
ми, выделенными клетками типа А, эмбрионы 
в  культурах типа В  перешли на более высокую 
стадию развития [62].

Помимо непосредственного стрессового воз-
действия химическими агентами на ткани взрос-
лых растений с целью их реювенилизации могут 
быть использованы и  различные физические 
методы. Примеры стресс-стимулирующего омо-
ложения включают повторное обрезание ветвей 
взрослых деревьев, коппинг, прививку, повтор-
ное укоренение черенков и другие [10].

3. Сильная обрезка и хеджирование
Хеджирование (hedging) (рис. 1в), т.е. регу-

лярная сильная обрезка части кроны или по-
бегов ветвей является эффективным методом 
омоложения и/или задержки созревания юве-
нильного материала [63, 64]. Отмечено, что жиз-
неспособность даже для стареющих трав и ряда 
однолетников можно восстановить путем обрез-
ки кончиков стеблей, чтобы снять верхушечное 
доминирование и, тем самым, способствовать 
перераспределению гормонов [20]. Для древес-
ных растений распределение питательных ве-
ществ также может быть изменено путем обрез-
ки, а  новые особи, формирующиеся из ветвей, 
отрастающих от места хеджирования, часто пре-
восходят исходные экземпляры с  точки зрения 
их роста и репродуктивной силы [65].

Так, методом хеджирования, повторными 
обрезками ветвей, был омоложен растительный 
материал Rhododendron sp. [66]. Аналогичные 
результаты получены на Citrus limon, Balanites 

aegyptiaca, Syzygium cuminii и ряде других индий-
ских древесных пород, которые являются важ-
ными производителями биомассы и  сырья для 
фармацевтической промышленности [28].

Этот подход применим и  к  хвойным. Неко-
торые хвойные деревья реагируют на сильную 
обрезку или повреждение огнем образованием 
молодых побегов из ветвей или корней, которые 
легче укореняются, чем зрелые побеги [49]. Об-
работанные хеджированием Pinus radiata сохра-
няют состояние молодости более 27 лет [12]. 
Сохранение ювенильных характеристик за счет 
повторной обрезки описано и для Picea abies [67]. 
Если новый прирост у  сеянцев этих видов уда-
лять ежегодно или раз в два года, образующиеся 
в  последствии пазушные побеги остаются юве-
нильными в течение многих лет и служат источ-
ником для массового получения укоренившихся 
черенков, которые ведут себя как сеянцы [49].

4. Использование корневых отпрысков, коппинг
Другим способом искусственного и/или 

естественного омоложения взрослых растений, 
или стареющих особей в  природной среде яв-
ляется коппинг (coppicing) (рис. 1г), заключаю-
щийся в  обрезке или значительном поврежде-
нии надземной части деревьев и  кустарников 
таким образом, чтобы побудить их дать новые 
побеги из прикорневой зоны (стула) или области 
основания ствола [20]. Именно эта зона вбли-
зи корневого соединения и  надземного побега, 
наряду с  некоторыми другими, является более 
морфогенетически компетентной и  содержит 
клетки в  составе эпикормических (спящих) по-
чек, способные регенерировать новый организм 
[14, 15].

Принято считать, что хронологический воз-
раст корней растений не увеличивается с  раз-
витием особи; то есть корни являются самой 
молодой частью растения и  их клетки характе-
ризуются значительной способностью к  деле-
нию [68]. Экспланты побегов прикорневой зоны 
обладают лучшим потенциалом удлинения стеб-
ля и  большей укореняемостью, чем побеги, ре-
генерированные из кроны [19]. Такие прикорне-
вые побеги обычны для лиственных пород, и их 
можно использовать для вегетативного размно-
жения и клонирования [12, 34]. Метод коппинга, 
например, был применен для оценки порослево-
го потенциала взрослых (от 2 до 10 лет) деревьев 
Acacia mearnsii. Через 3 нед. после рубки на пнях 
деревьев всех возрастных групп отмечали по-
росль, которая впоследствии была использована 
как материал для массового разведения черной 
акации [19]. На безлистных побегах 35-летнего 
дерева лоха узколистного (Elaeagnus angustifolia) 
показано, что базальные части эксплантов дают 
больше пазушных побегов, чем верхние части, 
а  черенки, взятые из побегов, формирующихся 
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в прикорневой области, обладают большей уко-
реняемостью, чем черенки, взятые из побегов, 
формирующихся в верхней части растения [69].

Коппинг, который эффективен для мно-
гих лиственных пород, в целом не подходит для 
хвойных [11]. За исключением нескольких ви-
дов, таких, например, как Sequoia sempervirens, 
Pinus serotina, Taxodium distichum, Cunninghamia 
lanceolata, большинство хвойных не дают моло-
дых прикорневых побегов, потенциально при-
годных для вегетативного размножения [6, 70]. 
В  то же время использование коппинга позво-
лило размножить зрелые Sequoia sempervirens из 
базальных ростков, культивируемых in vitro [71].

5. Инициация развития пазушных 
и эпикормических почек

Омолаживающий эффект на зрелые растения 
может оказывать процесс образования адвентив-
ных побегов из пазушных и эпикормических по-
чек, поскольку все адвентивные побеги являют-
ся ювенильными (рис. 1д) [1]. Эпикормические 
почки в обычных условиях находятся в спящем 
состоянии под корой, их рост подавляется гор-
монами, поступающими из вышерасположен-
ных активно развивающихся побегов [72]. При 
определенных условиях эти почки развиваются 
в  активные побеги, например, когда поврежда-
ются вышерасположенные части растения или, 
когда уровень освещенности увеличивается по-
сле удаления близлежащих растений [28]. Так, 
в  работе с  использованием взрослых деревьев 
Quercus robur было показано, что изолированные 
срезы ствола, помещенные во влажные теплые 
условия, могут давать побеги из активирован-
ных эпикормических почек [73]. В этом же экс-
перименте установлено, что гирдлинг (girdling – 
снятие кольца коры по всей окружности ствола) 
интактных деревьев может стимулировать рост 
побегов из эпикормических почек в течение сле-
дующего вегетационного периода. Побеги эпи-
кормического происхождения, пригодные для 
вегетативного размножения, были получены 
также для ряда видов родов Betula, Acer, Quercus 
и др. [74–76].

Эпикормические почки и  побеги встреча-
ются у  многих древесных пород, но не у  всех. 
Так, они отсутствуют у  большинства хвойных 
[28]. При этом, укорененные растения были по-
лучены из пазушных почек взрослых деревьев 
некоторых видов сосны, таких как Pinus pinea, 
P. radiata, P. pinaster, P. massoniana и  P. sylvestris, 
а  также ели Picea sitchensis в  ходе лабораторных 
исследований [77–81]. Следует учитывать, что 
этот метод применительно к хвойным пока име-
ет много ограничений, включая отсутствие по-
тенциала для масштабирования, так как таким 
образом удается регенерировать только ограни-
ченное количество растений [16].

Для увеличения эффективности вегетатив-
ного размножения через инициацию пазушных 
и  эпикормических почек могут быть использо-
ваны следующие технологии: прививка, повтор-
ная прививка, укоренение черенков.

6. Прививка и микропрививка
Техника прививки (рис. 1е) может проводить-

ся как одна из стадий размножения после иници-
ации спящих и пазушных почек, так и самосто-
ятельно  – путем прививания непосредственно 
верхушек сформированных побегов.

Восстановить способность к  вегетатив-
ному размножению, вернуть компетентность 
к  размножению через омоложение можно пу-
тем прививания отростка взрослого растения 
к  молодому подвою [54]. При многократной 
прививке кончиков взрослых побегов на юные 
подвои признаки взрослого состояния привоя 
постепенно исчезают, а вновь сформированные 
особи проявляют ювенильные характеристики, 
такие, например, как задержка цветения [82]. 
Прививание зрелых частей растения к молодым, 
часто сеянцам, использовалось для получения 
качественных черенков. Такие черенки, полу-
ченные после серийной прививки, обладают по-
вышенной укореняемостью и  проявляют стой-
кие ювенильные признаки [28]. В  ряде случаев 
побеги, полученные методом прививания, де-
монстрируют усиленную пролиферацию и  мо-
гут быть использованы для микроразмножения, 
основанного на микропрививке [23]. Микро-
прививка, прививка in vitro небольших верхушек 
побегов или боковых почек на обезглавленные 
саженцы подвоя, была разработана для деревьев 
с  целью омоложения представителей элитных 
сортов и  реликтовых видов для облегчения их 
вегетативного размножения. Такой метод име-
ет преимущества, заключающиеся в  повыше-
нии способности к  укоренению полученного 
материала, восстановлении жизнеспособности 
клонов и  уменьшении генетических различий 
внутри клонов [20]. Так показано, что повторная 
прививка побегов калопанакса семилопастного 
(Kalopanax septemlobus) приводила к омоложению 
тканей и, в конечном счете, к высокоэффектив-
ному образованию соматических зародышей 
у  этого неподдающегося вегетативному размно-
жению реликтового ценного вида [26]. Исполь-
зование повторной прививки зрелого материала 
с  последующим укоренением черенков показа-
но и дало положительные результаты также для 
ряда хвойных видов, таких как Pinus massoniana, 
P. taeda, P. Radiata, Pseudotsuga menziesii, Thuja 
plicata, Larix decidua, Cupresus dupreziana [17, 23, 
83]. В  экспериментах с  растительным матери-
алом Sequoia sempervirens установлено, что про-
грессивное омоложение происходило после по-
следовательной прививки взрослого материала 
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на ювенильные черенки и  стабильность омоло-
женного состояния сохранялась in vitro даже по-
сле 30 лет культивирования [84]. К  сожалению, 
прививка не используется для массового раз-
множения хвойных, а, в основном, ограничива-
ется созданием семенных садов [6].

7. Повторное субкультивирование
Одним их перспективных методов вегета-

тивного клонального размножения растений яв-
ляется их черенкование (рис. 1ж) [11]. При этом 
зачастую очень остро стоит вопрос инициации 
корнеобразования у  черенков и  их укоренения. 
Для значительной части лиственных древесных 
видов это не является проблемой [85]. К  со-
жалению, для большинства хвойных черенки, 
способные к корнеобразованию, доступны толь-
ко от растений, которые слишком молоды, чтобы 
продемонстрировать свой потенциал роста [49]. 
Для решения данного вопроса нашли примене-
ние технологии, основанные на методах культу-
ры растительных клеток органов и тканей [79].

Омоложение, также, как и поддержание юве-
нильного состояния, может быть достигнуто или 
ускорено путем последовательного повторного 
субкультивирования растительного материала 
в  условиях in vitro (рис. 1з) [86]. В  качестве та-
кого материала часто используются верхушки 
побегов [10]. Именно апексы побегов считаются 
наиболее активным местом клеточного деления 
и  обладают характеристиками эмбриональных 
стволовых клеток [20].

Микроразмножение in vitro в  контролируе-
мых условиях позволяет непрерывно “воспроиз-
водить” растения. При этом экспланты, взятые 
от взрослых растений, теряют свое текущее 
состояние развития в  условиях непрерывного 
культивирования тканей в  течение нескольких 
генераций. Считается, что перепрограммирова-
ние дифференцированных клеток, которое поз-
воляет соматическим клеткам приобретать ста-
тус эмбриональных стволовых клеток и, таким 
образом, индуцировать формирование плюри-
потентных стволовых клеток, как бы обращает 
вспять таймер развития растения [87].

Исходя из этой идеи, была создана техноло-
гия так называемого “серийного размножения”, 
которая базируется на методике, разработанной 
для ювенильных побегов лиственницы [88]. Она 
основана на повторном вырезании и  пересеве 
верхней части побегов, полученных путем ми-
кроразмножения, каждый раз, когда эти побеги 
достигают определенной длины. В  частности, 
данная технология использована при серийном 
культивировании верхушек побегов 140-летнего 
дерева Larix decidua [89]. В  данной работе уста-
новлено, что наилучшая регенерация адвентив-
ных корней, а  также укоренение и  выживание 
растений происходили после четырнадцати суб-

культивирований, когда формирующаяся хвоя 
проявляла полностью ювенильную морфоло-
гию. Частота укореняемости черенков 3-летних 
микроразмноженных растений этой лиственни-
цы оказалась в 10 раз выше, чем у черенков, взя-
тых непосредственно от материнского растения.

Таким же образом использование техноло-
гии серийного субкультивирования привело 
к  улучшению укоренения микроразмноженных 
побегов ряда древесных видов, таких как Sequoia 
sempervirens, Pinus sylvestris, P. pinaster, P. radiata, 
Picea abies, Picea sitchensis и другие [18, 37, 63].

8. Соматический эмбриогенез
Истинным омоложением в  полной мерее 

можно считать образование зиготы, формиру-
ющейся при слиянии гамет, возникших в  ре-
зультате мейоза [49]. Таким образом, процесс 
эмбриогенеза, безусловно, представляет собой 
прямой способ омоложения [28]. Исходя из это-
го, довольно привлекательным и  перспектив-
ным методом омоложения взрослых растений 
в  лабораторных условиях является соматиче-
ский эмбриогененз (рис. 1и). С точки зрения 
морфологии он очень напоминает зиготический 
эмбриогенез и  дает возможность клонального 
тестирования и  генетического улучшения, ко-
торое в  этом случае более достижимо, чем при 
использовании других технологий [21].

Соматический эмбриогенез, кроме того, 
считается наиболее эффективной системой ре-
генерации растений среди различных методов 
размножения в системе in vitro. Начиная с полу-
чения первого соматического зародыша от дре-
весного вида в  1986 г. (индукция была зареги-
стрирована у  липы амурской  – Tilia amurensis), 
к  настоящему моменту отработаны различные 
протоколы систем прямого или непрямого со-
матического эмбриогенеза для хвойных и  лист-
венных пород [90]. Однако большинство этих 
технологий разработано с использованием юве-
нильных тканей, чаще всего, на основе незрелых 
или зрелых зиготических зародышей. Микро-
размножение и соматический эмбриогенез труд-
нодостижимы на материале старше стадии про-
ростков [10]. Таким образом, возникает вопрос, 
насколько соматический эмбриогенез доступен 
в настоящее время для целей омоложения расти-
тельного материала?

Попытки ряда исследовательских групп 
индуцировать эмбриональные ткани из ве-
гетативных эксплантов на сегодняшний день 
имеют ограниченный успех. Высказано пред-
положение, что такая ситуация связана с эпиге-
нетическим подавлением эмбриогенности (хотя 
и  потенциально обратимым), которое лежит 
в основе индукции соматического эмбриогенеза 
[91]. Но в  последнее время достигнуты значи-
тельные успехи и  разработаны новые подходы  
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в соматическом эмбриогенезе на основе матери-
ала, получаемого от зрелых деревьев [90].

Вероятность индукции соматического эм-
бриогенеза некоторых видов повышается за счет 
использования материала, предварительно по-
лученного в  системе in vitro. Показано, что са-
женцы и молодые растения, сформированные из 
соматических зародышей, обладают в  большей 
степени ювенильными характеристиками, чем 
их аналогичные по возрасту зиготические ана-
логи [92]. Кроме того, соматический эмбриоге-
нез легче инициировать из материала взрослых 
растений, ранее уже полученных путем сомати-
ческого эмбриогенеза, чем от растений, полу-
ченных из семян [10].

Первая индукция соматического эмбриоге-
неза на вегетативных эксплантах (почках) была 
проведена с использованием материала 3-летних 
деревьев Picea abies [93]. Но никаких результатов 
по дальнейшему росту и развитию соматических 
растений (растений-регенерантов) опублико-
вано не было [18]. В  другом исследовании на 
P. abies использовали эксплантаты примордиаль-
ных побегов 4–6-летних соматических деревьев, 
при этом 2 генотипа из 39 дали реакцию на ин-
дукцию соматического эмбриогенеза [94]. Обна-
ружено также, что молодая хвоя одно-трехлетних 
деревьев европейской ели имеет положительную 
реакцию на индукцию соматических эмбрионов 
[93]. Однако, эта способность утрачивается по 
мере взросления деревьев-доноров [14].

Положительного результата в индукции сома-
тического эмбриогенеза удалось достигнуть при 
использовании в  качестве эксплантов продоль-
ных срезов примордиальных побегов 10-летнего 
дерева Picea glauca, которые были вырезаны из 
вегетативных почек ранней весной, или из раз-
вивающихся почек ранней осенью [95].

Известно, что соматический эмбриогенез 
может быть индуцирован на эксплантах апи-
кальных побегов и из вторичной хвои взрослых 
деревьев (возрастом 10–20 лет) различных тро-
пических и субтропических видов сосны из Юж-
ной Африки и  северо-восточной Индии: Pinus 
patula, P. kesiya, P. roxburghii, P. wallichiana [16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изложенные в  предыдущих разделах ре-

зультаты наглядно демонстрируют имеющиеся 
на сегодняшний день возможности получения 

“омоложенного” растительного материала, в том 
числе, и  для видов древесных растений, игра-
ющих важнейшую роль в  функционировании 
как природных лесных, так и  урбанизирован-
ных экосистем. Особенность настоящего мо-
мента, однако, состоит в том, что все известные 
процедуры по искусственному возвращению 
отдельных частей взрослых растений в  юное 

состояние путем переключения тем или иным 
способом генной стратегии развития с фазы зре-
лости к  ювенильному состоянию реализованы, 
в основном, в лабораторных условиях и недости-
жимы пока в промышленных масштабах. Работу 
по созданию соответствующих промышленных 
биотехнологий еще предстоит выполнить.

С уверенностью можно ожидать, что с  уче-
том ошеломляюще быстрого развития омиксных 
направлений, достижений молекулярной гене-
тики, биоинформатики, системной компьютер-
ной биологии уже в  ближайшее время удастся 
выявить как генные кластеры и генные сети, ак-
тивно функционирующие в ювенильный период 
развития древесных растений, так и молекуляр-
но-генетические системы управления процессом 
реювенилизации. Реконструкция генных сетей, 
функционирующих в  ювенильный период, как 
и  компьютерное моделирование переключения 
с фазы зрелости к ювенильному периоду разви-
тия могут стать базой для создания принципи-
ально новых технологий лесовосстановления, 
основанных на понимании молекулярно-гене-
тической природы реювенилизации.

В заключение важно подчеркнуть, что с  об-
щих позиций рутинное клонирование взрослых 
растений путем соматического эмбриогене-
за с  получением физиологически нормального 
потомства может послужить также средством 
быстрого улучшения ценных генетических при-
знаков основных лесообразующих пород [21].

Наиболее желательной можно считать ситу-
ацию, когда достигнутое с  использованием од-
ного из вышеописанных подходов размножение 
сопровождается получением потомства, полно-
стью идентичного исходному генотипу. В  этом 
случае период полевых испытаний клонов, как 
это делается при получении соматических эм-
брионов из зиготических зародышей, становится 
ненужным, что создает значительную экономию 
времени и средств. Отметим, что при размноже-
нии в этом случае появляется возможность вести 
отбор сразу по нескольким признакам.
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Исследовали фракционный состав жирных кислот (ЖК) липидов, выявлены основные направ-
ления их участия в  структурно-функциональных адаптациях у  доминирующих и  редко встре-
чающихся видов высших сосудистых растений арктических тундр Западного Шпицбергена. 
Выявлены различия по величине и изменчивости состава ЖК по фракциям: для гликолипидов – 
от 25 до 76%, для фосфолипидов – 10–28%, для нейтральных липидов – 7–57%. Установлена вза-
имосвязь между жирнокислотным составом разных фракций липидов и показателем “активность 
вида” у растений разного географического происхождения и экологии. Основные направления 
адаптации, связанные с липидной составляющей у арктических растений, включают участие на-
сыщенных и ненасыщенных ЖК в разных соотношениях в зависимости от эколого-географиче-
ских особенностей видов. Отмечено разнообразие ЖК с очень длинной цепью во фракционном 
жирнокислотном составе липидов у всех арктических растений. Показано, что в обеих адаптив-
ных стратегиях: “избегание” и “адаптация” активно участвует липидная составляющая, которая 
обеспечивает соответствующую функциональную активность вида и его представленность в арк-
тических тундрах Западного Шпицбергена.

Ключевые слова: адаптация, активность вида, высшие сосудистые растения, гликолипиды, 
Западный Шпицберген, нейтральные липиды, фосфолипиды
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ВВЕДЕНИЕ
Современный интерес к Арктике связан с ее 

ресурсным богатством, адаптивным потенциа-
лом природного комплекса, реакцией на изме-
нение климата и  увеличение техногенной на-
грузки  [1]. Отмечается большое разнообразие 
географических элементов (арктические, арк-
то-альпийские, гипоарктические и бореальные) 
флоры Шпицбергена, которые представлены 
на широком спектре экотопов. Разнообразие 
определяет основные стратегии поведения и со-
ответственно выживания разных видов расте-
ний  – “избегание” и  “адаптация”  [2]. Первая 
группа видов выбирает стратегию “избегания” 
перестроек при адаптации и  занимает ограни-

Сокращения: ГЛ  – гликолипиды, ЖК  – жирные кислоты, 
ЖКОДЦ – жирные кислоты с очень длинной цепью, НЖК – на-
сыщенные жирные кислоты, ННЖК – ненасыщенные жирные 
кислоты, НЛ – нейтральные липиды, ФЛ – фосфолипиды.

ченные, более благоприятные экотопы, а  вто-
рая включает механизмы приспособления, что 
обеспечивает этим видам широкое распростра-
нение [1–5].

Система выживания тесно связана с  состо-
янием мембранной системы растительного ор-
ганизма. Физические свойства биологических 
мембран, в  частности их “текучесть” или по-
движность зависят от состава липидов. Для  со-
судистых растений Западного Шпицбергена 
разных по географическому происхождению вы-
явлена связь между особенностями жирнокис-
лотного состава общих липидов и  показателем 

“активность вида”  [6]. Полученные результаты 
позволяют предположить, что рассмотрение 
фракционного состава липидов у  этих видов 
может дать более детальную информацию об 
участии отдельных жирных кислот (ЖК) в  пу-
тях адаптации растений к  условиям Арктики. 
Способность растительного организма поддер-
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живать функциональную активность мембран 
адекватно действующим факторам в  экстре-
мальных условиях среды обеспечивает успешное 
их произрастание [7–10].

Цель работы  – сравнительный анализ жир-
нокислотного состава липидов и  выявление 
основных направлений их участия в адаптациях 
у доминирующих и редко встречающихся видов 
высших растений арктических тундр Западного 
Шпицбергена.

Материалы и методы
Место исследования. Работа выполнена на 

территории Западного Шпицбергена, крупного 
острова архипелага Шпицберген, расположен-
ного между северной частью Атлантического 
океана и Северным Ледовитым океаном. Рельеф 
острова горный, ледники занимают больше по-
ловины площади, берега изрезаны фьордами, по-
роды многолетнемерзлые (мощность слоя до 200 
м), естественное оттаивание грунтов в  летний 
период колеблется от 0.5 до 2.6 м, климат океа-
нический, на западе значительно смягчен теп-
лым Шпицбергенским течением (часть Гольф-
стрима). Вследствие высокой влажности воздуха 
даже зимние осадки могут выпадать в  виде до-
ждя или тумана. Среднегодовая температура 
воздуха составляет 5.8°С.  Средняя температура 
самого теплого месяца (июля) 8.0°С,  самого хо-
лодного (февраля) – 18°С [11]. В среднем за год 
выпадает 563 мм осадков. В  течение всего года 
наблюдается высокая относительная влажность 
воздуха, в  среднем  – 78%. На  широте Баренц-
бурга с 19 апреля по 24 августа (127 дней) длит-
ся полярный день. Климатические особенности 
обусловливают короткий вегетационный период 
(40–70 дней).

Работа выполнена на растениях из разных 
растительных сообществ арктических тундр: 
в  окрестностях поселка Баренцбург (78°03ʹ38.2ʺ 
N, 14°12ʹ59.6ʺ E); на мысе Финнесет (78°02ʹ39.2ʺ 
N, 14°13ʹ10.0ʺ E); в окрестностях бухты Колсбей 
(78°08ʹ41.4ʺ N, 15°01ʹ27.3ʺ E).

Объекты исследования. В  качестве объектов 
исследования были выбраны 11 видов высших 
сосудистых растений из 8 семейств арктических 
тундр на о. Западный Шпицберген. Из них 7 ви-
дов травянистых многолетников: сем. Caryophyl-
laceae – звездчатка приземистая (Stellaria humifu-
sa Rottb.), ясколка альпийская (Cerastium alpinum 
L.), смолевка бесстебельная (Silene acaulis L.); сем. 
Polygonaceae – кисличник двупестичный (Oxyria 
digyna (L.) Hill); сем. Ranunculaceae – лютик сер-
но-желтый (Ranunculus sulphureus Soland.); сем. 
Saxifragaceae – камнеломка дернистая (Saxifraga 
cespitosa L.), камнеломка поникающая (S. cernua 
L.); 4 вида кустарничков: сем. Salicaceae  – ива 
полярная (Salix polaris Walenb.); сем. Rosaceae  – 

дриада восьмилепестная (Dryas octopetala L.); 
сем. Ericaceae – голубика обыкновенная, мелко-
листная (Vaccinium uliginosum subsp. microphyllum 
(Lange) Hulten.); cем. Betulaceae  – березка кар-
ликовая (Betula nana L.) [12].

Растения отбирали в  фазе цветения, за ис-
ключением редких (Betula nana, Vaccinium uligino-
sum), которые на данной территории находились 
только в фазе вегетации. Для каждого вида про-
бы листьев были взяты с 10–20 особей (10–20 г).

Фиксация материала и  химический анализ. 
Свежий растительный материал фиксировали 
методом лиофильной сушки в  химико-аналити-
ческой лаборатории Российской научной аркти-
ческой экспедиции на архипелаге Шпицберген (п. 
Баренцбург). Дальнейший анализ проб проводи-
ли на оборудовании Центра коллективного поль-
зования “Аналитическая лаборатория” Институ-
та Леса Карельского научного центра РАН.

Суммарные липиды экстрагировали сме-
сью хлороформа и  метанола в  соотношении 
2 : 1 и  фракционировали методом колоночной 
хроматографии на нейтральные липиды (НЛ), 
гликолипиды (ГЛ) и фосфолипиды (ФЛ). Опре-
деление жирнокислотного состава липидных 
фракций проводили хроматографическим ме-
тодом на газожидкостном хроматографе “Хро-
матэк-Кристалл-5000.1” (ЗАО СКБ “Хроматэк”, 
Россия) при следующих условиях: капиллярная 
колонка HP  INNOWAX (30 м, 0.32 мм); тем-
пература колонки, испарителя, пламенно-и-
онизационного детектора  – 205, 240 и  260°С 
соответственно; газ-носитель  – азот; скорость 
пропускания через колонку азота, водорода, 
воздуха  – 50, 40, 400  мл/ мин соответственно. 
Идентификацию ЖК проводили по стандарт-
ным образцам (Supelko, 37 компонентов, США). 
Определение количественного содержания ЖК 
проводили методом внутреннего стандарта 
(в  качестве стандарта  – маргариновая кислота) 
и выражали в мг/г сухой массы, далее рассчиты-
вали в весовых % от суммы [13].

Активность видов определяется широтой 
экологической амплитуды и  поведением в  со-
обществе  [14]. При  определении активности 
учитываются: экологическая амплитуда вида, 
которая соответствует доле освоенных ме-
стообитаний; постоянство, определяется как 
отношение описаний, где был встречен вид, 
к  общему количеству описаний в  данном ме-
стообитании; среднее обилие по шкале Браун-
Бланке. На  исследуемой территории арктиче-
ских тундр Западного Шпицбергена выявлено 
пять категорий активности видов, которые мы 
использовали в  настоящем исследовании: I  – 
редкие виды, II – виды низкой активности, III – 
средней активности, IVa – активные обильные 
виды, IVb  – активные необильные виды, Va  – 
высоко активные обильные, Vb – высоко актив-
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ные необильные виды [15]. Данные по активно-
сти видов исследованных сосудистых растений 
представлены в табл. 1.

Статистический анализ. Описательная стати-
стика проведена по стандартной методике  [16]. 
Для  выявления сходства исследованных сосу-
дистых растений использовали количественные 
данные по ЖК суммарных липидов (мг/г сухой 
массы) и  кластерный анализ, при подтвержде-
нии результатов которого число итераций бут-
стрепинга составило 10000 [17].

Оценка соотношения насыщенных ЖК 
(НЖК) и  ненасыщенных ЖК (ННЖК) для вы-
деленных групп растений, сформированных на 
основе применения кластеризации, проводи-
лась с  использованием нормированного откло-
нения  – универсального способа унификации 
данных в  вариационной статистике  [16]. Снача-
ла проводилось нормирование каждого призна-
ка (количество конкретной ЖК – j = 1, 2, …, m) 
определенного вида (i = 1, 2, …, n): tij = (x − M) / S, 
где x – количество ЖК на единицу массы (мг/г 
сухой массы), M  – среднее арифметическое 
и  S  – стандартное отклонение по всем ЖК 
отдельного вида растений. Далее безразмерные 
признаки усредняли по каждой группе ЖК (ди-
еновые, моноеновые, триеновые, тетраеновые, 
насыщенные) каждой фракции липидов (ГЛ, 
ФЛ, НЛ): ti = 1 / m ∙ ∑(1→m)tij. Данные по видам од-

ного кластера усредняли, а для более наглядного 
представления результатов соотношения НЖК 
и  ННЖК использованы абсолютные значения 
индекса, рассчитанного на основе нормирован-
ного отклонения – |t| = |1 / n∙∑(1→n) tij|.

Статистическая обработка выполнялась 
в программах Microsoft Excel 2010, STATGRAPH-
ICS Plus 5.0 и бесплатном пакете PAST v. 3.17.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Жирнокислотный состав фракций липидов ли-
стьев арктических растений. Жирные кислоты, 
входящие в состав липидов у арктических видов, 
представляют основные строительные блоки 
сложных полярных и нейтральных липидов [18]. 
Липиды, как мембранные, так и  запасные, рас-
пределены в клетке неравномерно и, в зависимо-
сти от структурно-функциональных особенно-
стей вида, выделяется три фракции: ГЛ, ФЛ, НЛ. 
Все исследованные виды арктических растений 
различались по числу ЖК и  их количественно-
му содержанию по фракциям. Если во фракции 
ГЛ у  исследованных видов растений выделили 
19 ЖК, то в ФЛ – 18 ЖК, а в НЛ – 25 ЖК (табл. 
2). В  литературе показано, что каждая мембра-
на в  клетке состоит из характерного набора ти-
пов липидов [19], поэтому каждый вид растений 
имеет собственный набор ЖК, который и опре-
деляет потенциал его адаптации к условиям ме-
стообитания. Уникальный состав ЖК позволяет 
предположить, что структура/состав липидов 
является важным фактором адаптации растений 
в условиях Арктики.

Исследование распределения ЖК между 
фракциями у  растений в  период активной веге-
тации выявило различия по величине и  измен-
чивости: для ГЛ – от 25 до 76%, для ФЛ – 10–28%, 
для НЛ  – 7–57% (табл. 1). Исследуемые виды 
включали весь диапазон активности (1–5), уста-
новленный на этой территории [15]. Сравнение 
фракционного состава двух видов с  одинаково 
высокими значениями активности (Cerastium 
alpinum, акт. 5b, Salix polaris, акт. 5а) показало, 
что отличия по величине и  изменчивости ЖК 
по фракциям достоверны: ГЛ  – 25–50%, ФЛ  – 
13–22%, НЛ – 28–52% (табл. 1). Это может быть 
связано с  разными путями адаптации у  видов 
сходных по “активности”.

Фракция ГЛ. ЖК  этой фракции преимуще-
ственно локализованы в  хлоропластах, где они 
организуют мембраны тилакоидов, которые 
встроены в субъединицы фотосистем. Эта груп-
па липидов функционально доминирует в  пе-
риод активной вегетации в  летнее время, когда 
отмечается максимальная активность фотосин-
тетического аппарата (ФСА). Содержание ЖК 
во фракции ГЛ у  6 видов было высоким, более 
50% (табл. 1).

Таблица 1. Распределение фракций жирных кислот 
липидов в листьях растений Арктики, %

Вид ГЛ ФЛ НЛ
Категория 

активности 
вида

Oxyria digyna 45 21 34 IVa

Cerastium alpinum 25 13 52 Vb

Stellaria humifusa 52 14 34 IVa

Ranunculus sulphureus 76 15 9 IVb

Saxifraga cernua 65 10 25 IVa

Saxifraga cespitosa 37 14 49 IVb

Salix polaris 50 22 28 Va

Betula nana 65 28 7 I–II

Dryas octopetala 32 11 57 III

Silene acaulis 58 19 23 III

Vaccinium uliginosum 48 25 27 I–II

Среднее 50 17 31

Примечание: ГЛ  – гликолипиды, ФЛ  – фосфолипиды, 
НЛ – нейтральные липиды.
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Исследованные виды растений различались 
по числу выделенных ЖК. Так,  у  Oxyria digyna, 
Saxifraga cernua, Saxifraga cespitosa, Salix polaris 
состав ЖК включал 6–7 ЖК, Cerastium alpinum, 
Silene acaulis, Ranunculus sulphureus и  Dryas octo-
petala – 10 ЖК, тогда как у редких видов – Vac-
cinium uliginosum, Betula nana и Stellaria humifusa 
их число увеличивалось до 12–14 ЖК (табл. 2).

Содержание НЖК изменялось в  диапазоне 
от 7 до 47%. Соотношение ННЖК/НЖК опреде-
ляет разные свойства мембранных систем и  ре-
акцию растения на факторы среды. Оказалось, 
что это соотношение сильно варьирует: от мак-
симальных значений у Oxyria digyna – 13, к сред-
ним значениям: Salix polaris, Cerastium alpinum, 
Ranunculus sulphureus, Saxifraga cernua, Saxifraga 
cespitosa в  диапазоне от 5.7 до 4.6, и  низким  – 
у  Silene acaulis, Vaccinium uliginosum, Betula nana 
и Dryas octopetala в диапазоне 1.2–1.6. В составе 
НЖК есть ЖКОДЦ  – С20:0 и  С22:0, которые 
присутствуют у  Silene acaulis, Stellaria humifusa, 
Ranunculus sulphureus, Salix polaris, Vaccinium ulig-
inosum, Betula nana и Dryas octopetala в количестве 
от 0.5 до 4% (табл. 2).

Содержание моноеновых ЖК изменялось от 
2 до 10%, наиболее высокие значения получили 
у кустарничков Vaccinium uliginosum, Betula nana 
и  Dryas octopetala. Доминировали среди моное-
новых олеиновая ЖК С18:1 (n-9), ее содержание 
между видами варьировало от 1 до 7%. Высо-
кие значения отмечены у  Silene acaulis, Stellaria 
humifusa, Betula nana, Dryas octopetala, Vaccin-
ium uliginosum. Среди моноеновых имеются ЖК 
с  разным положением двойных связей  – С16:1 
(n-5,7), С18:3 (n-3,6). У видов этой группы (кро-

ме Stellaria humifusa) присутствовала гексадеце-
новая кислота С16:1(5), а  ЖКОДЦ С20:1 (n-9) 
есть только у Betula nana и Vaccinium uliginosum.

Содержание диеновых ЖК варьировало от 
5 до 25% с максимальными значениями у Silene 
acaulis, Stellaria humifusa. У  всех видов домини-
ровала линолевая ЖК С18:2 (n-6) с  наиболее 
высокими значениями у  Silene acaulis, Stellaria 
humifusa, Cerastium alpinum (17-24%), у остальных 
значения ниже почти в 2 раза. Группа ЖКОДЦ 
представлена эйкозадиеновой ЖК С20:2 (n-6) 
со значениями до 1% у ряда видов: Cerastium al-
pinum, Silene acaulis, Stellaria humifusa, Ranunculus 
sulphureus, Betula nana, Dryas octopetala и  Vaccin-
ium uliginosum.

Содержание триеновых ЖК варьировало 
в широком диапазоне – 25–84%. Доминировала 
α-линоленовая ЖК С18:3 (n-3). Следует отме-
тить разнообразие ЖК по положению двойных 
связей; С16:3 (n-4,6) и С18:3 (n-3,6). В группу ви-
дов с высоким содержанием (56–80%) α-линоле-
новой ЖК вошли: Oxyria digyna, Saxifraga cernua, 
Saxifraga cespitosa, Ranunculus sulphureus, Salix po-
laris, а в группу с низким (25–50%) – Cerastium 
alpinum, Silene acaulis, Stellaria humifusa, Betula 
nana, Dryas octopetala и Vaccinium uliginosum.

Группа тетраеновых ЖК в  этой фракции 
представлена ЖК С18:4 (n-4) с содержанием 7% 
у Cerastium alpinum и Stellaria humifusa, ЖКОДЦ 
20:4 (n-3) отмечена только у  Stellaria humifusa, 
а С20:4 (n-4) – у Ranunculus sulphureus.

Результаты кластерного анализа по фракции 
ГЛ. В  результате применения кластерного ана-
лиза было выделено восемь кластеров (P > 95%), 
которые объединили в две группы (рис. 1). В пер-
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Рис. 1. Дендрограмма сходства высших сосудистых растений Западного Шпицбергена по составу и  содержанию 
гликолипидов, полученная методом ближайшего соседа с нанесенными оценками бутстреп-вероятностей ветвей 
(пунктиром разделены кластеры с доверительной вероятностью > 95%): Ox_dig – Oxyria digyna; C_al – Cerastium 
alpinum; S_ac – Silene acaulis; St_h – Stellaria humifusa; R_sul – Ranunculus sulphureus; S_cer – Saxifraga cernua; Sax_ces – 
Saxifraga cespitosa; Sal_p – Salix polaris; B_n – Betula nana; Dr_oct – Dryas octopetala; Vac_ul – Vaccinium uliginosum.
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вую группу вошли 5 видов из трех кластеров (I–
III): Silene acaulis, Stellaria humifusa, Betula nana, 
Dryas octopetala и  Vaccinium uliginosum. Для  дан-
ных видов характерно высокое содержание НЖК 
(27–46%) и  диеновых ЖК (8–25%). Растения 
этой группы имели низкие и  средние значения 
активности (I–III) за исключением Stellaria hu-
mifusa (IVa – табл. 1). Вторая группа объединила 
пять кластеров с  IV по VIII с 6 видами (рис. 1), 
для которых отметили низкие значения содер-
жания НЖК (7–20%) и высокие значения содер-
жания триеновых ЖК (49–84%). По  геоботани-
ческой характеристике виды этой группы были 
высоко активными или активными.

Таким образом, во фракции ГЛ выделили две 
группы видов с разным ЖК составом и соответ-
ственно разными путями адаптации на уровне 
липидной составляющей мембранных струк-
тур ФСА. Первый механизм связан с  высоки-
ми значениями содержания триеновых ЖК на 
фоне низких значений НЖК, что поддержива-
ет высокую функциональную активность ФСА 
и  широкое распространение высоко активных 
и активных видов. Как правило, в сообществах 
арктических тундр  – это доминирующие, ши-
роко распространенные виды Арктики, зани-
мающие широкий спектр экотопов. Второй 
механизм поддерживает функциональную ак-
тивность мембранных систем ФСА за счет вы-
сокого содержания НЖК и  диеновых ЖК, что 
обеспечивает жизнедеятельность средне и  низ-
ко-активных видов, имеющих ограниченное 
и локальное распространение.

Фракция ФЛ. ЖК  этой фракции являются 
важными составляющими всех клеточных мем-
бран и образуют матрикс мембран плазмалеммы 
и эндомембран, являются сигнальными молеку-
лами  [20]. Наряду с  другими соединениями ре-
гулируют рост и развитие растений, клеточный 
ответ на изменения окружающей среды [21, 22].

Процентное содержание ЖК у  изучен-
ных видов во фракции ФЛ имеет узкий диапа-
зон (10–28%), что может свидетельствовать об 
ее функциональной унификации в  растениях, 
по сравнению с  другими фракциями (табл. 1). 
Во  фракции ФЛ у  всех видов выявили 18 ЖК: 
причем наименьшее количество оказалось 
у Oxyria digyna и Saxifraga cespitosa – 6–8, у Ceras-
tium alpinum, Ranunculus sulphureus, Dryas octo-
petala, Silene acaulis, Betula nana  – 9–10 и  у Stel-
laria humifusa – 11 ЖК.

Количество НЖК изменялось в  диапазоне 
20–47%. Соотношение ННЖК/НЖК варьиро-
вало от 1.2 до 4.2. Наибольшие значения отме-
тили у Oxyria digyna (4.2) и Ranunculus sulphureus 
(3.1); в  следующую группу вошли Cerastium al-
pinum, Saxifraga cespitosa и  Salix polaris (2.1, 2.3); 
остальные виды имели это соотношение в преде-
лах 1.2–1.6, что свидетельствует о высоких значе-

ниях содержания НЖК. В состав НЖК входили 
ЖКОДЦ С20:0, которые отмечены у Silene acaulis, 
Stellaria humifusa, Dryas octopetala, Vaccinium ulig-
inosum, а  С22:0 у  Silene acaulis и  Ranunculus sul-
phureus (табл. 2).

Содержание моноеновых ЖК изменялось 
от 6 до 13%. В  составе моноеновых ЖК выяви-
ли четыре ЖК, из них гексадеценовая кислота 
С16:1 (n-5) доминировала у Oxyria digyna, Dryas 
octopetala, Salix polaris, Betula nana, Vaccinium ul-
iginosum. Олеиновая ЖК С18:1 (n-9) преобладала 
у Saxifraga cernua, Stellaria humifusa, Silene acaulis, 
Betula nana, Vaccinium uliginosum. ЖКОДЦ С20:1 
(n-9) была встречена у Oxyria digyna и Vaccinium 
uliginosum.

Содержание ЖК в  группе диеновых изме-
нялось от 12 до 37%. К доминирующим отнесли 
линолевую ЖК С18:2 (n-6), высокое ее содер-
жание (до 36%) отметили у Oxyria digyna, Silene 
acaulis, Cerastium alpinum, Stellaria humifusa, Saxi-
fraga cespitosa, у остальных видов значения были 
в  два раза ниже. Присутствие эйкозадиеновой 
ЖКОДЦ С20:2 (n-6) отмечено у  Oxyria digyna 
и Betula nana (около 1%).

Количество триеновых ЖК изменялось 
в диапазоне от 17 до 44%. Состав триеновых ЖК 
во фракции ФЛ менее разнообразен, чем у  ГЛ. 
Содержание α-линоленовой кислоты С18:3 (n-
3) составило (15-49 %), что значительно мень-
ше (в  1.3–2.8 раза), чем во фракции ГЛ. Мак-
симальные значения ее содержания получены 
у Saxifraga cernua, Salix рolaris, Saxifraga cespitosa, 
Ranunculus sulphureus (37–49%). У видов Cerastium 
alpinum, Silene acaulis, Stellaria humifusa, Dryas oc-
topetala триеновые ЖК представлены с  разным 
положением двойной связи – С18:3 (3,6).

Тетраеновые ЖК представлены в небольшом 
количестве в  форме С18:4 (n-4) у  Cerastium alpi-
num и  Stellaria humifusa, а  ЖКОДЦ С20:4 (n-4) 
была обнаружена только у Ranunculus sulphureus.

Результаты кластерного анализа по фракции 
ФЛ. Семь кластеров, полученных в  результате 
проведения кластерного анализа данных фрак-
ции ФЛ, можно объединить в три группы видов 
(рис. 2). В первую группу вошли два кластера (I 
и  II) с  видами Oxyria digyna, Cerastium alpinum, 
Stellaria humifusa и  Silene acaulis, для которых 
характерны высокие значения содержания дие-
новых ЖК (27–37%) и широкий диапазон НЖК 
(20–40%). Вторая группа включала два кла-
стера (III и  IV) со средними значениями НЖК 
(24–35%) и  высокими значениями триеновых 
ЖК (37–54%). В третью группу вошли виды трех 
кластеров (V–VII): Betula nana, Vaccinium ulig-
inosum, Dryas octopetala, для которых отмечены 
высокие значения содержания НЖК (39–47%). 
Сравнение видов разных групп по показателю 

“активность” показало, что в первую группу с вы-
сокими значениями активности (IV–V) вошел 
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вид со средней активностью Silene acaulis (III). 
Во второй группе оказались все виды с высоки-
ми значениями активности (IV–V), а  в третьей 
группе наряду с видами с низкими значениями 
активности Betula nana и  Vaccinium uliginosum (I 
и II) присутствовал вид со средней активностью 
(Dryas octopetala, III).

Следовательно, во фракции ФЛ выделили 
три основных направления адаптации на фоне 
широкого варьирования содержания НЖК: вы-
сокое содержание диеновых ЖК, высокие значе-
ния содержания триеновых ЖК и  направление, 
связанное с  высокими значениями содержания 
НЖК. В отличие от фракции ГЛ значимость уча-
стия НЖК увеличивается.

Фракция НЛ. ЖК  фракции НЛ играют важ-
ную роль у  растений в  качестве энергетическо-
го и субстратного резерва клетки, что актуально 
для растений высоких широт. В  нейтральных 
липидах ЖК в  основном образуют триацилгли-
церины, которые концентрируются в липидных 
тельцах, а в форме восков – на поверхности ли-
ста и в других структурах растения [23]. Для этой 
фракции отмечено максимально высокое раз-
нообразие индивидуальных ЖК (25), по срав-
нению с  другими фракциями, что подтвержде-
но и в литературе [24]. Процентное содержание 
фракции НЛ у видов различалось и изменялось 
в широком диапазоне – от 7 до 57% (табл. 1).

Содержание НЖК варьировало от 19 до 
52%. Соотношение ННЖК/НЖК у  разных ви-
дов существенно отличалось: высокие значения 
у  Oxyria digyna (4.2), в  группу со средними зна-
чениями (2.2–3.0) вошли Cerastium alpinum, Si-
lene acaulis, Stellaria humifusa Saxifraga cernua, S. 
сespitosa, для остальных видов характерны низ-
кие значения в диапазоне 0.9–1.8 (Ranunculus sul-
phureus, Salix рolaris, Betula nana, Dryas octopetala, 
Vaccinium uliginosum). В группу НЖК вошли три 
ЖКОДЦ: С20:0 представлена у  9 видов, С22:0 

у  8 видов, а  лигноцериновая ЖК С24:0 у  Dryas 
octopetala с  высоким содержанием  – 4.1%. Вы-
сокое содержание ЖКОДЦ было отмечено у  Si-
lene acaulis С20:0 (22.5%), причем ее содержание 
выше, чем ЖК С16:0  – 17.7%. Сходная ситуа-
ция была и у Dryas octopetala, когда содержание 
ЖК С16:0 было 8.7%, а ЖКОДЦ С20:0 – 12.7%, 
а у Vaccinium uliginosum концентрации этих двух 
ЖК были сходными  – 21–22%. Высокие значе-
ния ЖКОДЦ С22:0 имели Oxyria digyna, Dryas 
octopetala (8–11%).

Для НЛ характерны высокие значения со-
держания группы моноеновых ЖК по сравне-
нию с другими фракциями (6–23%). Например, 
у Stellaria humifusa составило 17%, Vaccinium ulig-
inosum – 23%. ЖКОДЦ С20:1 (n-9) была обнару-
жена у Oxyria digyna, Stellaria humifusa, Saxifraga 
cernua, S. сespitosa, Vaccinium uliginosum.

Содержание диеновых изменялось в  диапа-
зоне от 11 до 42%. Во фракцию вошли шесть ди-
еновых ЖК, общее содержание которых у  ряда 
видов (Cerastium alpinum, Stellaria humifusa, Saxi-
fraga cespitosa, Dryas octopetala) составило 28–42%, 
что выше, чем в ГЛ и ФЛ. У всех видов домини-
ровала ЖК С18:2 (n-6) с высоким содержанием 
(8–34%) за исключением Dryas octopetala. В этой 
группе широко представлены ЖКОДЦ. У  всех 
видов присутствовала С20:2 (n-6) со значени-
ями у  Dryas octopetala (11.0%), Saxifraga cespitosa 
(5.9%), Stellaria humifusa (3.8%), Ranunculus sul-
phureus (3.5%), Saxifraga cernua и  Cerastium alpi-
num (3.0%). ЖК  С20:2 (n-4) обнаружена только 
у  Ranunculus sulphureus (5.2%), ЖК С22:2 (n-6) 
у Dryas octopetala (27.60%).

Группа триеновых включала пять ЖК с  об-
щим высоким содержанием у Oxyria digyna (45%), 
Saxifraga cernua (37%), Saxifraga cespitosa (29%), 
Salix polaris (30%), Cerastium alpinum (21%), содер-
жание у остальных видов находилось в пределах 
2–12%. К  редким ЖК в  этой группе относится 
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Рис. 2. Дендрограмма сходства высших сосудистых растений Западного Шпицбергена по составу и  содержанию 
фосфолипидов: Ox_dig – Oxyria digyna; C_al – Cerastium alpinum; S_ac – Silene acaulis; St_h – Stellaria humifusa; R_sul – 
Ranunculus sulphureus; S_cer – Saxifraga cernua; Sax_ces – Saxifraga cespitosa; Sal_p – Salix polaris; B_n – Betula nana; 
Dr_oct – Dryas octopetala; Vac_ul – Vaccinium uliginosum.
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С18:3 (n-4), которая была обнаружена только 
у  Betula nana и  Vaccinium uliginosum (0.8 и  0.9%, 
соответственно).

В группу тетраеновых вошли четыре ЖК, из 
которых ЖКОДЦ С20:4 (n-4) оказалась домини-
рующей и присутствовала у всех видов, но с бо-
лее высоким содержанием у Silene acaulis (8.8%), 
Saxifraga cespitosa (5.3%), Betula nana (5.6%). 
У трех видов присутствует С20:4 (n-3) с высоким 
значением у Ranunculus sulphureus (8.6%), и толь-
ко ЖК С22:4 (n-4) с содержанием 11.5% была об-
наружена у Dryas octopetala.

Результаты кластерного анализа по фракции 
НЛ. По  результатам кластерного анализа вы-
делили 5 кластеров, которые объединили в  3 
группы (рис. 3). Первая группа включала один 
кластер (I), в  который вошли виды с  широки-
ми диапазонами варьирования всех ЖК: Oxyria 
digyna, Cerastium alpinum, Silene acaulis, Stellaria 
humifusa, Ranunculus sulphureus. Все  виды этой 
группы имели высокую активность (IV–V), 
кроме Silene acaulis (III). Отмечен большой 
диапазон варьирования содержания НЖК (19–
52%) и  доминирование диеновых ЖК. Во  вто-
рую группу вошли 3 вида из II кластера также 
с  высокой активностью: Saxifraga cernua (IVa), 
Saxifraga cespitosa (IVb), которые характеризо-
вались высокими значениями триеновых ЖК 
(29–37%). В третьей группе оказались виды трех 
кластеров с активностями (III–V), для которых 
характерны высокие значения НЖК (до 50%) 
в  сочетании с  высокими значениями разных 
ННЖК (до 50%). Для трех видов Dryas octopetala, 
активность (III), для Betula nana и Vaccinium ul-
iginosum  – активность (I–II) характерно при-
сутствие всего состава ЖК и высокие значения 
НЖК.

Полученные данные показали участие 
большого числа ЖК фракции НЛ у  всех видов 
арктических растений, что затрудняло выделе-

ние основных направлений их участия в адапта-
ции. Однако можно предположить, что фракция 
НЛ является резервом, который используется 
в  условиях повышения экстремальности среды 
в период активной вегетации.

Проведенное исследование показало, что 
имеется связь между составом ЖК отдельных 
фракций липидов и  показателем “активность 
вида” у  растений разного географического 
происхождения и  экологии в  условиях Запад-
ного Шпицбергена. Наиболее четко эта зависи-
мость просматривалась у видов по фракции ГЛ, 
что связано с ее высоким уровнем значимости 
в период активной вегетации, когда проводили 
исследование. В  результате анализа данных по 
составу ЖК разных фракций липидов выдели-
ли два вида (Silene acaulis и  Stellaria humifusa), 
у  которых “показатель активности” не всегда 
соответствовал группам по составу ЖК, в кото-
рые они входили. Например, Silene acaulis с ак-
тивностью (III), во фракции ФЛ вошла в груп-
пу видов с  высокими значениями активности 
(IV–V). Причиной этого несоответствия могут 
быть более благоприятные локальные условия 
местообитания, которые и  способствовали по-
вышению жизнедеятельности вида. Особый 
интерес вызвал вид Stellaria humifusa с  высо-
ким значением “активности вида” (IVa), кото-
рый вошел в  группу низко активных видов во 
фракции ГЛ. Представители этого вида были 
отобраны со скального экотопа приморской 
территории, где он формирует редкую жизнен-
ную форму  – “мат”, местообитание и  жизнен-
ная форма резко отличаются от других условий 
произрастания [25]. Это могло быть причиной 
более низкой активности в  данном локальном 
экотопе, но не исключает и  других причин об-
суждаемого несоответствия. Однако отмечен-
ные закономерности удивляют больше, чем их 
нарушения и  подчеркивают высокий уровень 
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Рис. 3. Дендрограмма сходства высших сосудистых растений Западного Шпицбергена по составу и  содержанию 
нейтральных липидов: Ox_dig – Oxyria digyna; C_al – Cerastium alpinum; S_ac – Silene acaulis; St_h – Stellaria humifusa; 
R_sul – Ranunculus sulphureus; S_cer – Saxifraga cernua; Sax_ces – Saxifraga cespitosa; Sal_p – Salix polaris; B_n – Betula 
nana; Dr_oct – Dryas octopetala; Vac_ul – Vaccinium uliginosum.
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выявленных взаимосвязей между “поведением” 
вида в  растительном сообществе, его экологи-
ческой амплитудой [14, 15] и жирнокислотным 
составом разных фракций липидов.

Основные направления адаптации, свя-
занные с  липидной составляющей, включали 
участие НЖК, группы моноеновых, диеновых 
и триеновых ЖК в разных соотношениях в зави-
симости от эколого-географических особенно-
стей видов.

В  механизмах путей адаптации исследован-
ных видов участвует сходный состав ЖК, но 
в  зависимости от эколого-физиологических 
особенностей видов, он значимо перестраива-
ется. Отличительной особенностью растений 
Арктики является увеличение значимости НЖК, 
содержание которых значимо варьировало по 
фракциям и  видам. Считается, что биосинтез 
диеновых ЖК С18:2 (n-6) и триеновых ЖК С18:3 
(n-3) обеспечивает биохимическую адаптацию 
растений к  низкой температуре  [26], что под-
твердилось и  в наших экспериментах. Высокая 
представленность триеновых во фракции ГЛ 
была отмечена в  высокогорьях южных широт 
у растений Альп [27]. Следует отметить для арк-
тических растений активное участие диеновых 
и даже моноеновых ЖК, что было отмечено для 
редкого вида Vaccinium uliginosum.

Участие в ЖК составе разных групп ЖКОДЦ 
у  растений Арктики заслуживает специального 
внимания. Одна из гипотез их присутствия во 
фракции ГЛ предполагает, что они могут свя-
зывать молекулы белков на поверхности кле-
точных мембран. Эта  группа ЖК может наряду 
с НЖК регулировать текучесть мембран в усло-
виях стресса [20]. Вариант их активности может 
объяснить значимое увеличение их содержания 
во фракции ГЛ у Betula nana и Vaccinium uligino-
sum, которые являются редкими видами и могут 
испытывать стресс.

Участие ЖКОДЦ во фракции ГЛ и ФЛ может 
быть связано с  формированием структурных 
компонентов различных мембран, в  том числе 
и специфической мембранной структуры – хон-
дриома, которая обеспечивает высокий уровень 
дыхания у  растений в  условиях Арктики  [28]. 
Более высокие значения ЖКОДЦ у  всех видов 
были во фракции НЛ. В условиях климата север-
ных широт большое защитное значение имеют 
покровные структуры листа, фонды запасания, 
формирование которых связано с большим раз-
нообразием и высоким содержанием ЖКОДЦ во 
фракции НЛ.

Выявленные зависимости показали, что 
в  условиях высоких широт в  обеих стратегиях 
адаптации  [2] липидная составляющая в  соста-
ве фракций ГЛ, ФЛ и  НЛ играет важную роль: 
обеспечивает и  поддерживает функциональную 
активность видов и  их устойчивость в  зависи-

мости от эколого-географических особенно-
стей, происхождения и адаптивного потенциала 
в условиях высокой Арктики.

Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с  участием людей в  качестве 
объектов изучения. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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У растений рода Betula L. с морфологическими признаками березы пушистой B. pubescens, березы 
повислой B. pendula и карельской березы B. pendula var. carelica во фрагментах почек по фазам их рас-
пускания исследованы показатели роста и влажности, а также содержание и состав жирных кислот 
(ЖКС) отдельных фракций суммарных липидов (СЛ). Фракции нейтральных липидов (НЛ), глико-
липидов (ГЛ) и фосфолипидов (ФЛ) выделяли из СЛ хлороформом, ацетоном и метанолом, соответ-
ственно. Растущие зачаточные листья отличались повышенной массой и влажностью по сравнению 
с чешуями и прилистниками. В зачаточных листьях по сравнению с другими фрагментами почек 
по фазам распускания отмечено высокое абсолютное содержание СЛ в I фазе и падение уровня СЛ 
по другим фазам, значительное абсолютное накопление НЛ и ФЛ к III фазе и использование в IV 
фазе при накоплении ГЛ в эту фазу, высокий уровень ненасыщенных жирных кислот (ННЖК) СЛ 
и их отдельных фракций в исследуемый период, повышение в составе ФЛ и ГЛ уровня линоленовой 
кислоты (С18:3) к IV фазе, а также рост относительного содержания пальмитиновой кислоты (С16:0) 
в составе ГЛ к III фазе и снижение ее уровня в IV фазе. ЖКС фракций СЛ фрагментов распускаю-
щихся почек берез был представлен преимущественно ННЖК (до 88% от суммы ЖК). Основную 
долю ННЖК составляли С18:3 и линолевая (С18:2) (до 55 и 47% от суммы ЖК соответственно), в насы-
щенных ЖК преобладала С16:0 (до 42%). У трех берез при развитии почек по фазам распускания в их 
отдельных фрагментах как в СЛ, так и во всех фракциях СЛ относительное содержание С18:2 снижа-
лось при повышении в составе ГЛ и ФЛ – С18:3. У этих берез, различающихся по морфологическим 
признакам, отличительные особенности липидного состава выявлены преимущественно в чешуях.

Ключевые слова: Betula, фрагменты почек, фазы распускания, суммарные липиды, нейтральные 
липиды, фосфолипиды, гликолипиды, жирные кислоты.

DOI: 10.31857/S0015330324060059, EDN: MARTZH

ВВЕДЕНИЕ
Береза (Betula)  – род листопадных деревьев 

и кустарников семейства Березовые (Betulaceae), 
широко распространенных на территории Рос-

1	 Дополнительные материалы размещены в электронном виде по 
DOI статьи: 10.31857/S0015330324060059
Сокращения: ГЛ – гликолипиды; ЖК – жирные кислоты; ЖКС – 
состав жирных кислот; листочки – зачаточные листья, НЖК – 
насыщенные жирные кислоты; НЛ  – нейтральные липиды; 
ННЖК  – ненасыщенные жирные кислоты; СЛ  – суммарные 
липиды; ФЛ – фосфолипиды.

сии, в Северном полушарии и во многих других 
регионах планеты. Исследования этой древесной 
породы представляют большой научный и прак-
тический интерес, поскольку род Betula включа-
ет много ценных видов и форм [1–4]. В России 
преобладают два вида: береза повислая B. pen-
dula Roth (1788) и  береза пушистая B. pubescens 
Ehrh. (1789). Особенно ценной из-за узорчатого 
рисунка древесины является разновидность бе-
резы повислой  – карельская береза (B.  pendula 
var. carelica (Merckl.) Hamet-Ahti (1984)). Широ-
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кое распространение березы в  различных широ-
тах, в том числе в условиях Севера, обусловлено 
высоким адаптационным потенциалом ее к усло-
виям среды. Закладка почек берез происходит 
задолго до их распускания, в июле–августе. В за-
щищенном, закрытом состоянии ткани почек 
проводят более 10 месяцев, успешно сохраняя 
жизнеспособность и потенциал для развития по-
бега в весенний период. Определяющее значение 
в  адаптационных механизмах почек березы име-
ет структурно-функциональная организация их 
фрагментов  – почечных чешуй, прилистников 
и зачаточных листьев (далее – листочков). Чешуи, 
прилистники и  особенно листочки различных 
видов берез густо покрыты выделяющими липи-
ды железками, располагающимися неодинаково 
на отдельных фрагментах почки.

Фракционный и  жирнокислотный состав 
мембранных и  запасных липидов клеточных 
структур растений определяет их функциональ-
ную, в  том числе адаптационную активность. 
Среди лиственных древесных растений такие 
исследования проведены преимущественно на 
растениях рода Betula. При  изучении сезонной 
динамики суммарных липидов (СЛ) в  почках 
различных видов березы было показано, что 
максимум их накопления приходится на осен-
не-зимний период  [5, стр. 105]. Весной количе-
ство липидов в  почках снижается, что объясня-
ется использованием их на ростовые процессы. 
Проведенные нами ранее исследования показа-
ли, что по фазам распускания почек березы отме-
чаются значительные изменения в  содержании 
СЛ, их фракций и  ЖКС фракций липидов  [4]. 
Полученные данные позволяют заключить, что 
в  период распускания почек при формирова-
нии ассимиляционного аппарата происходят 
значительные преобразования компонентов 
мембран, в частности входящих в их состав двух 
самых главных групп полярных липидов  – гли-
колипидов (ГЛ) и фосфолипидов (ФЛ), а также 
неполярных нейтральных липидов (НЛ). Дина-
мика СЛ, их фракций и жирнокислотный состав 
(ЖКС) фракций липидов по фазам распускания 
фрагментов почек березы остаются не исследо-
ванными. Для  выявления закономерностей из-
менения липидного состава в  почках листвен-
ных древесных растений в  период перехода их 
к активной вегетации и участия в этом процессе 
отдельных фрагментов почек, в первую очередь, 
необходимо исследование как относительного 
содержания отдельных фракций СЛ, так и ЖКС 
их липидов во фрагментах почек по фазам рас-
пускания, в частности, у растений рода Betula.

При изучении состава липидов по фазам рас-
пускания почек растений рода Betula выявлены 
заметные отличия в динамике содержания СЛ, их 
фракций и  ЖКС фракций липидов у  березы пу-
шистой, березы повислой и карельской березы [4]. 

Для  понимания общих закономерностей и  видо-
вых особенностей изменения липидного состава 
во фрагментах почек по фазам их распускания 
у  растений рода Betula возникла необходимость 
изучить в этом отношении разные виды берез.

Цель работы  – исследование у  различных 
представителей растений рода Betula показателей 
роста, влажности, абсолютного содержания как 
СЛ, так и отдельных фракций этих липидов сов-
местно с изучением ЖКС СЛ и их фракций фраг-
ментов почек (чешуй, прилистников и  листоч-
ков) по отдельным фазам распускания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Характеристика объекта. Исследовали веге-

тативные почки 30-летних растений рода Betula 
с характерными морфологическими признаками 
березы пушистой Betula pubescens Ehrh., березы 
повислой Betula pendula Roth и карельской бере-
зы Betula pendula var. carelica (Merckl.) Hаmet-Ahti, 
произрастающих на пробных площадях чистых 
березовых насаждений агробиологической стан-
ции Карельского научного центра РАН в  черте 
г. Петрозаводска, Республика Карелия, Россия 
(61°47’46” с.ш., 34°20’57” в.д.). Для  анализа от-
бирали по 70–100 почек с каждого из трех дере-
вьев одного вида, всего исследовали 9 деревьев. 
Температура воздуха в  период исследования со-
ответствовала периоду вегетационной весны  – 
начало периода приходилось на переход средней 
суточной температуры воздуха через 5°С,  окон-
чание – на переход через 15°С. Идентификацию 
исследуемых берез проводили по морфологиче-
ским признакам [4].

Подготовка образцов. Образцы были получены 
с 29 апреля по 20 мая 2008 г. Боковые ветви срезали 
с южной стороны средней части кроны берез од-
новременно в утренние часы (10–11 ч) в соответ-
ствии с фенофазами распускания почек: I фаза – 
набухание почек (почки заметно увеличились 
в размерах, конец апреля), II фаза – разверзание 
почек (в верхней части почек появился конус мо-
лодых листьев, начало мая); III фаза – раскрытие 
вегетативных почек, молодые листья сложены 
в трубочку, вторая декада мая); IV фаза – молодые 
листья размером до 10 мм (обособление молодых 
листьев, поверхность листьев складчатая, видны 
черешки, третья декада мая). Фазы распускания 
почек у исследуемых растений прослеживали ви-
зуально, в  год проведения эксперимента по сро-
кам они совпадали. Почки отделяли от свеже-
срезанных побегов и  разбирали на фрагменты: 
чешуи, прилистники, листочки, определяли их 
влажность, сухую массу одной почки.

Экстракция липидов и разделение их на фрак-
ции. Образцы растительного материала расти-
рали в фарфоровой ступке до порошкообразно-
го состояния. Липиды экстрагировали смесью 
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хлороформ-метанол (2 : 1) из расчета 20 частей 
экстрагирующей смеси на 1 часть анализируе-
мой пробы. Для  очистки от водорастворимых 
примесей экстракт промывали водой. Хлоро-
форм из липидного экстракта отгоняли. Разделе-
ние липидов на отдельные фракции выполняли 
методом колоночной хроматографии в  стеклян-
ных пипетках Пастера (объем 3 мл, длина 230 мм, 
диаметр 7 мм), заполненных силикагелем (Davisil, 
100–200 мкм, Sigma Aldrich, США). Фракцию 
нейтральных липидов элюировали хлорофор-
мом, гликолипидов  – ацетоном, а  фосфолипи-
дов – метанолом. Полноту экстракции отдельных 
фракций контролировали путем сбора их порций 
и  последующим сжиганием в  концентрирован-
ной серной кислоте при 200°С в течение 15 мин 
в  термостате, а  также дальнейшей УФ-спектро-
фотометрией полученных растворов при 375 нм. 
Массу каждого препарата СЛ и отдельных фрак-
ций СЛ определяли в процентах от абсолютно су-
хого веса растительного образца.

Анализ ЖК. Метиловые эфиры ЖК СЛ и их 
фракций, полученные реакцией переэтерифи-
кации с  безводным метанолом (99.8%) и  аце-
тилхлоридом (95.0%), растворяли в  н-гексане. 
Анализ метиловых эфиров ЖК проводили мето-
дом газожидкостной хроматографии на газовом 
хроматографе Кристалл 5000.1 (Хроматэк, Рос-
сия). Для  разделения использовали капилляр-
ную колонку ZB-FFAP 50 м × 0.32 мм × 0.5 мкм 
(Zebron, Phenomenex, США). Ее  стационарной 
фазой служил полиэтиленгликоль, модифици-
рованный нитротерефталатом. Объем вводи-
мого образца метиловых эфиров ЖК составлял 
1 мкл. Разделение этих эфиров проводили в изо-
термическом режиме при 190°С.  Газ-носитель 
колонки – азот. Расход 50 мл/мин. Температура 
камеры испарителя  – 240°С,  пламенно-иони-
зационного детектора  – 260°С.  Расход водоро-
да и воздуха – 40 и 400 мл/мин соответственно. 
Метиловые эфиры индивидуальных ЖК иден-
тифицировали по времени удерживания в тех же 
условиях 37 отдельных компонентов смеси их 
метиловых эфиров с длинами цепей от С4 до С25 
(Supelсo, США), а  также путем сравнения по-
лученных данных со стандартной эквивалент-
ной длиной цепи  [6]. Концентрацию каждой 
ЖК рассчитывали по площадям пиков методом 
нормализации. Индивидуальные ЖК были вы-
делены в  группы, отличавшиеся по числу двой-
ных связей в  углеродной цепи: ненасыщенные 
(моноеновые, диеновые и  триеновые, ННЖК) 
и  насыщенные (при отсутствии двойных свя-
зей в  их цепи, НЖК). Для  сравнительного ана-
лиза состава ЖКС отдельных фракций липидов 
фрагментов почек берез между собой и по фазам 
распускания были использованы главные ЖК, 
которые составляли наибольшую долю от суммы 
ЖК: пальмитиновая (С16:0), стеариновая (С18:0), 

олеиновая (С18:1), линолевая (С18:2), линоленовая 
(С18:3). Эти ЖК присутствовали во всех фракциях 
липидов фрагментов почек всех берез и именно 
они определяли динамику ЖКС в период иссле-
дования. Относительное содержание всех ЖК 
определяли в массовых процентах от их общего 
содержания указанных главных ЖК в  исследуе-
мом образце.

Индекс двойной связи (ИДС), характеризу-
ющий степень ненасыщенности ЖК рассчиты-
вали по формуле:

ИДС = ΣPj n/100, где:

Pj – содержание ЖК (% от суммы ЖК);
n – количество двойных связей.

Коэффициент ненасыщенности (К)  ЖК 
определяли по формуле:

К = ΣННЖК/ΣНЖК.

Статистическая обработка данных. Экспери-
мент проводили в  трех биологических повтор-
ностях для каждого из трех представителей рода 
Betula. Результаты были статистически обрабо-
таны с  помощью программ Statistica 10.0, Past 
4.13. В  многофакторном компонентном диспер-
сионном анализе рассматривали кластеризацию 
выборок по методу главных компонент, учиты-
вающих массу, влажность, содержание СЛ, НЛ, 
ФЛ и  ГЛ на единицу сухого вещества фрагмен-
тов почек, при этом данные были предваритель-
но нормализованы. Для определения характера 
распределения использован критерий Шапи-
ро-Уилка. Оценку различий между вариантами 
выполняли при помощи однофакторного дис-
персионного анализа с  последующим проведе-
нием апостериорного теста (поправки Тьюки). 
Результаты представляли в виде М ± Sd (где М – 
среднее значение (n = 3), Sd  – стандартное от-
клонение). Статистически значимыми считали 
различия при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Общие закономерности. На  основании 

многофакторного компонентного анализа 
(PCA), объекты были сгруппированы по величи-
нам показателей массы, влажности, содержания 
СЛ, НЛ и ГЛ фрагментов почек по фазам распус-
кания с учетом видовой принадлежности расте-
ний (рис. 1). На разделение объектов по группам 
в  большей степени оказали влияние фракции 
липидов  – СЛ, НЛ и  ГЛ. Масса и  ФЛ вносили 
незначительную факторную нагрузку. Во  всех 
фрагментах почек, особенно в листочках, отчет-
ливо выделялись группы по фазам распускания, 
причем наиболее заметно выделялась I фаза 
(рис. 1а–в).
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Рис. 1. Ординация 36 образцов фрагментов почек берез:  – B. pubescens,  – B. pendula,  – B. pendula var. сarelica. 
Эллипсы а–в группируют фазы распускания; г–е – виды берез. Фазы распускания: I – белый, II – серый, III – 
светло-серый, IV – черный, а, г – РС 1 (70.93% дисперсии) коррелировал с влажностью (r = 0.87), содержанием СЛ 
(r = 0.36); РС 2 (14.53% дисперсии) коррелировал с содержанием НЛ (r = 0.55) и ГЛ (r = 0.75); б, д – РС 1 (49.11% дис-
персии) коррелировал с влажностью (r = 0.72), содержанием СЛ (r = 0.35) и ГЛ (r = 0.57); РС 2 (35.93% дисперсии) 
коррелировал с содержанием СЛ (r = 0.69) и НЛ (r = 0.59); в, ж – РС 1 (67.42% дисперсии) коррелировал с содержа-
нием СЛ (r = 0.72), содержанием НЛ (r = 0.50) и ГЛ (r = 0.43); РС 2 (27.72% дисперсии) коррелировал с влажностью 
(r = 0.71), содержанием НЛ (r = 0.47) и ГЛ (r = 0.50).
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Однофакторный дисперсионный анализ по-
казал, что масса листочков по сравнению с дру-
гими фрагментами почек была максимальной 
у  всех берез, и,  в отличие от других фрагмен-
тов почек, возрастала по фазам их распускания 
(рис. 2а). Влажность листочков также была мак-
симальной по сравнению с другими фрагмента-
ми почек и возрастала у всех фрагментов по фа-
зам распускания (рис. 2б).

Листочки в  I фазу распускания отличались 
большим уровнем СЛ по сравнению с прилист-
никами и чешуями (рис. 3а). Снижение содержа-
ния СЛ в исследуемый период происходило у трех 
берез только в листочках. Накопление фракций 
НЛ и  ФЛ отмечалось также только в  листочках 
к  III фазе, далее в  IV фазу в  них происходило 
снижение уровня НЛ (рис. 3б, в). Фракция ГЛ 
в  листочках трех берез имела противоположно 
направленную динамику по сравнению с  фрак-
циями НЛ и ФЛ (рис. 3г). Отмечалось снижение 
уровня ГЛ в  чешуях и  прилистниках по фазам 
распускания почек берез. Наблюдали снижение 
уровня ФЛ в чешуях и прилистниках в процессе 
распускания почек от I к IV фазе (рис. 3в).

Отмечалось преобладание в I фазу в СЛ всех 
фрагментов почек трех берез ННЖК (Допол-
нительные материалы, табл. 1–3). Происходило 

снижение уровня ННЖК СЛ к  III фазе в  при-
листниках у  всех берез и  в листочках у  березы 
повислой и карельской. Наблюдали стабильный 
уровень этого показателя в  листочках у  березы 
пушистой в  процессе распускания почек. В  че-
шуях почек трех берез по сравнению с другими 
фрагментами в  I фазу отмечался пониженный 
уровень ННЖК СЛ, который в  большей мере 
был обусловлен их низким содержанием в запас-
ных НЛ (на фоне низкого уровня С18:3 в  НЛ), 
а отнюдь не в мембранных ФЛ и ГЛ. Отмечалось 
отсутствие однозначно выраженной динамики 
ННЖК СЛ и ФЛ во фрагментах почек по фазам 
распускания. Показано преимущественное со-
держание С18:3, С18:2 и С16:0 в ЖКС СЛ и их фрак-
ций фрагментов почек берез, а также значитель-
ные изменения их уровня по фазам распускания 
почек. Уровни С18:0 и С18:1 заметно не менялись на 
протяжении всего периода исследования.

Видовые отличия. При  рассмотрении видо-
вых отличий показателей фрагментов почек 
у  трех представителей рода Betula с  использова-
нием многофакторного компонентного анали-
за именно в чешуях выделены группы по видам. 
Особенно отчетливо выделяется береза пуши-
стая, группы березы повислой и  карельской 
располагались близко (рис. 1е). В прилистниках 
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компонентный анализ по комплексу признаков 
позволил выделить березу пушистую, группы 
близкородственных видов берез повислой и  ка-
рельской перекрывались (рис. 1д). По  данным 
компонентного анализа листочков, виды берез 
не разделились на разные группы (рис. 1г).

Результаты однофакторного дисперсионно-
го анализа показали, что фрагменты почек 

березы пушистой по сравнению с  другими бе-
резами характеризовались высоким содержа-
нием НЖК во фракциях НЛ и  ГЛ за счет пре-
имущественно высокого уровня С16:0. Березу 
пушистую отличало также в  первые две фазы 
пониженное содержание С18:2 в  ГЛ листочков 
при повышенном уровне С16:0 (Дополнительные 
материалы, табл. 1).
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Рис. 3. Содержание суммарных липидов (а), нейтральных липидов (б), фосфолипидов (в) и гликолипидов (г) фраг-
ментов почек разных видов и формы Betula: (1) B. pubescens, (2) B. pendula, (3) B. pendula var. carelica. Белый, штри-
ховка, серый – чешуи, прилистники, листочки соответственно. I–IV – фазы распускания. Сравнения проводили 
для каждого фрагмента по фазам распускания и по видам березы. Каждое значение представляет среднее из трех 
биологических повторностей и их стандартное отклонение. Разными латинскими буквами обозначены статистиче-
ские различия (HSD-тест Тьюки, P < 0.05).
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У  березы повислой, в  отличие от других 
берез, происходило значительное снижение 
уровня С18:2 при росте содержания С16:0 в  соста-
ве фракции ГЛ в  процессе развития почек от I 
к  III  фазе и  пониженный уровень С18:2 во фрак-
ции ФЛ в  течение всего периода исследования 
(Дополнительные материалы, табл. 2). У карель-
ской березы, в отличие от других берез, отмечали 
пониженный уровень массы листочков и  влаж-
ности всех фрагментов почек в  соответствую-
щие фазы, низкое содержание НЛ в  чешуях во 
все фазы, повышенное содержание ННЖК во 
фракции НЛ фрагментов распускающихся по-
чек, обусловленное высоким содержанием С18:2 
при низком уровне С16:0 (Дополнительные мате-
риалы, табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Общие закономерности. Масса листочков как 

наиболее функционально значимых фрагментов 
почек была максимальной у  представителей ис-
следованных берез и, в отличие от других фраг-
ментов почек, возрастала по фазам их распус-
кания. Учитывая отпад чешуй и  прилистников 
после распускания почек, отсутствие их роста 
можно рассматривать как адаптационный меха-
низм сохранения ресурсного потенциала почек 
для формирования молодого листа. Влажность 
листочков также была максимальной по сравне-
нию с другими фрагментами почек. Повышение 
влажности всех фрагментов почек берез по фа-
зам распускания в  мае, в  период активного со-
кодвижения, способствовало росту листочков, 
выходу растений из состояния вынужденного 
покоя и  переходу к  активной вегетации. Пока-
зано, что у  березы повислой, произрастающей 
в  условиях холодного климата и  многолетней 
мерзлоты Центральной Якутии и  отличающей-
ся высокой морозоустойчивостью, содержание 
воды в почках в зимне-весенний период в февра-
ле – апреле варьировало в пределах 32–34%, а к 
началу вегетации деревьев, в мае, ее количество 
в  тканях возрастало почти вдвое и  превышало 
60%  [3]. Такая высокая влажность во фрагмен-
тах почек исследованных нами берез отмечалась 
только у березы повислой в листочках, в IV фазу 
развития почек.

Ранее нами была показана динамика содер-
жания СЛ, их фракций и ЖКС фракций липидов 
в целых почках по фазам распускания [4]. Содер-
жание СЛ варьировало от 27 до 45% от абсолют-
но сухого веса растительного образца (масс.%). 
В  составе СЛ преобладали НЛ (до 42 масс.%), 
уровень ГЛ и ФЛ был значительно ниже (макси-
мум соответственно, 13 и 8 масс.%). Результаты 
данного исследования показали, что листочки 
как наиболее функционально значимые фраг-
менты ассимиляционного аппарата почек в  I 

фазу распускания отличались большим уровнем 
СЛ по сравнению с прилистниками и чешуями. 
Снижение содержания СЛ в расчете на единицу 
сухого вещества в исследуемый период происхо-
дило у трех берез только в листочках, что могло 
быть обусловлено использованием их в  метабо-
лических процессах, а  также так называемым 

“эффектом разбавления” в  результате увеличе-
ния их массы при интенсивном росте перед на-
чалом активной вегетации. В  этот период еще 
не происходило в  достаточном количестве по-
полнения энергетического материала в  клетках 
растений за счет фотосинтеза и  поступления 
элементов питания из почвы.

Повышение уровней фракций НЛ и  ФЛ 
в  листочках к  III фазе свидетельствовало о  по-
вышении энергетического и  ресурсного потен-
циала листочков к  этой фазе. Очевидно, в  этот 
период, в  III фазу, когда почки раскрываются 
и появляются молодые листья, ФЛ в них актив-
но синтезируются и  принимают участие в  фор-
мировании клеточных структур. Ранее на осно-
вании сравнительного исследования липидного 
состава распускающихся почек березы пуши-
стой, повислой и  карельской нами было пока-
зано, что при распускании почек существенно 
повышается содержание ФЛ в связи с активным 
образованием клеточных структур, в мембраны 
которых они входят, и этот процесс происходит 
в  III фазу распускания почек  [4]. По  результа-
там данной работы, накопление ФЛ, а также НЛ 
осуществляется в  эту фазу только в  листочках. 
Формирование молодого листа (IV фаза), напро-
тив, было сопряжено со значительным расходом 
энергетических ресурсов листочка, о  чем сви-
детельствовало снижение в эту фазу уровня НЛ 
в расчете на единицу сухого вещества.

Снижение содержания ГЛ в  листочках на 
единицу сухого вещества к  III фазе можно объ-
яснить “эффектом разбавления” в  результате 
интенсивного роста листочков в  период повы-
шения влажности их тканей на фоне сокодвиже-
ния при повышении температуры воздуха [1, 2]. 
Активно накопление ГЛ проходило в  IV фазу, 
непосредственно перед появлением молодого 
листа, когда их уровень повышался на единицу 
сухого вещества несмотря на наличие “эффек-
та разбавления” в результате продолжающегося 
повышения массы листочков. Накопление ГЛ 
в листочках в эту фазу могло быть обусловлено 
значительной стимуляцией их синтеза. В иссле-
дованиях, проведенных без учета фаз распуска-
ния почек хвойных растений, установлено, что 
в  их меристемах перед появлением хвои содер-
жание ФЛ и  ГЛ в  мембранах значительно воз-
растало, что объяснялось увеличением размеров 
клеток и формированием их фотосинтетическо-
го аппарата [7, 8]. Снижение уровня ГЛ в чешуях 
и прилистниках в расчете на единицу сухой мас-
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сы по фазам распускания почек берез, вероятно, 
обусловлено включением их в  метаболические 
процессы, и  не было связано с  массой этих ор-
ганов, которая по фазам распускания почек не 
изменялась значительно и однозначно у трех бе-
рез. Поскольку к  моменту появления молодых 
листьев они отпадают, то снижение уровня ГЛ 
и,  как отмечено выше, ФЛ в  этих фрагментах, 
возможно, является показателем деструкции 
у  них мембранных липидов клеток в  процессе 
распускания почек.

Фракции НЛ и  ФЛ в  листочках трех берез 
имели противоположно направленную дина-
мику по сравнению с фракцией ГЛ. Повышение 
уровня НЛ в прилистниках почек трех берез ко 
II–III фазам указывало на аналогичное с  ли-
сточками запасание энергетического материа-
ла у них. Однако снижения их уровня к IV фазе, 
как это происходило в листочках, не было, что 
можно объяснить отсутствием энергетических 
затрат на ростовые процессы, поскольку, как 
отмечено выше, их масса не увеличивалась. 
Снижение уровня ФЛ в  чешуях и  прилистни-
ках в процессе распускания почек от I к IV фазе 
свидетельствовало о  структурных преобразо-
ваниях с  тенденцией деструкции компонентов 
клеточных мембран.

Таким образом, листочки имели отличную 
от других фрагментов почек динамику фракци-
онного состава липидов – при снижении уровня 
СЛ в  исследуемый период отмечалось повыше-
ние к III фазе уровней НЛ и ФЛ с падением в IV 
фазе, и со снижением уровня ГЛ к III фазе с уве-
личением в IV фазе. По фракционному составу 
СЛ фрагментов почек в  период исследования 
обозначилась идентичность направленности их 
изменения в  составе чешуй и  прилистников  – 
при относительно неизменном уровне СЛ уров-
ни НЛ повышались, а ГЛ и ФЛ снижались.

Выявленный нами ранее [4] высокий уровень 
ННЖК во всех фракциях липидов по фазам рас-
пускания почек исследованных берез свидетель-
ствует о  высокой степени жидкостных характе-
ристик мембран клеток развивающихся почек, 
что, очевидно, является необходимым условием 
для активно протекающих в этот период метабо-
лических процессов и  обеспечивает защитные 
функции растений от возможных неблагоприят-
ных климатических условий в весенний период. 
Высокая степень ненасыщенности ЖК мембран-
ных липидов определяет физическое состояние 
биологических мембран, что необходимо для 
поддержания текучести липидного окружения 
мембранных белков и  особенно ферментов, 
обеспечения высокой пропускной способности 
мембран для ионов и молекул. Это, в свою оче-
редь, определяет характер и интенсивность мета-
болизма в клетках [9–12]. Напротив, увеличение 
насыщенности ЖК СЛ связано с перестройкой 

структуры мембран в направлении снижения их 
эластичности и проницаемости [13, 14].

Преобладание в  I фазу в  СЛ всех фраг-
ментов почек трех берез ННЖК обеспечива-
ло устойчивость их к  возможным колебаниям 
температуры в условиях Карелии в этот период. 
Снижение уровня ННЖК СЛ к III фазе в при-
листниках у  всех берез и  в листочках березы 
повислой и  карельской происходило на фоне 
повышения температуры воздуха, когда воз-
можность наличия заморозков снижалась. Ста-
бильный уровень этого показателя в листочках 
у  березы пушистой в  процессе распускания 
почек был обусловлен относительно низким 
по сравнению с другими березами уровнем не-
насыщенности ЖК СЛ уже в  I фазе. В чешуях 
почек трех берез по сравнению с другими фраг-
ментами в  I  фазу отмечался пониженный уро-
вень ННЖК СЛ, обусловленный их уровнем 
в  запасных НЛ (на фоне низкого уровня С18:3 
в  НЛ), а  не в  мембранных ФЛ и  ГЛ, преиму-
щественно обеспечивающих консистенцию 
и функциональную активность, в том числе за-
щитную, мембранных компонентов раститель-
ных клеток. Пониженный уровень ННЖК СЛ 
в чешуях по сравнению с другими фрагментами 
почек трех берез в I фазу и отсутствие однознач-
но выраженной динамики его по фазам распус-
кания могут свидетельствовать о более низкой 
функциональной активности этих фрагментов 
по сравнению с прилистниками и листочками.

Преимущественное содержание в  ЖКС СЛ 
фрагментов почек берез С18:3, С18:2 и  С16:0, а  так-
же значительные изменения их уровня по фазам 
распускания почек указывают на большую зна-
чимость этих ЖК в  период исследования. С18:3 
и  С18:2 в  основном определяют функциональное 
состояние мембран растительных клеток [15, 16] 
Повышение в  СЛ листочков уровня С18:3 от II 
(у березы пушистой) или III фазы (у двух других 
берез) к  IV фазе происходило преимуществен-
но за счет повышения уровня этой кислоты во 
фракциях ФЛ и  особенно ГЛ. Известно, что 
С18:3 участвует непосредственно в  формирова-
нии фотосинтетического аппарата  [17–19] и  ее 
накопление в  мембранных липидах формиру-
ющихся листочков способствовало этому про-
цессу. При  этом в  листочках к  III фазе С18:2 СЛ, 
по-видимому, утрачивала свое значение, по-
скольку ее уровень заметно снижался, причем 
особенно значительно в ГЛ листочков березы ка-
рельской и повислой. На значимость С18:3 и С16:0 
в процессах распускания почек указывает также 
однозначное у трех берез в чешуях и прилистни-
ках повышение к III фазе содержания в ГЛ С18:3, 
а в ФЛ прилистников – С16:0.

Повышение к  III фазе уровня С16:0 в СЛ ли-
сточков за счет фракции ГЛ свидетельство-
вало о  большой значимости ее в  эту фазу для 



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 6          2024

	 ФРАКЦИОННЫЙ И ЖИРНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ ЛИПИДОВ ФРАГМЕНТОВ ПОЧЕК 	 731

функциональной активности структур этих 
фрагментов. Значение С16:0 в  структурно-функ-
циональной организации растительной клетки 
сейчас активно исследуется, при этом роль ее 
в составе мембранных липидов в условиях холо-
дового стресса у растений все еще недостаточно 
изучена [20, 21]. Отмечались не единичные слу-
чаи возрастания относительного содержания 
С16:0 в  мембранных липидах растений в  услови-
ях стресса [14, 23], что, по мнению автора [22], 
указывает на возможное существование альтер-
нативного пути противостояния стрессовой си-
туации, отличного от общепринятой гипотезы 

“гомеовязкостной адаптации текучести клеточ-
ных мембран”.

Характерной особенностью ЖКС НЛ ли-
сточков в  I фазу было значительное варьи-
рование уровня ННЖК у  трех берез  – от 35% 
у березы пушистой до 94% – у карельской, что 
говорит о  разном уровне жидкостных харак-
теристик запасных липидов в  структурах этих 
фрагментов у  разных берез перед началом рас-
пускания почек. В НЛ листочков в I фазу отме-
чалось также значительное варьирование у трех 
берез уровня С16:0 – от 5% у карельской березы 
до 50% – у березы пушистой. Однако к IV фазе 
уровни ННЖК и С16:0 в НЛ листочков у трех бе-
рез сближались.

В  ФЛ фрагментов почек трех берез преиму-
щественно высокий и  близкий у  разных бе-
рез уровень ННЖК во всех фрагментах почек 
и во все фазы обеспечивал активные процессы 
в  мембранах клеточных структур в  переходный 
к вегетации период. Преобладание в составе ГЛ 
прилистников и  особенно листочков у  трех бе-
рез ННЖК (до 88% от суммы ЖК) обеспечивало 
активные метаболические процессы в  мембра-
нах хлоропластов этих фрагментов почек в тече-
ние всего периода исследования. Их уровень не 
изменялся однозначно у  трех берез по фазам, 
за исключением того, что при переходе от III 
к IV фазе в листочках уровень ННЖК повышал-
ся за счет С18:3, что обусловлено, как было отме-
чено выше, участием этой ЖК в формировании 
фотосинтетического аппарата в  растительных 
клетках. Пониженный уровень ННЖК ГЛ в че-
шуях по фазам распускания у соответствующих 
берез демонстрировал, возможно, пониженный 
уровень обменных процессов в  структурных 
компонентах их хлоропластов.

Таким образом, характеризуя ЖКС отдель-
ных фракций СЛ фрагментов почек берез, сле-
дует отметить очень большие различия по со-
держанию ННЖК во фракции НЛ в I фазу и по 
видам и  по фрагментам, что может свидетель-
ствовать об отсутствии принципиальной зна-
чимости их количества для функциональной 
активности компонентов фрагментов почек 
в этот период. Сближение уровней ННЖК НЛ 

за счет С18:3 и С18:2 в листочках у трех берез к IV 
фазе, возможно, указывает на необходимость 
определенного, близкого у  всех берез, уровня 
ННЖК НЛ в период активного формирования 
молодых листьев. В отличие от НЛ, присутствие 
во фракции ФЛ фрагментов почек трех берез 
близкого по видам, фрагментам, фазам и  вы-
сокого уровня ННЖК (до 78% от суммы ЖК) 
в период распускания почек указывает на весо-
мый вклад этой фракции липидов в  мембран-
ную активность компонентов всех фрагментов. 
О  разнонаправленном характере изменений 
в  составе ФЛ листочков по сравнению с  при-
листниками может говорить повышение у трех 
берез в  период распускания почек уровня осо-
бенно значимых ЖК – С18:3 в листочках, а С16:0 – 
в  прилистниках. О  преобладающем вкладе ГЛ 
в  функциональную активность мембран хло-
ропластов в компонентах листочков трех берез 
свидетельствовал особенно высокий уровень 
ННЖК ГЛ в них по сравнению с прилистника-
ми и  чешуями. На  значительные преобразова-
ния в составе ГЛ листочков к III фазе говорит 
накопление С16:0 в них. Повышение уровня С18:3 
в  ГЛ листочков в  последней фазе их развития 
обеспечивало интенсивное формирование 
фотосинтетического аппарата в этот период.

Видовые особенности. Рассмотрение видо-
вых отличий показателей фрагментов почек 
у трех представителей рода Betula с использова-
нием многофакторного компонентного анали-
за показало, что чешуи значительно отличались 
по видам берез, в  то время как прилистники 
и особенно листочки имели менее выраженные 
видовые отличия. У  березы пушистой, в  от-
личие от других берез, отмечалась повышенная 
масса всех фрагментов, за исключением мас-
сы чешуй и  прилистников в  IV фазу, когда их 
масса снижалась до уровня других берез. Ве-
роятно, у  березы пушистой с  целью экономии 
энергетических ресурсов происходило сни-
жение массы чешуй и  прилистников перед их 
отпадом при раскрытии листочков в результате 
оттока ассимилятов в  растущий листочек. По-
следнее можно отнести к  одному из адаптаци-
онных механизмов вида, для которого харак-
терно выживание в  экстремальных условиях. 
Также энергетические ресурсы в чешуях в ряду 
берез: пушистая, повислая и  карельская сни-
жались, о  чем свидетельствовало уменьшение 
в этом ряду в I фазу уровней СЛ и их фракций, 
особенно НЛ и ФЛ, а также уровней НЛ в этом 
ряду и во все фазы. Чешуи березы пушистой об-
ладали самым большим энергетическим и  ре-
сурсным потенциалом в I фазу, но далее в про-
цессе распускания почек значительно снижали 
его и  приближали в  IV фазу к  уровню других 
берез, о чем можно было судить по содержанию 
там НЛ и особенно ФЛ.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В  результате проведенных исследований 

у  трех представителей растений рода Betula вы-
явлены только наиболее общие закономерности 
изменения интенсивности роста, влажности 
и липидного состава фрагментов почек по фазам 
распускания. Физиологически является целесо-
образным, что у всех исследованных берез отме-
чалась самая большая масса у  функционально 
наиболее значимых фрагментов почек (листоч-
ков) по сравнению с прилистниками и чешуями. 
Росту листочков в процессе распускания почек 
способствовала повышенная их влажность по 
сравнению с  другими фрагментами, масса ко-
торых не увеличивалась в  исследуемый период. 
Повышение влажности всех фрагментов почек 
берез по фазам их распускания (максимально 
в  2 раза) было обусловлено активным сокодви-
жением у  берез в  этот период и  стимулировало 
метаболические процессы в них к началу актив-
ной вегетации.

О максимальной у трех берез метаболической 
активности в  тканях листочков по сравнению 
с  другими фрагментами в  период распускания 
почек можно судить не только по повышенным 
показателям интенсивности роста и  влажности 
у них, но и по содержанию СЛ в I фазе и падению 
уровня СЛ по фазам, по значительному накопле-
нию НЛ и ФЛ к III фазе и использованию в IV 
фазе при накоплении ГЛ в эту фазу, по высокому 
уровню ННЖК СЛ и их фракций в исследуемый 
период, по повышению С18:3 в  составе ФЛ и  ГЛ 
к IV фазе, а также С16:0 в составе ГЛ к III фазе и по 
снижению ее уровня в IV фазе. Исходя из значе-
ний исследованных показателей, прилистники 
и  особенно чешуи характеризовались понижен-
ной функциональной активностью по сравнению 
с листочками. Тенденцию снижения содержания 
мембранных липидов (ГЛ и ФЛ) в утрачивающих 
свое значение в процессе распускания почек че-
шуях и прилистниках можно рассматривать как 
адаптивную стратегию берез по экономии сырье-
вых и энергетических ресурсов.

Выявленное преобладание ННЖК в СЛ и их 
фракциях фрагментов почек берез позволяет 
сохранять текучесть мембран их тканей на фи-
зиологически активном уровне, обеспечиваю-
щем интенсивные метаболические процессы, 
направленные на формирование фотоассими-
ляционного аппарата в распускающихся почках 
и  устойчивость их к  возможным неблагоприят-
ным климатическим условиям в весенний пери-
од. Основной вклад в  группу ННЖК фракций 
СЛ фрагментов почек берез вносили С18:3 и С18:2, 
в группу НЖК – С16:0. Установленное снижение 
содержания С18:2 СЛ во фрагментах почек трех 
берез в процессе их распускания, вероятно, свя-
зано с  использованием этой кислоты в  метабо-
лических процессах, направленных на формиро-

вание структур молодого листа, при дальнейшем 
росте которого продолжается ее снижение, при 
этом накапливается С18:3, задействованная в про-
цессе фотосинтеза.

Характеризуя видовые особенности трех 
представителей рода Betula, следует отметить, 
что масса всех фрагментов почек у березы пуши-
стой была выше по сравнению с  березой пови-
слой и карельской, при этом различия по массам 
чешуй и  прилистников между видами исчезали 
в IV фазу за счет снижения их массы у березы пу-
шистой, когда чешуи и  прилистники начинали 
отмирать. Возможно, у березы пушистой проис-
ходил отток метаболитов из утрачивающих свое 
значение чешуй и  прилистников в  интенсивно 
растущие листочки. Характерной особенностью 
карельской березы по сравнению с  другими бе-
резами были пониженные показатели массы 
и влажности фрагментов почек за исключением 
I фазы.

По уровню СЛ, НЛ и ГЛ значимые видовые 
отличия наблюдались по чешуям. Энергетиче-
ский и ресурсный потенциал в чешуях в ряду бе-
рез: пушистая, повислая и карельская, вероятно, 
снижался, судя по снижению в этом ряду в I фазу 
уровней СЛ и их фракций, а также уровней НЛ 
в этом ряду и во все фазы. Чешуи березы пуши-
стой, обладая самым большим энергетическим 
и ресурсным потенциалом в I фазу, далее в про-
цессе распускания почек значительно снижали 
его и  приближали в  IV фазу к  уровню других 
берез, судя по содержанию НЛ и  особенно ФЛ 
в них.

Фрагменты почек березы пушистой по срав-
нению с  другими березами характеризовались 
высоким содержанием НЖК во фракциях НЛ 
и  ГЛ за счет преимущественно высокого уров-
ня С16:0. Карельскую березу характеризовало 
повышенное содержание ННЖК во фракции 
НЛ фрагментов почек, обусловленное высоким 
содержанием С18:2 при низком уровне С16:0. Выяв-
ленные отличия в липидном составе фрагментов 
почек по фазам распускания у  трех берез ука-
зывают на наличие особенностей в  физиолого-
биохимических механизмах, обусловливающих 
процессы аккумуляции и использования липид-
ных соединений во фрагментах почек разных 
видов и  форм растений рода Betula по фазам 
распускания.
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Проведено сравнительное изучение состава фенольных соединений в  растительном сырье ко-
пеечника альпийского (Hedysarum alpinum L.), интродуцированного на экосистемной дендро-
логической территории Сибирского ботанического сада ТГУ, и  его каллусной культуры с  ис-
пользованием методов ВЭЖХ-УФ и ВЭЖХ-МС. Установлено, что в полученной на питательной 
МС-среде с добавлением 1.0 мг/л 2,4-Д и 0.1 мг/л 6-БАП и последующим культивированием на 
среде с  α-НУК (2.0 мг/л) + 6-БАП (0.5 мг/л) каллусной культуре копеечника происходит акти-
вация фенилпропаноидного пути с  образованием флавоноидов, изофлавонов, ксантонов и  др. 
В результате сравнительного анализа установлено, что в извлечениях каллусной культуры содер-
жание суммы флавоноидов (в пересчете на кверцетин) и формононетина ниже на 35 и 11% соот-
ветственно, а содержание мангиферина превышает более чем на 50% в сравнении с извлечением 
из интродуцированного растения.

Ключевые слова: Hedysarum alpinum, ВЭЖХ-МС, ВЭЖХ-УФ, интродукция, каллус, ксантоны, фе-
нольные соединения, флавоноиды
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ВВЕДЕНИЕ
В  клинической практике доля препаратов, 

полученных из растительного сырья, составляет 
существенную часть (более 30%). Из препаратов 
растительного происхождения, входящих в госу-
дарственный реестр лекарственных средств, бо-
лее 70% получают из дикорастущего лекарствен-
ного сырья. Несмотря на возросшие объемы 
заготовки, количество получаемого сырья не 
удовлетворяет запросы фармацевтической про-
мышленности, а  в ряде случаев приводит к  со-
кращению или полной потере популяций цен-
ных видов лекарственных растений [1, 2]. Одной 
из важных задач современного ресурсоведения 
является поиск новых источников и  путей по-
лучения сырья содержащего биологически ак-
тивные вещества (БАВ). Интродукционное изу-
чение лекарственных растений и  последующая 

разработка агротехник выращивания остается 
одним из немногих путей сохранения природ-
ных популяций, а анализ содержания основного 
действующего вещества в  интродуцированном 
лекарственном растительном сырье делает эту 
работу целесообразной [3].

Род Hedysarum представлен более чем 
280  видами, при этом во флоре Сибири встре-
чается 23  вида  [4]. Данные, полученные при 
изучении фитохимического состава и  биологи-
ческой активности видов Hedysarum, привле-
кают все большее внимание исследователей, 
занимающихся поиском и  разработкой новых 
лекарств [5]. Только за последнее десятилетие из 
растений рода Hedysarum с помощью различных 
методов хроматографии выделено 155 химиче-
ских компонентов, среди которых флавоноиды, 
ксантоны, кумарины, тритерпены и  тритерпе-
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ноидные сапонины, лигнаны, стеролы и др. Сре-
ди вышеперечисленных соединений некоторые 
фенольные соединения, в  частности флавонои-
ды, можно рассматривать не только в  качестве 
основных групп метаболитов, но и  как хемо-
таксономические маркеры рода Hedysarum [5, 6]. 
В  России на данный момент из растительного 
сырья копеечника получают ряд фитопрепа-
ратов. Например, на основе индивидуального 
вещества копеечника альпийского  – ксантона 
мангиферина, разработан противовирусный 
препарат “Алпизарин” [6].

Копеечник альпийский (Hedysarum alpinum L.) – 
официнальное растение, распространённое на 
территории России. Интенсивная заготовка рас-
тения в качестве лекарственного сырья привела 
к  истощению природных запасов и  отнесению 
копеечника к редким и нуждающимся в охране 
видам  [4, 7, 8]. Для  создания альтернативного 
дополнительного источника сырья перспектив-
но введение копеечника альпийского в культуру 
с  последующим исследованием качественного 
и количественного состава продуцируемых био-
логически активных веществ. Это в дальнейшем 
позволит оценить возможность использования 
полученной культуры в  качестве источника со-
единений с  целевой фармакологической актив-
ностью.

Цель работы – выделить и провести сравни-
тельный анализ фенольных соединений интро-
дуцированного растения и  каллусной культуры 
Hedysarum alpinum L.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Интродукция растения

Интенсивное интродукционное изучение 
H.  alpinum начато в  2003  г. В  результате много-
летних исследований получены собственные ре-
продукции, имеющие высокий адаптационный 
потенциал в условиях Томской области [9]. Над-
земную часть собирали, не разделяя на органы, 
со средневозрастных особей в  фазу вегетации-
бутонизации. Сбор проведен в  вегетационный 
сезон 2021 г. на экосистемной дендрологической 
территории Сибирского ботанического сада 
Томского государственного университета (ТГУ).

Получение каллусной культуры H. alpinum
Для получения каллусной культуры 

H.  alpinum использовали проростки, выращен-
ные из семян растений, интродуцированных 
в  условиях юга Томской области. Семена копе-
ечника промывали с  добавлением детергента 
Tween-20 (Sigma, Германия) и  заливали теплой 
водопроводной водой на 10 мин. По истечении 
времени в  условиях ламинарного бокса семена 
последовательно стерилизовали в растворе 70% 
спирта (40 с)  и 0.01% растворе сулемы (5 мин) 

и  трижды промывали в  стерильной дистилли-
рованной воде. Стерильные семена переносили 
в  пробирки с  агаризованной питательной МС-
средой без добавления стимуляторов роста  [10]. 
Пробирки оставляли на три недели на осве-
тительных установках под люминесцентными 
лампами (Philips, Нидерланды), интенсивность 
освещения составляла 150 мкМ квантов/м2с при 
температуре 25 ± 1°С, влажности 70% и 16-часо-
вом световом дне.

Трехнедельные проростки рассекали на экс-
планты, представляющие собой основание по-
бегов, семядольные листья и  корни, которые 
затем переносили в баночки объемом 100 мл на 
питательную среду (30 мл). Каллусообразова-
ние индуцировали на агаризованной МС-среде 
с  добавлением регуляторов роста α-НУК (2.0 
и 3.5 мг/л), 6-БАП (0.1 и 0.5 мг/л) и 2,4-Д (Merck, 
Германия) (1.0 и 2 мг/л). Баночки с эксплантами 
оставляли в условиях темноты при температуре 
25 ± 1°С и влажности 70%.

Приготовление постоянных препаратов 
каллусной ткани H. alpinum

Для фиксации клеток культуры был исполь-
зован фиксатор Кларка (уксусный алкоголь). 
Кусочек каллуса возрастом 30 сут. помещали во 
флакон, заливали фиксатором Кларка до пол-
ного погружения каллуса. Далее флакон поме-
щали на сутки в  холодильник при температуре 
4–6°С.  Через сутки фиксатор удаляли, каллус 
заливали 96% спиртом и снова помещали на сут-
ки в холодильник при температуре 4–6°С. Далее 
фиксатор повторно удаляли, каллус заливали 
96% спиртом и  оставляли на 1 ч при комнат-
ной температуре. По  истечении времени осу-
ществляли заливку материала в  парафин путем 
проведения через растворы спирт – ксилол, кси-
лол, ксилол – парафин. Гистологические срезы 
толщиной 0.5 мкм изготавливали на микротоме 
Microm HM 355S (Thermo Fisher Scientific Inc., 
США), которые затем с помощью автомата для 
окрашивания тканей Robot-Stainer HMS 740 
(MICROM International GmbH, Германия) депа-
рафинировали и  окрашивали гематоксилином 
и эозином. Полученные постоянные препараты 
микроскопировали с  использованием Axio Lab 
A1 (Carl Zeiss, Германия) и  системы визуализа-
ции клеток Cytation 5 (BioTek Instruments, Герма-
ния).

Выделение фракции обогащенной флавоноидами 
и ксантонами

Точную навеску высушенного сырья залива-
ли дистиллированной водой (гидромодуль 1 : 6) 
и  настаивали при комнатной температуре при 
перемешивании на шейкере со скоростью 100 
об/мин в защищенном от света месте в течение 
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24 ч. Таким образом сырье освобождали от вы-
сокомолекулярных соединений (полисахаридов, 
белков, нуклеиновых кислот), при этом целевые 
вещества (флавоноиды  – производные кверце-
тина), характерные для рода Hedysarum, мало-
растворимые в воде, сохранялись.

Водную вытяжку сливали, затем сырье за-
ливали 96% этиловым спиртом (1 : 6) и  оставля-
ли на сутки в тех же условиях, экстракцию 96% 
этанолом осуществляли два раза. Полученные 
спиртовые вытяжки отфильтровывали, объеди-
няли и  упаривали с  использованием роторного 
испарителя при температуре 35°С  до полного 
удаления этанола. Густой остаток суспендирова-
ли в  дистиллированной воде, переносили в  де-
лительную воронку и  проводили жидкофазную 
экстракцию смесью хлороформ-н-бутанол (1 : 1). 
Хлороформно-бутанольный экстракт концен-
трировали на роторном испарителе, густой оста-
ток высушивали конвективным способом. Го-
товые фракции использовали для химического 
исследования.

Качественный анализ
Хроматографическое разделение проводи-

ли на хроматографе Agilent Technologies 1290 
Infinity II (Agilent Technologies, США) с исполь-
зованием хроматографической колонки Zorbax 
Eclipse Plus C18 (50 мм x 2.1 мм, 1.8 µм) (Agilent 
Technologies, США) при температуре 40°С  со 
скоростью потока подвижной фазы равной 
0.3  мл/мин. Разделение проводили в  градиент-
ном режиме с использованием следующих элю-
ентов: 0.1% раствор трифторуксусной кислоты 
в воде (А) и метанол (Б). Режим элюирования: 
10% Б, выдержка 5 мин, затем за 35 мин до 95% 
Б, выдержка 15 мин. Объем ввода пробы состав-
лял 3 мкл.

Масс-спектрометрию проводили на тан-
демном триквадрупольном масс-спектрометре 
Agilent 6470 (Agilent Technologies, США), способ 
ионизации  – электрораспыление. При  опре-
делении общего фитохимического состава ис-
пользовали диапазон сканирования от 100 до 
2000 m/z. Для  получения масс-спектров соеди-
нений использовали режим мониторинга мно-
жественных реакций (MRM, multiple reaction 
monitoring) с  использованием в  качестве роди-
тельского иона соответствующую массу соеди-
нений из хроматограмм по полному ионному 
току (TIC). Во всех случаях использован газ осу-
шитель – азот, температура 350°С и объемный 
расход 8 л/мин; газ небилайзера (азот) 40 psi; 
энергия коллизии 35 эВ; температура капил-
ляра 350°С  и напряжение на игле распыления 
3500 В. Идентификацию компонентов экстрак-
тов проводили, основываясь на сравнении по-
лученных масс-спектров, полученных в режиме 
МRM.

Количественный анализ
Определение содержания флавоноидов. Для 

определения содержания флавоноидов во фрак-
циях в  пересчете на кверцетин точную навес-
ку фракции массой 0.005 г растворяли в мерной 
колбе вместимостью 25 мл (раствор А). Аликвоту 
5  мл раствора А  помещали в  мерную колбу вме-
стимостью 25 мл, прибавляли 5 мл 5% этанольно-
го раствора хлорида алюминия, 0.3 мл концентри-
рованной хлороводородной кислоты и доводили 
95% этанолом до метки. Оптическую плотность 
измеряли на спектрофотометре при длине вол-
ны 410 нм через 60 мин. Параллельно измеряли 
оптическую плотность раствора стандартного об-
разца кверцетина. Для  этого 1 мл 0.02% раство-
ра-стандарта кверцетина помещали в  мерную 
колбу вместимостью 25 мл, прибавляли 5 мл 5% 
этанольного раствора хлорида алюминия, 0.3 мл 
концентрированной хлороводородной кислоты 
и доводили до метки 95% этанолом [11].

Приготовление раствора ГСО кверцетина: 
0.0050 г (точная навеска) ГСО кверцетина, высу-
шенного до постоянной массы при температуре 
100–105°С,  растворяли в  мерной колбе вмести-
мостью 25 мл в небольшом количестве подогре-
того 95% этанола и  доводили объем до метки 
тем же растворителем.

Расчет содержания суммы флавоноидов в хло-
роформно-бутанольной фракции в пересчете на 
кверцетин (%) осуществляли по формуле:

	
( )

⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅
=

⋅ ⋅ ⋅ −
о

о

A M 25 25 100 100
%

A M 5 100 W
X 	 (1), где:

А – оптическая плотность испытуемого раствора;
Ао  – оптическая плотность ГСО кверцетина 
(среднее из трех измерений);
Mо – масса ГСО кверцетина, г;
М – масса навески фракции, г;
W – потеря в массе при высушивании для фрак-
ции, %.

Определение содержания ксантонов. Для опре-
деления содержания ксантонов в  пересчете на 
мангиферин использовали адаптированную 
нами для фракций методику Имачуевой с  со-
авт.  [12]. Для  этого точную навеску фракции 
(0.025 г) помещали в  делительную воронку, 
суспендировали в  15 мл горячей воды (80°С)  и 
охлаждали до комнатной температуры. Далее 
проводили 3-кратную жидкофазную экстрак-
цию хлороформом порциями по 10 мл, хлоро-
формные извлечения отбрасывали. Водную фазу 
4-кратно обрабатывали этилацетатом, порция-
ми по 5 мл. Полученные извлечения фильтро-
вали через безводный натрия сульфат и концен-
трировали на роторном испарителе до полного 
удаления этилацетата. Сухой остаток растворяли 
в 15 мл 70% этанола и переносили в мерную кол-
бу вместимостью 25 мл (раствор А). Раствор Б 
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готовили следующим образом – аликвоту 10 мл 
раствора А переносили в мерную колбу вмести-
мостью 25 мл, прибавляли 0.5 мл 30% уксусной 
кислоты, объем раствора доводили до метки 70% 
этиловым спиртом и  перемешивали. Оптиче-
скую плотность измеряли на спектрофотометре 
при длине волны 365 нм, раствор сравнения  – 
70% этиловый спирт.

Расчет содержания суммы ксантонов в  хло-
роформно-бутанольной фракции в пересчете на 
мангиферин в (%) осуществляли по формуле:

	
( )

⋅ ⋅ ⋅=
⋅ ⋅ ⋅ −уд. нав.

A 25 25 100
%

E M 10 100 W
X 	(2), где:

А – оптическая плотность испытуемого раствора;
Еуд. – удельный показатель мангиферина, равный 
325.1;
Мнав. – масса навески фракции, г;
W – потеря в массе при высушивании для фрак-
ции, %.

Определение содержания формононетина. 
Для  определения содержания формононетина 
использовали высокоэффективную жидкостную 
хроматографию с ультрафиолетовым детектиро-
ванием по методике [13] с модификацией: около 
0.025 г (точная навеска) фракций из каллусной 
культуры или растения помещали в мерную кол-
бу вместимостью 25 мл и растворяли в стартовой 
подвижной фазе, состоящей из 0.1% трифторук-
сусной кислоты в  воде (элюент А)  и ацетонит-
рила (элюент Б) в соотношении 95 : 5, фильтро-
вали через шприцевой фильтр с  размером пор 
0.45  мкм и  помещали в  автодозатор. Анализ 
осуществляли на жидкостном хроматографе 
Милихром А-02 (Эконова, Россия) с  ультрафи-
олетовым детектором при длине волны 210 нм 
в градиентном режиме: 5% элюента Б на старте 
анализа с последующим увеличением до 100% Б 
к 40-й минуте, 100% Б до 43-й минуты. Скорость 
потока составила 100 мкл/мин, температура 
термостата колонки 40°C, объем вводимой про-
бы 4 мкл. Расчет количественного содержания 
формононетина в образцах проводили методом 
внешнего стандарта по формуле:

	 ( )
⋅ ⋅ ⋅ ⋅

=
⋅ ⋅ −

0

0

100 100 V
%

100 W
xS C

X
S m

	 (3), где:

Sx – площадь формононетина на хроматограмме 
испытуемого образца, е.о.п. × мкл;
S0 – площадь формононетина на хроматограмме 
стандартного образца, е.о.п. × мкл;
C0  – концентрация формононетина в  стандарт-
ном растворе, мг/мл;
m – масса навески испытуемого образца, мг;
V – объем раствора испытуемого образца, мл;
W– потеря в массе при высушивании для фрак-
ции, %.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для индукции каллусогенеза использовали 

МС-среды с  различными комбинациями регу-
ляторов роста: 1.0 мг/л 2,4-Д – 0.1 мг/л 6-БАП, 
2.0 мг/л 2,4-Д – 0.5 мг/л 6-БАП, 2 мг/л α-НУК – 
0.5 мг/л 6-БАП, 3.5 мг/л α-НУК. Образование 
каллуса наблюдали к  14 сутками. Оптимальной 
для формирования каллуса являлась МС-среда 
c добавлением 1.0 мг/л 2,4-Д и 0.5 мг/л 6-БАП. 
На других комбинациях регуляторов роста отме-
чен слабый прирост каллусной ткани с последу-
ющим ее некрозом.

Каллусная культура была получена только на 
эксплантах, представляющих собой основание 
побега: при использовании листовых эксплантов 
наблюдали потемнение ткани, тогда как на кор-
нях образование каллуса сменялось разрастанием 
корней. Полученная каллусная культура клеток 
имела светло-желтый цвет и рыхлую структуру.

При дальнейшем культивировании каллусов 
на средах с добавлением 1.0 мг/л 2,4-Д и 0.1 мг/л 
6-БАП наблюдали постепенное замедление при-
роста, в связи с этим культура была перенесена 
на питательную со следующим составом фито-
гормонов – α-НУК (2.0 мг/л) + 6-БАП (0.5 мг/л), 
при этом отмечено разрастание каллуса с  об-
разованием плотной светлой ткани с  темными 
участками рыже-коричневого цвета на местах 
соприкосновении с питательной средой (рис. 1). 
В  дальнейшем культивирование осуществляли 
на питательной среде с добавлением фитогормо-
нов α-НУК (2.0 мг/л) + 6-БАП (0.5 мг/л), период 
субкультивирования составлял 30 сут.

Исследования проводили на 20 цикл выра-
щивания каллусной культуры. В результате ана-
лиза постоянных гистологических препаратов 
в  каллусной культуре копеечника альпийского 
можно было выделить два цитотипа: небольшие 

Рис. 1. Каллусная культура копеечника альпийского.
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уплощенные клетки с  крупным ядром, относя-
щиеся, вероятно, к  меристематическому типу 
(М), и более зрелые паренхимные (П) крупные 
клетки округлой формы (рис. 2а). При этом так-
же встречались три типа специфических кле-
ток – отдельные клетки большого размера, клет-
ки с веретеновидным ядром и клетки вытянутой, 
червеобразной формы.

На гистологическом срезе основную часть 
каллуса составляли паренхимоподобные клет-
ки, тогда как меристемоподобные клетки были 
локализованы небольшими скоплениями по 
краям с образованием редких морфологических 
очагов внутри каллуса. При  этом внутри каллу-
са отмечено наличие больших каверн  – пустот. 
При рассмотрении среза каллусной ткани можно 
наблюдать различные уплотнения и возникнове-
ние морфологических структур, представленных 
двумя зонами клеток: центральной – состоящей 
из относительно мелких, слабо вакуолизирован-
ных клеток, сохраняющих пролиферативную ак-
тивность, и  периферической  – зоной крупных, 
рыхло расположенных сильно вакуолизирован-
ных паренхимоподобных клеток (рис. 2б). Та-
ким образом, в соответствии с классификацией 
Кругловой с  соавт.  [14] у  полученной культуры 
наблюдается становление гистологической зо-
нальности строения каллуса и  гетерогенности 
его клеток по форме, размерам и строению.

В результате проведенного ВЭЖХ-МС иссле-
дования (рис. 3) в каллусной культуре копеечни-
ка идентифицировано 11 соединений фенольной 
природы (табл. 1), относящихся к  группе изо-
флавонов (ононин, формононетин, генистеин 
и  веститол), куместанов (хедизариумкуместан 
А и В), флавоноидов (эпигалокатехин) и флаво-
нов (диосметин, изорамнетин), оксибензойных 
кислот (галловая и  эллаговая). Состав иденти-

фицированных веществ согласуется с  литера-
турными данными по химическому составу ин-
тактных растений копеечника [4–6].

Наибольшее количество обнаруженных соеди-
нений относится к  группе фенольных соедине-
ний, в частности, изофлавоноидам – отдельному 
классу флавоноидов, характерному для растений 
семейства бобовые [23]. Среди обнаруженных со-
единений группы изофлавоноидов наиболее выра-
женный пик на хроматограмме идентифицирован 
у  формононетина (рис. 3). Это  соединение в  по-
следние годы привлекает большое внимание ис-
следователей благодаря наличию не только эстро-
генных, но и  противоопухолевых свойств  [23]. 
Проведен количественный анализ содержания 
формононетина в каллусной культуре и интроду-
цированном копеечнике альпийском с  использо-
ванием высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии с  ультрафиолетовым детектированием 
(рис. 4а–в). В  результате количественной оцен-
ки методом ВЭЖХ в  хлороформно-бутанольной 
фракции, выделенной из каллусной культуры ко-
пеечника альпийского, определено 7.02 ± 0.21% 
формононетина в  пересчете на абсолютно сухую 
массу, что на 11% ниже, чем в  интродуцирован-
ных растениях (7.87 ± 0.24%).

Известно, что в  растениях рода Копеечник 
присутствует значительное количество флаво-
ноидов  [24]. В  результате количественного ана-
лиза содержание флавоноидов, не имеющих 
свободных гидроксильных групп в 3-положении 
кольца С  и 5-положении кольца А  в пересчете 
на кверцетин в  каллусной культуре составило 
2.40  ±  0.12%, что на 35% ниже, чем в  интроду-
цировнных растениях копеечника (3.71 ± 0.17%). 
Количественный анализ основных компонентов 
извлечения из растений и  каллусной культуры 
приведен в табл. 2.

10 µm100 µm (б)(а)

Рис. 2. Гистологический срез каллуса копеечника альпийского: а – общий вид; б – морфологические структуры.
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Помимо флавоноидов и  изофлавонов осу-
ществлена количественная оценка содержания 
мангиферина в  культуре клеток и  в интродуци-
рованных растениях копеечника. Мангиферин 
принадлежит к  группе органических соедине-
ний класса ксантонов. В полученной каллусной 

культуре клеток с  использованием адаптиро-
ванной методики Имачуевой с  соавт.  [12] было 
определено содержание мангиферина, которое 
составило 7.45 ± 0.16%, что в 1.5 раза превышает 
количество в надземной части интродуцирован-
ного копеечника (табл. 2).
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Рис. 3. ВЭЖХ-МС хроматограмма по полному ионному току хлороформно-бутанольной фракции из каллусной 
ткани копеечника альпийского. 1 – галловая кислота; 2 – ононин; 3 – формононетин; 4 – хедизариумкуместан B; 
5 – диосметин; 6 – эпигалокатехин; 7 – изорамнетин; 8 – хедизариумкуместан А; 9 – эллаговая кислота; 10 – гени-
стеин; 11 – веститол.

Таблица 1. Компонентный состав фенольных соединений хлороформно-бутанольной фракции, выделенной 
из каллусной культуры копеечника альпийского, определенный с помощью ВЭЖХ-МС

Номер пика 
на хроматограмме Соединение Молекулярный вес, г/моль MRM режим детектирования*

1 Галловая кислота 170 169 → 125; 169 → 79 (–) [15]

2 Ононин 430 431 → 269 (+) [16]

3 Формононетин 268 269 → 253 (+) [16]

4 Хедизариумкуместан B 298 299 → 179 (+)

5 Диосметин 300 299 → 284 (–) [17]

6 Эпигалокатехин 307 307 → 139 (+) [18]

7 Изорамнетин 316 317 → 153 (+) [19]

8 Хедизариумкуместан А 312 313 → 192 (+)

9 Эллаговая кислота 302 301 → 257 (–) [20]

10 Генистеин 270 271 → 243; 271 → 152 (+) [21]

11 Веститол 272 271 → 152 (–) [22]

Примечание: * “–” – негативный режим ионизации, “+” – позитивный режим ионизации.
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Рис. 4. Хроматограмма: а – формононетина из хлороформно-бутанольной фракции, выделенной из каллусной тка-
ни копеечника альпийского; б – формононетина из хлороформно-бутанольной фракции, выделенной из копееч-
ника альпийского; в – стандартного раствора формононетина (с = 50 мкг/мл).
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ОБСУЖДЕНИЕ
В  результате проведенного исследования 

в  полученной каллусной культуре копеечника 
обнаружен ряд биологически активных феноль-
ных соединений, находящихся на различных 
стадиях фенилпропаноидного пути биосинтеза 
(рис. 5). Среди выявленных соединений изофла-

воноиды и,  в частности, формононетин, про-
являют различную биологическую активность. 
Например, воздействуя на различные сигналь-
ные пути, опосредованные NF-kB (nuclear factor 
κB), AP-1 (activating protein-1), PPAR (peroxisome 
proliferator-activated receptors), Nrf2 (nuclear factor 
erythroid 2) и  MAPK (mitogen-activated protein 

Таблица 2. Содержание некоторых фенольных соединений в хлороформно-бутанольной фракции, 
выделенной из растений и каллусной культуры копеечника альпийского (% в пересчете на абсолютно сухую 
фракцию)

Объект Содержание флавоноидов в пересчете 
на кверцетин*, %

Содержание ксантонов в пересчете 
на мангиферин, %

Растение 3.71 ± 0.17 4.92 ± 0.18

Культура 2.40 ± 0.12 7.45 ± 0.16

Примечание: *содержание флавоноидов, не имеющих свободных гидроксильных групп в 3-положении кольца С и 5-по-
ложении кольца А.
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PAL

C4H

4CL

C3'H

CHS, CHR CHS

CHICHI

IFSIFS

HIDHID

Коричная кислота
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Нарингенин
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Нарингенин-халкон

Мангиферин

Кварцетин

Кофейная кислота

Рис. 5. Фенилпропаноидный путь биосинтеза некоторых фенольных соединений. PAL – фенилаланин-аммиакли-
аза; C4H – циннамат-4-гидроксилаза; С3H – п-кумароил шикимат 3-гидроксилаза; 4CL – 4-кумарат КоА-лигаза; 
CHS – халконсинтаза4; CHR – халконредуктаза; CHI – халконизомераза; IFS – изофлавонсинтаза; HID – изофла-
вондегидратаза.
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kinase), они способны уменьшать воспале-
ние, обладают антиоксидантными свойствами 
и  эстрогенной активностью  [23, 25]. Также об-
наружены флавоноиды, которые представляют 
одну из основных групп низкомолекулярных 
фенольных соединений. Ценность флавоноидов 
обусловлена их широким спектром биоактивных 
свойств, таких как противовоспалительные, мем-
бранопротекторные, противоопухолевые, ней-
ропротекторные, иммуномодулирующие, анти-
бактериальные, противовирусные и  т.д.  [26,  27]. 
Еще одним классом фенольных соединений, ха-
рактерным для рода Копеечник, являются ксан-
тоны, в  частности, мангифрин, который также 
обладает противоопухолевой, антиоксидантной, 
противовоспалительной, иммуномодулирующей,  
нейропротекторной и  противовирусной актив-
ностью [28, 29].

При использовании культур клеток и тканей 
растений в  качестве продуцентов биологически 
активных веществ зачастую можно отметить сни-
жение содержания и  изменение качественного 
состава вторичных метаболитов, что связано со 
спецификой культуры клеток как биологической 
системы. Для увеличения содержания целевых ме-
таболитов в дальнейшем перспективно использо-
вание различных подходов, например, изменение 
условий культивирования, применение элисито-
ров, генно-инженерных методов и др. [30].

Наличие в  полученной каллусной культуре 
клеток копеечника биологически активных ве-
ществ в  концентрациях выше и/или сопостави-
мых с  интродуцированными растениями, воз-
можно, связано с морфологическим строением 
каллуса, поскольку известно, что существует 
связь между дифференцировкой клеток в культу-
ре и  синтезом вторичных метаболитов  [31, 32]. 
В  полученной каллусной культуре клеток копе-
ечника альпийского содержание мангиферина 
выше, а формононетина – ниже всего на 11%, чем 
в интродуцированных растениях, что позволяет 
рассматривать ее в  качестве источника данных 
биологически активных соединений. Выявлен-
ный уровень вторичных метаболитов в культуре 
клеток копеечника открывает большой потен-
циал применения различных методов для увели-
чения накопления данных соединений и  созда-
ния штамма-продуцента.

Исследование проведено с  использованием 
оборудования центра коллективного пользова-
ния Томского политехнического университета 

“Физико-химические методы анализа”.
Авторы заявляют об отсутствии конфликта 

интересов.
Настоящая статья не содержит каких-ли-

бо исследований с участием людей и животных 
в качестве объектов исследования.
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Н+-ПИРОФОСФАТАЗА ВАКУОЛЯРНОЙ МЕМБРАНЫ В УСЛОВИЯХ 
СТРЕССА, ВЫЗВАННОГО ДЕЙСТВИЕМ ИОНОВ СВИНЦА
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Изучали действие различных концентраций Pb2+ (0.1 мкМ – 2 мМ) на работу вакуолярной  
Н+-пирофосфатазы корнеплодов столовой свеклы (Beta vulgaris L.). Установлено, что на уров-
не тканей в ответ на действие 1 мМ и 2 мМ ионов свинца происходило накопление продуктов 
перекисного окисления липидов (диеновых конъюгатов) и  увеличение проницаемости клеточ-
ных мембран, что свидетельствует о  развитии окислительного стресса. Оценку функциониро-
вания Н+-пирофосфатазы тонопласта проводили по уровню гидролитической и  транспортной 
активности фермента. Наблюдалось стимулирование гидролиза субстрата, катализируемого  
Н+-пирофосфатазой, в  присутствии низких концентраций Pb2+. Концентрации металла свы-
ше 500 мкМ ингибировали гидролитическую активность пирофосфат-зависимого фермента. 
Однако уровень транспортной активности значимо стимулировался в  присутствии 1 мМ Pb2+. 
Одновременно проводимый анализ качественного и  количественного состава жирных кислот 
(ЖК) общих липидов тонопласта показал достоверно значимое снижение содержания олеиновой 
(С18:1(n-6)) и  линолевой (С18:2(n-6)) ЖК при действии 1 мМ Pb2+. Ионы свинца в  концентра-
ции 1 мМ увеличивали сумму насыщенных ЖК. Установлено, что Pb2+ могут оказывать влияние 
на активность Н+-пирофосфатазы тонопласта и структуру клеточных мембран в зависимости от 
концентрации. Возможно, выявленные изменения являются одним из механизмов адаптации 
к условиям стресса, вызванного Pb2+.

Ключевые слова: Beta vulgaris, вакуоль, ионы свинца (Pb2+), Н+-пирофосфатаза, стресс, тонопласт

DOI: 10.31857/S0015330324060072, EDN: MAOHEW

ВВЕДЕНИЕ 
Свинец (Pb) как один из наиболее опасных 

представителей ТМ оказывает влияние на про-
текание многих физиологических процессов 
в растениях (рост, фотосинтез, дыхание, водный 
обмен, минеральное питание и др.) [1]. Одна из 
важных причин этого действия связана с  тем, 
что свинец вызывает в клетках растений окисли-
тельный стресс [2]. Отрицательное воздействие 
высоких концентраций свинца на растения про-
является на разных уровнях организации: орга-
низменном, тканевом, клеточном, субклеточ-
ном и  молекулярном. На субклеточном уровне 
происходят нарушения в структуре и функциях 
клеточных мембран, при этом наблюдаются из-
менения в  составе мембранных липидов и  бел-
ков [1]. 

Сокращения: ДК – диеновые конъюгаты; ЖК – жирные кисло-
ты; ТМ – тяжелые металлы; ΣНЖК – сумма насыщенных жир-
ных кислот; ΣННЖК – сумма ненасыщенных жирных кислот.

Для предотвращения токсического действия 
ТМ на протекание метаболических процессов 
в  клетке, существует ряд защитных механиз-
мов, один из которых связан с  изолированием 
ионов ТМ и их комплексов, в  том числе и Pb2+ 
в вакуоль [3]. Перенос ионов ТМ и их комплек-
сов через вакуолярную мембрану (тонопласт) 
осуществляется с  помощью белков-переносчи-
ков, работающих за счет электрохимического 
градиента генерируемого протонными помпами 
Н+-АТФазой и Н+-пирофосфатазой [4]. 

Пирофосфатаза вакуолярного типа  
(V-Н+-пирофосфатаза) транспортирует прото-
ны из цитозоля через вакуолярную мембрану 
совместно с  гидролизом неорганического пиро-
фосфата (PPi). Она была обнаружена в растени-
ях, водорослях, фотосинтезирующих бактериях, 
простейших и  археобактериях [5]. H+-пирофос-
фатаза тонопласта представляет собой одиноч-
ный белок с  14–16 трансмембранными домена-
ми и молекулярной массой 70–80 кДа. На долю 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Н+-пирофосфатазы приходится 1–10% белков 
тонопласта для максимальной активности, кото-
рой требуется К+ [4]. В  растениях преобладаю-
щее значение на тонопласте Н+-пирофосфатаза 
занимает в  клетках молодых, растущих тканей 
и в зрелых тканях с повышенным уровнем кис-
лотности вакуолярного сока [6]. Кроме того, из-
вестно, что в различных условия абиотического 
стресса происходит увеличение уровня актив-
ности этого фермента [7], в том числе и в усло-
виях токсического действия ТМ. Так, например, 
согласно литературным данным, было отмече-
но увеличение активности Н+-пирофосфатазы 
в  ответ на действие различных концентраций 
Ni2+, Zn2+, Cu2+ и  Cd2+ [8, 9]. Экспрессия гена 
Н+- пирофосфатазы (TaVP1) приводит к  повы-
шению устойчивости трансгенных растений 
табака к  высоким концентрациям меди [10] 
и накоплению Cd2+ в растениях риса [11] и т. д. 
Однако влияние Pb2+ на функционирование 
и  регуляцию Н+-пирофосфатазы практически 
не изучено. В связи с этим, цель настоящего ис-
следования  – изучение особенностей функцио-
нирования Н+-пирофосфатазы тонопласта Beta 
vulgaris L. в присутствии Pb2+.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Объектом исследова-

ния служили корнеплоды столовой свеклы (Beta 
vulgaris L.). Влияние Pb2+ оценивали в  модель-
ных экспериментах как на уровне растительных 
тканей, так и  на уровне изолированных вакуо-
лей и вакуолярных мембран. 

Определение проницаемости клеточных мем-
бран. Степень проницаемости клеточных мем-
бран в  условиях стресса, вызванного Pb2+, 
оценивали по выходу электролитов кондукто-
метрическим методом [12] с  незначительными 
модификациями. Растительную ткань (очищен-
ные корнеплоды столовой свеклы, стадия покоя) 
нарезали на диски толщиной 1 мм и промывали 
в  дистиллированной воде, после этого обсуши-
вали на фильтровальной бумаге и  отбирали на-
вески по 0.5 г. Затем приливали раствор Pb(NO3)2 
в  качестве источника Pb2+ и  инкубировали 
в  течение 30 мин при комнатной температуре. 
Чтобы подобрать концентрацию ТМ, при кото-
рой происходит развитие окислительного стрес-
са, использовали варианты, содержащие 1 мкМ, 
10 мкМ, 100 мкМ, 200 мкМ, 500 мкМ, 1 мМ и 2 
мМ Pb2+. В  контрольном варианте использова-
ли дистиллированную воду. После инкубации 
диски промывали водой. Далее к дискам прили-
вали по 80 мл дистиллированной воды. В  тече-
ние 24 ч происходил выход электролитов, после 
этого проводили определение электропроводно-
сти с помощью кондуктометра ОК-104 (Radelkis, 
Венгрия) с платиновым электродом. Для полно-

го выхода электролитов раствор с растительным 
материалом доводили до кипения и  выдержива-
ли в течение 2 мин. Уровень выхода электролитов 
рассчитывали в процентах от полного выхода. 

Количественное определение продуктов пере-
кисного окисления липидов. Перекисное окисле-
ние липидов (ПОЛ) оценивали по содержанию 
диеновых конъюгатов (ДК) [13]. Измерение 
оптической плотности проводили на СФ-2000 
(ОКБ Спектр, Россия) при 203 нм. Количество 
ДК в  растительном материале выражали в  М/г 
сухого веса. 

Получение и очистка вакуолей и вакуолярных 
мембран. Выделение вакуолей и  вакуолярных 
мембран (тонопласта) проводили модифици-
рованным макрообъемным методом, разрабо-
танным в  лаборатории физиологии раститель-
ной клетки Сибирского института физиологии 
и  биохимии растений Сибирского отделения 
Российской академии наук [14].

Анализ протон-транспортирующей активно-
сти Н+-пирофосфатазы тонопласта. Транспорт-
ную функцию Н+-пирофосфатазы оценивали 
по изменению рН везикул тонопласта методом 
флуоресцентных зондов при длине волны воз-
буждаемого и испускаемого света 493 и 540 нм, 
соответственно. В  качестве флуоресцентного 
зонда использовали акридиновый оранжевый 
(АО). Инкубационная  смесь общим объемом 
2.5 мл включала в  себя 0.28 М маннита, 50 мМ 
КСl, 20 мМ Трис/Mes (рН 7.4), 3 мМ MgCl2·6H2O, 
5  мкМ АО, суспензию везикул тонопласта (50–
70  мкг мембранного белка). К  инкубацион-
ной смеси приливали раствор, содержащий раз-
личные концентрации Pb2+ от 0.1 мкМ до 2 мМ. 
Реакцию переноса Н+ внутрь везикул тонопла-
ста запускали добавлением 3 мМ K4P2O7. Реги-
страцию изменений разности поглощений АО 
проводили на спектрофлуориметре RF-5301 PC 
(Shimadzu, Япония). Концентрацию белка в сус-
пензии везикул тонопласта определяли методом 
Brеdford [15]. 

Изучение гидролитической активности Н+-пи-
рофосфатазы тонопласта. Для определения гид-
ролитической активности Н+-пирофосфата-
зы в  пробирки объемом 2 мл последовательно 
вносили инкубационную среду, содержащую 
30 мМ Трис/Mes, 3 мМ MgSO4∙7H2O, 70 мМ KCl, 
0.5  мМ молибдата аммония, суспензию изоли-
рованных вакуолей и раствор, содержащий раз-
личные концентрации Pb2+. В качестве субстрата 
использовали 3 мМ K4P2O7. После этого пробы 
инкубировали при 37oС в течение 30 мин. Реак-
цию гидролиза субстрата останавливали 7% ТХУ 
с последующим встряхиванием в течение 15 мин 
до полного разрушения вакуолей. Содержимое 
пробирок центрифугировали на микроцентри-
фуге 5417 R (Eppendorf, США) при 1200 g в тече-
ние 2 мин. В надосадочной жидкости определяли 
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количество образовавшегося неорганического 
фосфата по методике Скулачева [16]. По содер-
жанию неорганического фосфата оценивали 
активность фермента. Чтобы исключить при-
месь “нереакционного” фосфата использовали 
соответствующие контроли. При определении 
активности Н+-пирофосфатазы все значения 
опыта делили на два, поскольку при гидролизе 
пирофосфата образуются две молекулы орто-
фосфата [17]. В экспериментах по определению 
гидролитической и  транспортной активности 
Н+-пирофосфатазы в  качестве ингибитора ис-
пользовали KF·2H2O (50 мМ).

Идентификация и анализ содержания жирных 
кислот (ЖК) тонопласта. Для анализа состава 
ЖК кусочки ткани корнеплодов размером 1 см3 
замачивали в  растворе, содержащем различные 
концентрации Pb2+, на 16 ч при комнатной тем-
пературе. Из ткани корнеплодов, подвергнутых 
стрессовому воздействию, выделяли фракцию 
везикул тонопласта. Экстракцию общих липи-
дов тонопласта проводили модифицирован-
ным методом Фолча [18]. Для оценки полноты 
экстракции липидов (%) использовали нонаде-
кановую кислоту (С19:0) в  определенной кон-
центрации. Получение метиловых эфиров ЖК 
проводили по методу Christie [19]. Анализирова-
ние состава метиловых эфиров ЖК тонопласта 
осуществляли при помощи хромато-масс-спек-
трометрa Agilent technology 5973N/6890N MSD/
DS (Agilent, США). Пики метиловых эфиров ЖК 
идентифицировали в сравнении со стандартами 
метиловых эфиров (Sigma, США) и  данными 
библиотеки масс-спектров NIST 05. Относи-
тельное содержание ЖК оценивали методом 
внутренней нормализации в весовых процентах 
(вес. %) от их общего количества в  изучаемом 
образце с  учетом коэффициента отклика ЖК. 
Для определения степени ненасыщенности ли-
пидов применяли индекс двойной связи (ИДС)  
[26]:

	 ИДС = ΣPjnj /100,	 (1)

где Pj – содержание ЖК (вес. %); nj – количество 
двойных связей в каждой ненасыщенной ЖК.

Активность ацил-липидных мембранных 
ω9-, ω6- и  ω3-десатураз, отвечающих за вве-
дение двойных связей в  углеводородные цепи 
олеиновой (С18:1(n-9)), линолевой (С18:2(n-6)) 
и  α-линоленовой (С18:3(n-3)) ЖК, рассчитыва-
ли как стеароил- (SDR), олеоил- (ODR) и лино-
леил- (LDR) десатуразные отношения по фор-
мулам [20]:

	 SDR = (%С18:1) / (%С18:0 + %С18:1),	 (2) 

ODR = (%C18:2 + %C18:3) / 
	 / (%C18:1 + %C18:2 + %C18:3),	 (3) 

	 LDR = (%C18:3) / (%C18:2 + %C18:3).	 (4)

Статистическая обработка результатов. Экс-
перименты проводили в  5–7 независимых био-
логических и  3 аналитических повторностях 
с последующим расчетом средних значений и их 
стандартной ошибки количественных значений 
и  медианы с  процентилями для процентных 
значений. Статистическую обработку данных 
осуществляли методами Манна-Уитни и  LSD 
Фишера. Расчеты выполняли, используя про-
граммы SigmaPlot 12.5. и  Microsoft Excel. От-
личия между данными считали статистически 
значимыми при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На начальном этапе исследования прово-

дилось изучение условий стресса, вызванного 
действием Pb2+, по уровню проницаемости кле-
точных мембран и содержанию первичных про-
дуктов ПОЛ. Как известно, ТМ вызывают раз-
витие окислительного стресса, оказывающего 
влияние на внутриклеточные структуры, в  том 
числе и на клеточные мембраны [2]. Анализ по-
лученных данных показал, что применение Pb2+ 
в  концентрации до 500 мкМ включительно, не 
приводило к  значимому изменению проницае-
мости мембран и уровень электролитов оставал-
ся в пределах контроля (рис. 1). При повышении 
концентрации ТМ до 1 мМ наблюдалось незна-
чительное увеличение выхода электролитов из 
ткани корнеплодов столовой свеклы, в то время 
как значимые результаты были отмечены при 
2 мМ Pb2+, где выход электролитов увеличивался 
на 45% по сравнению с контролем.

Повреждение клеточных мембран при окис-
лительном стрессе напрямую связано с  ПОЛ. 
Чтобы оценить уровень повреждения липидов 
проводили определение первичных продуктов 
ПОЛ  – ДК (рис.  2). Содержание ДК оценива-
ли при использовании двух концентраций Pb2+ 
(1 и  2 мМ), которые, согласно выходу электро-
литов, приводили к  наиболее выраженному по-
вреждению клеточных мембран. В  результате 
было отмечено значимое увеличение количества 
ДК при использовании 1 и 2 мМ Pb2+ на 19 и 28% 
соответственно, по сравнению с  контрольным 
вариантом.

Изучение гидролитической активности Н+-пи-
рофосфатазы проводили с  применением очи-
щенной фракции вакуолей, выделенной из ткани 
корнеплодов столовой свеклы. Анализ уровня 
гидролитической активности этого протонного 
насоса показал, что применение Pb2+ в  концен-
трациях 0.1, 1, 10 и  100 мкМ приводило к  увели-
чению активности фермента (рис.  3). Интересно 
отметить, что более ярко выраженное повышение 
происходило при использовании 1 мкМ Pb2+ – на 
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23% по сравнению с контролем. Увеличение кон-
центрации Pb2+ оказывало негативное действие на 
работу фермента приводя к снижению гидролиза 
субстрата и  содержания неорганического пиро-
фосфата. Уровень гидролитической активности 
Н+-пирофосфатазы при 500 мкМ, 1 и  2 мМ Pb2+ 
снижался на 11, 13 и 25% соответственно.

Определение Н+-транспортирующей актив-
ности Н+-пирофосфатазы проводили во фрак-
ции везикул тонопласта тканей корнеплодов 
столовой свеклы. Анализ полученных данных 
показал, что применение концентраций Pb2+ до 
1  мМ не оказывало заметного влияния на пи-

рофосфат-зависимый транспорт Н+, за исклю-
чением небольшого увеличения при 0.1 мкМ 
(рис. 4). Применение Pb2+ в концентрации 1 мМ 
значимо повышало активность Н+-пирофосфа-
тазы на 23.8% по сравнению с контролем.

Известно, что активность мембраносвязан-
ных ферментов зависит от липидов, которые их 
окружают [4, 21]. Липидная регуляция мембран-
ных ферментов осуществляется посредством 
изменения физических свойств бислоя или по-
граничного слоя фосфолипидов, непосредствен-
но окружающих молекулу интегральных белков, 
что приводит к  перестройке их конформации  

Рис. 1. Влияние различных концентраций Pb2+ на выход электролитов из тканей корнеплодов столовой свеклы 
в инкубационный раствор. Полный выход электролитов в контроле принят за 100%. Статистическую значимость 
отличий определяли по методу LSD Фишера. * – различия с контролем достоверны при P < 0.05.

Рис. 2. Содержание продуктов перекисного окисления липидов в  тканях корнеплодов столовой свеклы в  норме 
(контроль) и  в  присутствии различных концентраций Pb2+. Статистическую значимость отличий определяли по 
методу LSD Фишера. * – различия с контролем достоверны при P < 0.05.
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Рис. 4. Действие различных концентраций Pb2+ на транспортную активность Н+-пирофосфатазы в везикулах то-
нопласта изолированных из тканей корнеплодов столовой свеклы. В качестве ингибитора использовали KF·2H2O 
(50 мМ). Активность в контрольном варианте принята за 100%. * – значимость различий рассчитана с помощью 
U-критерия Манна-Уитни (различия с контролем достоверны при P < 0.05).

Рис. 3. Действие различных концентраций Pb2+ на гидролитическую активность вакуолярной Н+-пирофос-
фатазы тканей корнеплодов столовой свеклы. В  качестве ингибитора использовали KF·2H2O (50 мМ). Актив-
ность в  контрольном варианте принята за 100%. *  – значимость различий рассчитана с  помощью U-критерия  
Манна-Уитни (различия с контролем достоверны при P < 0.05).
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и  сказывается на активности. Состав мембран-
ных липидов может изменяться в  ответ на дей-
ствие ТМ [22]. В  связи с  этим анализировали 
качественный и  количественный состав ЖК 
липидов тонопласта в условиях стресса, вызван-
ного действием Pb2+ (табл. 1.). В  эксперименте 
применяли две концентрации ТМ ‒ 1 мМ и  2 
мМ. Согласно полученным данным, наблю-
далось изменение состава и  количества ЖК. 
В  присутствии 1 мМ Pb2+ сумма ЖК значимо 
не изменялась, однако наблюдалось снижение 
в  содержании пентадекановой (С15:0), марга-
риновой (С17:0) и  линолевой (С18:2(n-6)) ЖК. 
Отмечалось значимое повышение в содержании 
олеиновой (С18:1(n-9)) ЖК с 19.3% в контроле до 
27.5% в присутствии 1 мМ Pb2+. Кроме того, сре-
ди ненасыщенных ЖК содержание олеиновой 
(С18:1(n-9)) кислоты преобладало в  отличии от 
контрольного варианта, где преимущественное 
место занимала линолевая (С18:2(n-6)) кислота. 
В ряду насыщенных ЖК преобладала пальмити-
новая (С16:0) кислота, ее содержание также уве-
личивалось по сравнению с контролем с 31.7 до 
35.8%. Оценка ИДС ЖК липидов тонопласта по-
казала снижение этого значения с 1.11 в контроле 
до 0.89 в присутствии Pb2+. В целом наблюдалось 
увеличение суммы насыщенных ЖК (ΣНЖК) 
с 36.2% в контроле до 41.2% в ответ на действие 
Pb2+, в  то время как сумма ненасыщенных ЖК 
(ΣННЖК) наоборот снижалась с 63.8% до 58.8%. 
Помимо этого, в ответ на действие 1 мМ Pb2+ от-
мечалось значимое снижение показателя ODR 
с 0.69 в контроле до 0.49. Существенных измене-
ний в показателях SDR и LDR не отмечалось.

В условиях стресса, вызванного действием 
2 мМ Pb2+, преобладающее значение занима-
ли ненасыщенные ЖК. Наблюдалось значимое 
снижение в  содержании насыщенных ЖК та-
ких как, миристиновая (С14:0), пентадекано-
вая (С15:0), маргариновая (С17:0) и стеариновая 
(С18:0) ЖК. Среди ненасыщенных ЖК значимое 
снижение отмечалось в содержании пальмитоле-
иновой кислоты (С16:1(n-7)). Как и в контроле 
больший вклад в сумму насыщенных ЖК вноси-
ла пальмитиновая кислота (С16:0), а в сумму не-
насыщенных  – линолевая кислота (С18:2(n-6)). 
Значимых изменений в показателях ODR, SDR 
и LDR не отмечалось.

По сравнению с  контрольным вариантом 
в ответ на стрессовое воздействие Pb2+, в обеих 
применяемых концентрациях, наблюдалось от-
сутствие С18:(n-5) кислоты. В то время как, дру-
гая кислота (С16:1(n-9)) была отмечена только 
в условиях стресса.

ОБСУЖДЕНИЕ
Для того, чтобы оценить условия стресса 

вызванного ионами свинца, на начальном эта-

пе работы, проводилось изучение токсического 
действия исследуемого металла на ткани корне-
плодов столовой свеклы (рис. 1). Согласно по-
лученным результатам по выходу электролитов 
в инкубационный раствор достоверно значимые 
изменения отмечались при использовании вы-
соких концентраций Pb2+ 1 мМ и 2 мМ, в то вре-
мя как микромолярные концентрации не оказы-
вали существенного влияния на проницаемость 
клеточных мембран. По-видимому, это может 
быть связано с высоким сродством Pb2+ с компо-
нентами клеточной стенки, что приводит к  его 
меньшей подвижности по сравнению с другими 
ТМ [23]. Этот факт, возможно, объясняет поче-
му Pb2+ в концентрации до 1 мМ менее токсичны 
для растительных клеток, чем, например, кад-
мий [24]. Тем не менее, Pb относится к ТМ, ко-
торые даже в  низких концентрациях оказывает 
сильное воздействие на протекание клеточных 
процессов [25]. В  связи с  этим, наблюдаемое 
увеличение проницаемости клеточных мембран 
может быть вызвано токсическим действием 
Pb2+, приводящим к образованию пор. Как уже 
было показано, в стрессовых условиях поры мо-
гут значительно повысить проницаемость мем-
браны для ионов [26]. Увеличение выхода элек-
тролитов в  присутствии свинца было показано 
и другими исследователями [27, 28].

Как известно, в аэробных организмах повы-
шенная генерация АФК и, как следствие, разви-
тие окислительного стресса являются одними из 
наиболее известных и  ранних аспектов токсич-
ности свинца [2]. За счет опосредованной гене-
рации АФК свинец индуцирует ПОЛ, тем са-
мым влияя на клеточные мембраны. Поскольку 
повышение проницаемости клеточных мембран 
отмечалось при использовании Pb2+ в  концен-
трации 1 мМ и  2 мМ, то и  оценку ПОЛ прово-
дили в этих концентрациях. В результате нашего 
исследования, в  ответ на действие Pb2+ в  обеих 
концентрациях отмечалось увеличение содер-
жания ДК – первичных продуктов ПОЛ (рис. 2). 
Анализ полученных данных указывает на нега-
тивное действие используемых концентраций 
Pb2+ на липидную составляющую тканей корне-
плодов столовой свеклы, что в свою очередь мо-
жет приводить к  изменению функциональных 
свойств клеточных мембран, в том числе и тоно-
пласта. 

Выявленное увеличение проницаемости кле-
точных мембран и продуктов ПОЛ в тканях кор-
неплодов столовой свеклы в  ответ на действие 
Pb2+ говорит о развитии окислительного стресса, 
который в  свою очередь может оказывать влия-
ние на протекание внутриклеточных процессов. 
На субклеточном уровне, изоляция ионов ТМ, 
в том числе и Pb2+, внутри вакуоли, помогает за-
щитить растительную клетку от их токсическо-
го воздействия [3]. В этом процессе принимают 
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активное участие белки-переносчики, работа 
которых осуществляется за счет электрохими-
ческого градиента, генерируемого протонны-
ми помпами Н+-АТФазой и  Н+-пирофосфата-
зой. Согласно литературным данным до сих пор 
очень мало информации о  функционировании 
и  регуляции протонных помп в  растениях при 
стрессе, вызванным Pb2+. Особенно это касается 
Н+-пирофосфатазы тонопласта. В нашем иссле-
довании проводилось изучение работы Н+-пи-
рофосфатазы в  условиях стресса, вызванного 
действием различных концентраций Pb2+. Как 
было показано другими исследователями в усло-
виях абиотического стресса Н+-пирофосфатаза 
может выступать в роли альтернативного источ-
ника энергии [29]. 

ТМ могут модулировать активность мем-
браносвязанных ферментов разными путями. 
Один из путей связан с прямым действием ТМ 
на работу фермента. В  работе по изучению ак-
тивности АТФазы плазмалеммы были объясне-
ны некоторые механизмы прямого действия ТМ. 
К  ним относятся образование ТМ комплексов 
с  субстратом, взаимодействие с  функциональ-
ными лигандами фермента и  связывание ТМ 
с мембранными фосфолипидами [30]. В нашем 
исследовании оценивали прямое действие Pb2+ 
на активность Н+-пирофосфатазы внесени-
ем этого металла в  среду инкубации. Изучение 
гидролитической и  транспортной активности 
Н+-пирофосфатазы показало разный характер 
действия Pb2+ (рис. 3, 4). Достоверно значимое 
увеличение гидролитической активности изу-
чаемого фермента в концентрациях до 100 мкМ 
включительно свидетельствует о  непосред-
ственном участии Н+-пирофосфатазы в  защите 
растительной клетки от токсического действия 
Pb2+. Однако последующее повышение концен-
трации металла подавляло гидролитическую 
активность Н+-пирофосфатазы, что, возможно, 
связано с  непосредственным влиянием ионов 
Pb на каталитическую часть фермента. Как из-
вестно, Pb2+ могут связываться с  SH-группами 
белков, которые необходимы для реакционного 
центра ферментов и  стабилизации их третич-
ной структуры [31], приводя, таким образом, 
к  блокированию активности фермента и  нару-
шению конформации белка. Это препятствует 
связыванию с субстратом, что мешает переходу 
фермента к  стадии гидролиза субстрата. Кроме 
того, можно предположить, что Pb2+ способны 
замещать Mg2+ в  структуре фермента, которые 
выступают в  роли посредников при взаимодей-
ствии субстрата с аминокислотными остатками 
(Асп или Асн) [32], что также оказывает влияние 
на гидролиз субстрата.

Согласно одной из теорий, во время фермен-
тативной реакции гидролиз пирофосфата и  ак-
тивная транслокация протонов механически Та
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связаны. Как известно, остатки аспарагиновой 
и  глутаминовой кислот в  TM6 (трансмембран-
ной спирали) участвуют в принятии, перемеще-
нии и высвобождении протонов. Остатки лизи-
на в  TM16 выталкивают протоны, захваченные 
глутаматным остатком TM6, в просвет вакуоли, 
что сопровождается небольшим сдвигом TM16 
[33]. Выявленное нарушение процесса гидро-
лиза субстрата в  присутствии высоких концен-
траций ионов Pb может приводить к снижению 
транспортной активности Н+-пирофосфатазы.

В результате мы показали, что действие Pb2+ 
на гидролиз субстрата зависит от его концентра-
ции в инкубационной среде, однако такая зави-
симость не подтверждалась для транспорта Н+ 
в везикулы тонопласта.

Анализ полученных данных по изучению 
транспортной активности Н+-пирофосфатазы 
в  присутствии Pb2+ показал иной характер воз-
действия (рис. 4). При использовании низких 
концентраций металла (0.1 мкМ) происходи-
ло пирофосфат-зависимое усиление транс-
порта Н+. Совместно с  увеличением гидролиза 
субстрата эти результаты указывают на то, что 
Н+-пирофосфатаза задействована в  процессах 
транспорта Pb2+ в  вакуоль. Последующее по-
вышение концентрации Pb2+ в  инкубационной 
среде до 100 мкМ не оказывало стимулирующего 
действия на активность пирофосфат-зависимо-
го фермента. Наблюдалось некоторое разобще-
ние в  уровнях гидролитической и  транспорт-
ной активности, что может являться одним из 
механизмов регуляции активности Н+-пиро-
фосфатазы. Разный характер действия ТМ на 
гидролитическую и  транспортную функцию 
Н+-пирофосфатазы прослеживается и в работах 
других исследователей [8]. Авторы показали, что 
Zn2+ и Ni2+ в концентрации 100 мкМ не оказыва-
ют существенного влияния на гидролитическую 
активность вакуолярной Н+-пирофосфатазы 
корней огурца, однако влияют на транспортную 
активность фермента снижая пирофосфат-зави-
симый перенос протонов на 30–40%.

Интересно отметить, что в присутствии 1 мМ 
Pb2+ происходило значимое повышение транс-
портной активности Н+-пирофосфатазы, в  то 
время как гидролиз субстрата был снижен. На-
блюдаемый эффект может быть связан с  пере-
стройкой в  структуре вакуолярной мембраны, 
приводя к  изменению в  липидном окружении 
фермента, которое было вызвано ПОЛ иници-
ированное Pb2+. Таким образом, это позволяет 
Н+-пирофосфатазе обеспечивать поддержание 
электрохимического градиента, необходимого 
для работы белков переносчиков, изолирующих 
высокие концентрации Pb2+ в  вакуоль. Концен-
трации свыше 1 мМ приводили к снижению как 
гидролиза субстрата, так и транспорта Н+ внутрь 
везикул тонопласта, вызванные, по-видимому, 

необратимыми изменениями в ответ на стрессо-
вое воздействие Pb2+.

Как было показано ранее, по сравнению 
с  действием Pb2+, ионы Cd не оказывали ка-
кого-либо существенного действия на вакуо-
лярную Н+-пирофосфатазу [34]. Тот факт, что 
Н+-пирофосфатаза тонопласта неодинаково 
реагирует на действие этих ТМ, свидетельству-
ет о разном уровне чувствительности этого фер-
мента в  зависимости от применяемого металла 
и его концентрации. 

Как известно, в  ответ на стрессовое воздей-
ствие, вызванное ТМ, происходят изменения 
в составе мембранных липидов [2, 22], которые 
могут оказывать косвенное действие на работу 
Н+-пирофосфатазы. ЖК составляют основную 
часть липидов. Многими исследователями были 
показаны различия в составе ЖК у разных видов 
растений в  зависимости от изучаемого метал-
ла [34, 35]. Для того, чтобы оценить изменения 
в  липидной составляющей вакуолярной мем-
браны в  ответ на стрессовое воздействие Pb2+, 
было проведено изучение состава ЖК. Анализ 
полученных данных показал, что в присутствии 
1 мМ Pb2+ происходила перестройка липидов 
вакуолярной мембраны за счет изменения ка-
чественного и  количественного состава ЖК. 
Как известно, в  условиях абиотического стрес-
са происходит активация ферментов, участву-
ющих в  мобилизации ненасыщенных ЖК для 
ремоделирования липидов клеточных мембран. 
Ремоделирование глицеролипид-ацилов  – это 
процесс, при котором одна или обе ЖК заменя-
ются, образуя промежуточный продукт  – лизо-
фосфолипид. Последние, в свою очередь, могут 
быть реацилированы лизофосфолипидацил-
трансферазами с  образованием фосфолипидов 
с различными ЖК. Это процесс играет важною 
роль в удалении окисленных или поврежденных 
ацильных цепей, секвестрации цитотоксиче-
ских ЖК и высвобождении сигнальных липидов, 
а также в реакциях на стресс [36]. 

В результате, согласно нашим данным, отме-
чалась тенденция к  увеличению насыщенности 
жирнокислотного состава, что может приводить 
к  увеличению жесткости вакуолярной мембра-
ны. Такие изменения, вероятно, необходимы 
для поддержания физико-химических свойств 
мембраны, что может выступать в  роли меха-
низма адаптации на стрессовые условия, вы-
званные Pb2+. Изменения в составе ЖК в ответ 
на действие Pb2+, приводящие к увеличению сте-
пени насыщенности, были отмечены и другими 
исследователями [2–4]. Такое же повышение 
насыщенности ЖК прослеживалось и  при дей-
ствии Cd2+ и Ni2+ [37, 38].

Несмотря на то, что общее содержа-
ние насыщенных ЖК повышалось, в  соста-
ве отдельных ЖК было отмечено увеличение  
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содержание ненасыщенной олеиновой 
(С18:1(n-9)) ЖК. Известно, что олеиновая кис-
лота, как и другие ненасыщенные С:18 ЖК, при-
нимает непосредственное участие в механизмах 
защиты от стресса. Эти механизмы связаны 
с  обеспечением поддержания надлежащей те-
кучести мембран, необходимой для множества 
мембранозависимых процессов, таких как пере-
дача Са2+ сигнала, прямое модулирование актив-
ности мембаносвязанных белков и т.д. [39]. 

Ремоделирование состава ненасыщенных 
С:18 ЖК происходит за счет работы десатура-
зы, которая катализирует реакции десатурации, 
встраивая двойные связи в  жирную ацильную 
цепь. Образованные таким образом ненасыщен-
ные ЖК играют жизненно важную роль в  син-
тезе полиненасыщенных ЖК [40]. Анализ стеа-
роил- (SDR), олеоил- (ODR) и линолеил- (LDR) 
десатуразных отношений позволил провести 
косвенную оценку активности десатураз ЖК. 
Согласно нашим данным, было отмечено значи-
мое снижение ODR в присутствии 1 мМ Pb2+, что 
говорит о снижении активности ω6-десатуразы. 
Этот факт согласуется с  увеличением содержа-
ния олеиновой кислоты. Значимых изменений 
в  показателях SDR и  LDR не было отмечено 
показывая, таким образом, что активность ω9- 
и  ω3-десатураз оставалась на уровне контроля. 
Вероятно, процесс ремоделирования липидов 
вакуолярной мембраны, в  данном случае, идет 
по другому пути, без участия ω3-, ω6-, ω9- де-
сатураз.

Кроме того, интересно отметить, что некото-
рые ЖК (табл. 1) были обнаружены только в от-
вет на действие Pb2+, что может выступать в роли 
одного из защитных механизмов вакуолярной 
мембраны к  стрессу, вызванному металлом. 
Подобные изменения, но в  составе ЖК общих 
липидов Arabidopsis lyrata были отмечены в ответ 
на действие Ni2+ и Zn2+ [35]. 

В случае применения 2 мМ Pb2+ достаточно 
значимых отличий в  сторону увеличения насы-
щенности или ненасыщенности ЖК не происхо-
дило, показатели ΣНЖК, ΣННЖК и ИДС оста-
вались на уровне контроля. В связи с этим можно 
предположить, что применяемая концентрация 
достаточно высока и  вакуолярная мембрана не 
в  состоянии справиться с  выработкой защит-
ных механизмов в ответ на действие стрессового 
фактора. По-видимому, Pb2+ в этом случае могли 
оказывать влияние на работу мембраносвязан-
ных ферментов, участвующих в  ремоделирова-
нии жирнокислотного состава. 

Таким образом, в  результате проведенно-
го исследования было установлено, что Pb2+ 
в  концентрации 1 мМ и  2 мМ вызывают изме-
нения структуры клеточных мембран корнепло-
дов столовой свеклы, приводя к увеличению их 
проницаемости и  ПОЛ. Вакуолярная Н+-пиро-

фосфатаза принимает активное участие в защи-
те растительной клетки от стресса, вызванно-
го действием Pb2+ в концентрации от 0.1 до 100 
мкМ. На уровне вакуолярной мембраны в ответ 
на действие 1 мМ Pb2+ происходит перестройка 
жирнокислотного состава общих липидов. Вы-
явленные изменения могут выступать в  роли 
механизма адаптации тонопласта в ответ на ток-
сичное воздействие Pb2+.

Исследование выполнено за счет средств 
гранта Российского научного фонда № 23-26-
00208 (https://rscf.ru/project/23-26-00208/) на 
оборудовании Центра коллективного пользова-
ния “Биоаналитика” Сибирского института фи-
зиологии и биохимии растений Сибирского отде-
ления Российской академии наук (г. Иркутск). 

Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с  участием людей в  качестве 
объектов исследований. Авторы декларируют 
отсутствие явных и потенциальных конфликтов 
интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи.
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ВЛИЯНИЕ ОБРАБОТКИ СЕМЯН САЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТОЙ 
НА РОСТ, АКТИВНОСТЬ АНТИОКСИДАНТНЫХ ФЕРМЕНТОВ 

И СОДЕРЖАНИЕ ПРОЛИНА В ЛИСТЬЯХ ПШЕНИЦЫ 
ПРИ ИЗБЫТОЧНОМ УРОВНЕ ЦИНКА ВО ВНЕШНЕЙ СРЕДЕ
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Исследовали влияние обработки семян салициловой кислотой (СК, 100 мкМ) на прорастание се-
мян, рост, уровень перекисного окисления липидов (ПОЛ) и функционирование ряда компонен-
тов антиоксидантной системы у растений пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Злата, выращивае-
мых при оптимальном (2 мкМ) или избыточном (1500 мкМ) содержании цинка в корнеобитаемой 
среде. Показано, что избыток цинка оказывает ингибирующее действие на рост корня и побега, 
а  также усиливает накопление одного из индикаторов развития ПОЛ  – малонового диальдеги-
да (МДА). При этом структурная целостность мембран сохранялась, на что указывает отсутствие 
изменения проницаемости мембран, регистрируемое по выходу электролитов. Активность ан-
тиоксидантных ферментов – супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы (КАТ) – в этих условиях 
не изменялась, а активность гваякол-специфичной пероксидазы (ГвПО) снижалась. Обработка 
семян СК в концентрации 100 мкМ, стимулирующей их прорастание, усиливала отрицательное 
воздействие избытка цинка в отношении показателей роста и накопления МДА в листьях пшени-
цы. Однако и в этом случае выход электролитов не увеличивался, что, предположительно, связано 
с возрастанием активности СОД и ГвПО. На основании представленных в работе и полученных 
ранее данных, а также анализа литературы, сделан вывод, что реакция растений на избыток цинка 
во внешней среде, подобно реакции на другие абиотические стрессы, является не только много-
компонентной и многоэшелонной, но и вариативной, зависящей от многих факторов и обстоя-
тельств  – дозы воздействия (концентрации цинка и  продолжительности его действия), биоло-
гических особенностей вида (сорта) растений, их возрастного состояния и т.д. Обработка семян 
СК может изменять характер реакции растений на действие избытка цинка, при этом направлен-
ность этих изменений будет, в свою очередь, зависеть от концентрации СК, продолжительности 
ее действия и способа обработки.

Ключевые слова: Triticum aestivum L., антиоксидантные ферменты, избыток цинка, обработка се-
мян, пролин, рост, салициловая кислота, тяжелые металлы
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ВВЕДЕНИЕ
Цинк является одним из наиболее важных 

микроэлементов для роста и  развития расте-
ний. Он  входит в  структуру или является коф-
актором большого числа ферментов, участву-
ет в  белковом, углеводном и  липидном обмене, 
метаболизме ДНК и  РНК, синтезе хлорофил-
лов и фитогормонов [1, 2]. Помимо этого, цинк 

Сокращения: ГвПО – гваякол-специфичная пероксидаза; КАТ – 
каталаза; СК – салициловая кислота; СОД – супероксиддисму-
таза; ТБК – тиобарбитуровая кислота.

необходим для поддержания целостности кле-
точных мембран, он может выступать в  роли 
вторичного мессенджера, а  также влиять на ак-
тивность и фолдинг белков [3–5]. Однако в вы-
соких концентрациях, которые достаточно ча-
сто возникают во внешней среде в  результате 
антропогенной деятельности, он токсичен для 
растений. Известно, в  частности, что избыток 
цинка оказывает отрицательное воздействие на 
ростовые процессы, фотосинтетическую актив-
ность, водный обмен и  минеральное питание 
растений, что в конечном итоге снижает их про-
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дуктивность  [5–8]. Поэтому важной и  актуаль-
ной задачей является поиск способов повыше-
ния устойчивости растений к действию высоких 
концентраций цинка во внешней среде. Особую 
актуальность подобные исследования приобре-
тают в  отношении ведущих сельскохозяйствен-
ных культур, к которым относится пшеница, чьи 
посевные площади только в России по данным 
Росстата [9] составили в 2023 г. более 29 млн га.

К  числу наиболее эффективных и  экологи-
чески безопасных способов повышения устой-
чивости растений к действию тяжелых металлов 
относят обработку семян или побегов фитогор-
монами  [10]. Согласно данным, имеющимся 
в  литературе, экзогенное применение фитогор-
монов индуцирует запуск широкого спектра фи-
зиологических, биохимических и молекулярных 
реакций, которые обеспечивают не только вы-
живание растений, но и их способность успеш-
но произрастать в условиях действия достаточно 
высоких концентраций тяжелых металлов  [10]. 
С  этой точки зрения особый интерес представ-
ляет многофункциональное соединение фе-
нольной природы – салициловая кислота (СК). 
Ее  роль в  регуляции различных физиологиче-
ских процессов, таких как прорастание семян, 
вегетативный рост, движение устьиц, цветение, 
фотосинтез, термогенез, а также реакции расте-
ний на действие стресс-факторов, хорошо из-
вестна [6, 11, 12]. Отмечено, что одним из первых 
стресс-факторов абиотической природы, в  от-
ношении которого была установлена защитная 
роль СК, были тяжелые металлы [12]. В частно-
сти, получены данные, указывающие на уча-
стие СК в  повышении устойчивости растений 
к  действию кадмия, меди, свинца, ртути, нике-
ля, хрома и цинка [7, 8, 10, 12–14]. В отношении 
цинка показана эффективность применения СК 
с  целью снижения его отрицательного влияния 
на прорастание семян [2], рост растений и био-
синтез хлорофилла  [6, 13, 14], ее положитель-
ное влияние на активность антиоксидантных 
ферментов  [15], экспрессию кодирующих их ге-
нов [8], содержание глутатиона [15], сахаров [8], 
крахмала  [16], элементов минерального пита-
ния [6] и баланс других фитогормонов [2]. Кроме 
того, выявлены заметные различия по степени 
накопления цинка в корнях и побегах растений, 
которые обрабатывались или не обрабатывались 
СК [2, 6, 8, 16].

Как известно, важную роль в  неспецифиче-
ских защитных реакциях растений на действие 
тяжелых металлов, включая цинк, играет ак-
тивизация компонентов антиоксидантной си-
стемы. В единичных работах имеются сведения 
о влиянии СК на окислительно-восстановитель-
ный баланс в клетках, что вносит существенный 
вклад в  формирование устойчивости растений 
к  действию высоких концентраций цинка  [7, 8, 

15, 16]. Защитную роль СК, прежде всего, свя-
зывают с ее способностью снижать содержание 
активных форм кислорода (АФК) и соединений, 
образующихся в  результате реакций окисления 
липидов  [7, 8], в  том числе за счет повышения 
уровня низкомолекулярных протекторных со-
единений и  активности антиоксидантных фер-
ментов  [15, 16]. Высказано также предположе-
ние, что СК может поддерживать активность 
антиоксидантных ферментов на более высоком 
уровне, препятствуя возможному связыванию 
ионов цинка с активными центрами некоторых 
ферментов, например, с активным центром Cu, 
Zn-супероксиддисмутазы [7].

Цель работы – изучение влияния обработки 
семян СК на растения пшеницы, подвергнутые 
воздействию избытка цинка в  корнеобитаемой 
среде.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили растения 

мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.) ярового 
сорта Злата, семена которой были предоставле-
ны ФГБНУ “Федеральный исследовательский 
центр “Немчиновка”. После стерилизации 5% 
гипохлоритом натрия их проращивали в чашках 
Петри в темноте в течение 3 сут. При этом одну 
часть семян проращивали на дистиллирован-
ной воде (вариант “СК 0”), а  другую  – в  тече-
ние 1 сут. выдерживали на растворе СК, затем 
отмывали от него и  продолжали проращивать 
на дистиллированной воде (вариант “СК 100”). 
Проклюнувшиеся семена высаживали в пласти-
ковые контейнеры (1.4 л), содержащие питатель-
ный раствор Хогланда-Арнона с  оптимальным 
(2 мкМ, pH 5.7) или избыточным (1500 мкМ, 
pH 5.7) содержанием цинка  – варианты “Zn 
2” и  “Zn 1500”, соответственно. Цинк вносили 
в  форме его сернокислой соли (ZnSO4·7H2O). 
Растения выращивали в течение 11 сут. в камере 
искусственного климата при температуре возду-
ха 22°С, относительной влажности 60–70%, ФАР 
180 мкмоль/(м2·с) и фотопериоде 14 ч. Все изме-
рения проводили на втором листе.

Оптимальная концентрация СК (100 мкМ) 
была подобрана на основании специальных 
опытов, в  которых семена пшеницы замачи-
вали на 24 ч в  растворах СК с  разной концен-
трацией (от 1 до 700 мкМ). После этого семена 
отмывали от СК и продолжали проращивать на 
дистиллированной воде. О реакции растений на 
СК судили по энергии прорастания и всхожести 
от начала проращивания согласно  [17], а  также 
по изменению линейных размеров корня, его 
сырой и  сухой биомассы. Концентрация цинка 
(1500 мкМ) выбрана на основании предвари-
тельных опытов, позволивших рассматривать ее 
в качестве сублетальной для растений пшеницы.
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Энергию прорастания и  всхожесть семян 
определяли согласно  [17], подсчитывая количе-
ство нормально проросших и всхожих семян на 
3 и 7 сут. от начала проращивания, соответствен-
но. Показатели энергии прорастания и  всхоже-
сти семян рассчитывали в  процентах к  общему 
числу высеянных семян.

Линейные размеры корней и  побегов изме-
ряли общепринятым способом. Площадь листа 
определяли по формуле:

S = 2/3 × l × d, где:

l – длина листовой пластинки;
d – ширина листовой пластинки [18].

Проницаемость мембран клеток определяли 
по выходу электролитов из высечек листьев с ис-
пользованием кондуктометрического метода [19]. 
Для этого растительный материал (300 мг) тща-
тельно промывали в дистиллированной воде для 
удаления клеточного сока со срезов, высушива-
ли с  помощью фильтровальной бумаги и  поме-
щали в  колбы с  30 мл дистиллированной воды. 
Колбы ставили на шейкер S-4, SkyLine (“ELMI”, 
Латвия) на 4 ч и  затем оценивали выход элек-
тролитов по изменению электропроводности 
с  использованием кондуктометра (“HANNA”, 
Италия). После этого колбы инкубировали на 
водяной бане при 95°С в течение 20 мин, затем 
быстро охлаждали, доводили объем в колбах до 
исходной величины и помещали их на шейкер на 
20 мин. Полный выход электролитов определяли 
по электропроводности вытяжки после разру-
шения мембран кипячением. Результирующий 
выход электролитов рассчитывали в  процентах 
от полного выхода, при этом из полученных зна-
чений вычитали электропроводность дистилли-
рованной воды.

Интенсивность перекисного окисления ли-
пидов (ПОЛ) оценивали по накоплению мало-
нового диальдегида (МДА), содержание которого 
определяли по цветной реакции с тиобарбитуро-
вой кислотой (ТБК). Растительный материал (100 
мг) гомогенизировали в 2 мл 20% охлажденного 
раствора трихлоруксусной кислоты (ТХУ), поме-
щали в холодильник на 10 мин, затем центрифу-
гировали в  течение 15 мин при 10000 g и  темпе-
ратуре 4°С. Из полученного гомогената отбирали 
700 мкл с  помощью дозатора (“Экрос-Анали-
тика”, Россия), добавляли к  ним 1300 мкл 0.5% 
ТБК в 20% ТХУ и 50 мкл 2% тритона Х-100. Ис-
пользовали дополнительный контроль (без ТБК), 
в который вместо смеси 0.5% ТБК в 20% ТХУ до-
бавляли 1300 мкл 20% ТХУ. Реакционную смесь 
инкубировали на водяной бане при 95°С в течение 
30 мин, затем быстро охлаждали и центрифугиро-
вали в течение 15 мин при 10000 g и температуре 
4°С.  Оптическую плотность супернатанта изме-
ряли с  помощью спектрофотометра (“Спектр”, 

Россия) при 532, 600 и 440 нм. Содержание МДА 
рассчитывали по формуле  [20], используя коэф-
фициент экстинкции, равный 155 мМ–1см–1.

Для определения активности супероксиддис-
мутазы (СОД, КФ 1.15.1.1), каталазы (КАТ, КФ 
1.11.1.6) и  гваякол-специфичной пероксидазы 
(ГвПО, 1.11.1.7) растительный материал (100 мг) 
гомогенизировали в 2 мл буфера (pH 7.5), кото-
рый включал 50 мМ HEPES, 5 мМ MgCl2, 0.4 мМ 
ЭДТА, 3 мМ ДТТ, 1 мМ PMSF, 1% PVP, 10% гли-
церол. Гомогенат центрифугировали в  течение 
20 мин при 14000 g и температуре 4°С. Получен-
ный супернатант использовали для определения 
активности ферментов и содержания белка с по-
мощью спектрофотометра СФ-2000 (“Спектр”, 
Россия). Общую активность СОД определяли по 
способности фермента ингибировать фотохи-
мическое восстановление нитросинего тетрозо-
лия до формазана согласно методу  [21] с  моди-
фикацией [22]. Оптическую плотность раствора 
измеряли при 560 нм. Активность КАТ опреде-
ляли по ферментативному разложению перок-
сида водорода при 240 нм [23]. Активность ГвПО 
оценивали по увеличению оптической плотно-
сти при 470 нм в результате окисления гваякола 
в  присутствии пероксида водорода  [24]. Общее 
содержание белка анализировали согласно  [25], 
используя в  качестве стандарта бычий сыворо-
точный альбумин.

Содержание свободного пролина анализиро-
вали методом Бейтса с соавт. [26]. Растительный 
материал (500 мг) гомогенизировали в 10 мл 3% 
сульфосалициловой кислоты, затем центрифуги-
ровали в течение 10 мин при 5100 g и температуре 
4°С. К 2 мл супернатанта добавляли 2 мл ледяной 
уксусной кислоты и  2 мл нингидринового реак-
тива. Для приготовления последнего смешивали 
нингидрин, 6М ортофосфорную кислоту и ледя-
ную уксусную кислоту. Полученную смесь инку-
бировали на водяной бане при 95°С в течение 60 
мин, затем быстро охлаждали и определяли опти-
ческую плотность с помощью спектрофотометра 
(“Спектр”, Россия) при 520 нм. Содержание про-
лина определяли по калибровочной кривой, ис-
пользуя стандартный раствор химически чистого 
L-пролина (“Вектон”, Россия).

В работе представлены средние значения по 
трем независимым опытам и  их стандартные 
ошибки. В  каждом опыте ростовые показатели 
изучали на выборке, представленной 12 расте-
ниями. При  изучении биохимических показа-
телей биологическая повторность, представ-
ляющая собой смешанную пробу 2–3 растений, 
была 3–5-кратная, аналитическая  – 3-кратная. 
Статистическую обработку данных осуществля-
ли общепринятыми методами с  использовани-
ем пакета программ Microsoft Office Excel 2007 
и PAST 4.0. Статистически значимыми считали 
различия при P ≤ 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Концентрация СК (100 мкМ), использован-

ная нами в основной части исследования, была 
выбрана на основании серии специальных опы-
тов, которые показали, что в концентрациях от 1 
до 700 мкМ она не оказывает ощутимого влия-
ния на всхожесть и энергию прорастания семян 
пшеницы (табл. 1). Что  касается роста корней, 
то СК в концентрациях 1–100 мкМ или не влия-
ла на их рост, или слегка стимулировала этот 
процесс, а ее более высокие концентрации ока-
зывали на него небольшое ингибирующее воз-
действие (табл. 1).

В  следующей серии опытов было изучено 
влияние цинка в  концентрации 1500 мкМ на 
ряд физиологических и  биохимических пока-
зателей у  растений пшеницы, а  также оценен 
эффект обработки семян СК на ответную реак-
цию растений на избыток цинка. Опыты пока-
зали, что у растений пшеницы, семена которых 
не подвергались обработке СК (СК 0), избыток 
цинка вызывал значительное торможение ро-
ста. В  частности, длина корня, размер побега 
и  площадь листа у  растений в  этом варианте 

опыта (Zn 1500) были, соответственно, на 40, 32 
и 48% меньше, чем в варианте с оптимальным 
содержанием цинка (Zn 2) (табл. 2). У растений, 
семена которых предварительно обрабатыва-
лись СК (СК 100), в  условиях оптимального 
минерального питания не отмечено значимых 
изменений изученных ростовых показателей по 
сравнению с вариантом СК 0, тогда как в вари-
анте с  избыточным содержанием цинка обра-
ботка СК несколько усиливала отрицательный 
эффект данного металла на рост корней и  по-
бегов (табл. 2).

Важно отметить, что независимо от концен-
трации цинка в корнеобитаемой среде (Zn 2 или 
Zn 1500), в  вариантах с  обработкой семян СК 
или без нее нарушения проницаемости клеточ-
ных мембран в листьях растений не происходи-
ло, о чем свидетельствуют данные о выходе элек-
тролитов (рис. 1а). Тем не менее под влиянием 
избытка цинка в  листьях растений возрастало 
содержание МДА как в варианте без обработки 
СК (СК 0), так и  после обработки ею семян 
(СК  100), причем во втором случае в  большей 
степени (рис. 1б).

Таблица 1. Влияние разных концентраций СК на энергию прорастания, всхожесть семян, размер корня и его 
биомассу у растений пшеницы в оптимальных условиях роста

Концентрация 
СК, мкМ

Энергия 
прорастания, %

Всхожесть 
семян, %

Длина корня, см Биомасса корня, мг

3 сут. 7 сут. сырая сухая

0 (без СК) 92 ± 0.85a 92 ± 1.44a 5.68 ± 0.06b 13.97 ± 0.30b 57.57 ± 2.93bc 5.92 ± 0.32bc

1 93 ± 1.35ab 95 ± 1.49a 5.80 ± 0.05b 14.16 ± 0.29ab 63.43 ± 2.81ab 6.35 ± 0.36ab

10 95 ± 1.04ab 94 ± 1.03a 5.98 ± 0.05a 14.79 ± 0.28a 67.36 ± 2.90a 6.89 ± 0.31a

100 96 ± 0.87b 94 ± 0.63a 6.06 ± 0.06a 14.65 ± 0.29ab 66.43 ± 3.12a 6.57 ± 0.39ab

300 95 ± 1.44ab 94 ± 1.19a 5.65 ± 0.06b 14.03 ± 0.29ab 57.96 ± 2.71bc 5.49 ± 0.28сd

500 96 ± 1.58ab 94 ± 1.49a 5.46 ± 0.06c 13.88 ± 0.27b 51.23 ± 2.47c 4.46 ± 0.25d

700 93 ± 0.75ab 92 ± 1.03a 5.06 ± 0.06d 13.62 ± 0.26b 51.14 ± 2.53c 4.64 ± 0.35d

Примечание: разными латинскими буквами отмечены статистически значимые различия между вариантами, в которых 
использовались разные концентрации СК, при P ≤ 0.05. На третьи сутки оценивали энергию прорастания и измеряли 
длину корня, на седьмые сутки – всхожесть семян, длину корня, его сырую и сухую биомассу.

Таблица 2. Размеры корня и побега у растений пшеницы, выращенных из необработанных и обработанных 
СК семян, при оптимальном или избыточном содержании цинка в корнеобитаемой среде

Показатель
Zn 2 Zn 1500

СК 0 СК 100 СК 0 СК 100

Длина корня, см 13.53 ± 0.25a 14.00 ± 0.30a 8.13 ± 0.24b 6.36 ± 0.13c

Высота побега, см 32.30 ± 0.57a 32.27 ± 0.55a 21.87 ± 0.62b 19.30 ± 0.43c

Площадь второго листа, см2 7.92 ± 0.26a 7.67 ± 0.21a 4.10 ± 0.23b 3.21 ± 0.18c

Примечание: Zn 2 – растения выращивали при оптимальном содержании цинка (2 мкМ); Zn 1500 – растения выращивали 
при избыточном содержании цинка (1500 мкМ); СК 0 – семена не обрабатывались раствором СК; СК 100 – семена в тече-
ние 1 сут. обрабатывались раствором СК (100 мкМ). Разными латинскими буквами отмечены статистически значимые 
различия между средними величинами при P ≤ 0.05.
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Рис. 1. Выход электролитов (а) и содержание МДА (б) у растений пшеницы, выращенных из необработанных и об-
работанных СК семян, при оптимальном или избыточном содержании цинка в корнеобитаемой среде. Zn 2 – рас-
тения выращивали при оптимальном содержании цинка (2 мкМ); Zn 1500 – растения выращивали при избыточном 
содержании цинка (1500 мкМ); 1 – семена не обрабатывались раствором СК; 2 – семена в течение 1 сут. обрабаты-
вались раствором СК (100 мкМ). Разными латинскими буквами отмечены статистически значимые различия между 
средними величинами при P ≤ 0.05.

Рис. 2. Активность СОД (а), КАТ (б), ГвПО (в) и содержание пролина (г) у растений пшеницы, выращенных из 
необработанных и обработанных СК семян, при оптимальном или избыточном содержании цинка в корнеобита-
емой среде. Zn 2 – растения выращивали при оптимальном содержании цинка (2 мкМ); Zn 1500 – растения выра-
щивали при избыточном содержании цинка (1500 мкМ); 1 – семена не обрабатывались раствором СК; 2 – семена 
в течение 1 сут. обрабатывались раствором СК (100 мкМ); ТГ – тетрагваякол. Разными латинскими буквами отме-
чены статистически значимые различия между средними величинами при P ≤ 0.05.
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Анализ активности антиоксидантных фер-
ментов показал, что под влиянием избытка 
цинка (Zn 1500) у растений, семена которых не 
подвергались обработке СК, активность СОД 
(рис. 2а) и КАТ (рис. 2б) в листьях сохранялась 
на уровне растений, выращиваемых при оп-
тимальном содержании цинка (Zn 2), а  актив-
ность ГвПО (рис. 2в) оказалась ниже в 1.3 раза 
по сравнению с таковой в варианте Zn 2. После 
обработки семян СК (СК 100) у растений в опти-
мальных условиях минерального питания (Zn 2) 
активность СОД (рис. 2а) возрастала в  1.5 раза, 
активность ГвПО (рис. 2в), наоборот, снижалась 
в  1.8 раза по сравнению с  вариантом без обра-
ботки СК, а  активность КАТ (рис. 2б) не изме-
нялась. В варианте с избытком цинка обработка 
семян СК также приводила к  увеличению в  ли-
стьях растений активности СОД в 1.5 раза (рис. 
2а) и ГвПО – в 1.8 раза по сравнению с вариан-
том без обработки (рис. 2в) при отсутствии изме-
нений в активности КАТ (рис. 2б).

Наряду с  антиоксидантными ферментами 
в  защите клеток от окислительного стресса ак-
тивно участвуют неферментные компоненты, 
такие как пролин. В наших опытах под влияни-
ем избытка цинка (Zn 1500) его содержание в ли-
стьях пшеницы заметно возрастало (в 1.5 раза по 
сравнению с вариантом Zn 2), причем как после 
обработки семян СК, так и без нее (рис. 2г).

ОБСУЖДЕНИЕ
Повышение содержания цинка в  окружаю-

щей среде, вызванное антропогенной деятель-
ностью или иными причинами, как правило, 
приводит к  изменению и/или нарушению хода 
многих (если не всех) физиолого-биохимиче-
ских процессов у  растений, одним из ранних 
проявлений которого является торможение их 
роста [7, 8, 27]. В наших опытах воздействие из-
бытка цинка (1500 мкМ) также оказывало выра-
женный негативный эффект на рост пшеницы, 
который прежде всего проявлялся в отношении 
корней, что было ожидаемо, поскольку именно 
они контактируют с  ионами цинка, находящи-
мися в  корнеобитаемой зоне, и  накапливают 
их в  наибольших количествах. Торможение ро-
ста растений в  подобных условиях могло быть 
обусловлено целым рядом причин. Например, 
избыток цинка способен вызывать у  растений 
остановку митотического деления клеток  [1], 
повреждение клеточных мембран  [16], сниже-
ние скорости фотосинтеза [8, 28], а также может 
приводить к нарушению поглощения элементов 
минерального питания [6].

Как известно, важную роль в  регуляции ро-
стовых процессов, в  том числе и  при воздей-
ствии на растения тяжелых металлов, играют 
фитогормоны. Под  их контролем находятся не 

только деление и  растяжение клеток, лежащие 
в  основе роста и  морфогенеза, но и  связанные 
с  ними (напрямую или опосредованно) мно-
гие другие физиолого-биохимические процес-
сы  [29]. В  отношении СК и  ее производных 
показано, что при действии тяжелых металлов, 
включая цинк, они, применяемые в  определен-
ных концентрациях, могут способствовать уве-
личению линейных размеров и/или накоплению 
биомассы растений  [7, 13, 16]. Так,  например, 
обработка семян СК в концентрации 50 [13] или 
100 мкМ  [7] поддерживала на более высоком 
уровне рост побега или корня растений пшени-
цы в условиях избытка цинка. Обработка расте-
ний с помощью опрыскивания с использовани-
ем более высоких концентраций СК (500 и 1000 
мкМ) оказывала положительный эффект на рост 
шалфея и  люцерны, который проявлялся в  уве-
личении размеров надземной и подземной части 
растений или в усилении накопления их сырой 
биомассы при высоком содержании цинка во 
внешней среде  [6, 8]. Предполагается, что сти-
мулирующее влияние СК на ростовые процессы 
в условиях действия на растения тяжелых метал-
лов может быть связано с  увеличением погло-
щения ими элементов минерального питания, 
необходимых для роста  [6], поддержанием гор-
монального баланса [30] и/или увеличением ин-
тенсивности фотосинтеза  [13]. Повышение ско-
рости последнего при избыточном (1500  мкМ) 
содержании цинка в  субстрате, коррелирующее 
с поддержанием в листьях более высокого содер-
жания фотосинтетических пигментов и  устьич-
ной проводимости, обнаружено нами у  расте-
ний пшеницы, семена которых предварительно 
обрабатывались СК (100 мкМ) [28]. Однако, что 
касается стимулирующего эффекта СК на рост 
пшеницы, в  настоящем исследовании он за-
фиксирован только на начальных стадиях ро-
ста растений пшеницы и  при их выращивании 
в темноте. При этом в условиях избытка цинка 
в  корнеобитаемой зоне обработка семян СК, 
напротив, несколько усиливала ингибирующее 
действие избытка цинка на рост побега и корня 
растений. Отметим, что в  литературе имеются 
сведения о том, что данное фенольное соедине-
ние не всегда оказывает на ростовые процессы 
только стимулирующий эффект. Его  проявле-
ние может быть опосредованно влиянием СК 
на транспорт и распределение ауксина [31], экс-
судацию органических кислот из корней в  ри-
зосферу  [32] или на окислительно-восстанови-
тельный баланс  [33]. Наблюдаемые различия 
в  характере реакции на обработку семян СК, 
фиксируемые по ростовым показателям, могут 
объясняться наличием видовых (и  сортовых) 
особенностей, условиями выращивания расте-
ний, фазой развития, на которой анализируется 
ответная реакция растения на действие избытка 
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цинка, интенсивностью (концентрацией цинка) 
и продолжительностью его воздействия, а также 
условиями обработки растений СК (способ об-
работки и ее длительность, концентрация СК).

По своей химической характеристике цинк не 
является редокс-активным металлом, однако его 
избыточное накопление в  клетках может приво-
дить к развитию окислительного стресса, вызван-
ного усилением образования АФК  [7]. Результа-
том окислительного стресса является окисление 
биологических молекул, в  частности, липидов, 
которое сопровождается накоплением одного из 
его конечных продуктов – МДА. Увеличение со-
держания МДА в клетках растений при избытке 
цинка отмечалось ранее в других работах [13, 16, 
34] и  в наших опытах. Важно подчеркнуть, что 
в  присутствии концентрации цинка 1500 мкМ 
уровень МДА в наибольшей степени повышался 
у тех растений пшеницы, семена которых подвер-
гались обработке СК. Об увеличении содержания 
АФК и/или ТБК-активных продуктов под влия-
нием СК ранее сообщали другие авторы  [11, 30, 
33]. Проявление подобного эффекта СК связы-
вают с  ингибированием транспорта электронов 
в ЭТЦ митохондрий и окислительного фосфори-
лирования, усилением высвобождения цитохро-
ма c из митохондрий, увеличением активности 
мембранной НАДФН-оксидазы, снижением ак-
тивности КАТ  [35]. При  этом накопление АФК 
и  продуктов деградации мембранных липидов, 
с одной стороны, может приводить к нарушению 
ультраструктуры клеточных органелл (в  частно-
сти, митохондрий) и сопровождаться торможени-
ем роста растений [33]. С другой стороны, окис-
ление липидов, а  именно полиненасыщенных 
жирных кислот, приводит к  образованию (фер-
ментативным или неферментативным путем) ок-
силипинов, вовлеченных не только в регуляцию 
процессов роста и развития, но и защитных реак-
ций растений, в частности, на действие тяжелых 
металлов  [36]. Что  касается СК, образующиеся 
радикалы и  продукты перекисного окисления 
липидов рассматриваются в  качестве важных 
посредников, участвующих в  сигнальных пу-
тях этого фитогормона  [11]. В  пользу этого сви-
детельствует то, что ингибирование генерации 
АФК и ряда других эффектов, наблюдаемое при 
обработке пшеницы СК, увеличивает восприим-
чивость растений к ионам кадмия [30]. При этом 
транзиторное увеличение интенсивности окис-
лительного стресса под влиянием СК может слу-
жить своего рода сигналом, необходимым, в том 
числе, для активизации работы антиоксидантной 
системы, во многом обеспечивающей повышение 
устойчивости растений к внешним факторам [11].

Действительно, есть сведения о  том, что 
в  условиях избытка цинка применение СК (об-
работка семян, опрыскивание растений или вы-
ращивание на растворе с  добавлением СК) вы-

зывало в растениях повышение активности СОД, 
КАТ, ферментов аскорбат-глутатионового цикла 
и  экспрессии кодирующих их генов  [8, 15, 16], 
а  также индуцировало увеличение содержания 
глутатиона  [8], аскорбата  [15], хлорофиллов  [6], 
флавоноидов, пролина и  сахаров  [16]. В  наших 
опытах при избытке цинка в  корнеобитаемой 
среде обнаружено повышение активности СОД 
и ГвПО, причем только у тех растений, семена ко-
торых были обработаны СК. При этом обраща-
ет на себя внимание существенное повышение 
в этих условиях активности ГвПО. Пероксидаза 
является одним из наиболее полифункциональ-
ных ферментов, а  гваяколовой пероксидазе по-
мимо детоксикации АФК отводят важную роль 
в биосинтезе лигнина [37]. Его отложение в кле-
точных стенках не только придает тканям меха-
ническую прочность, но и может замедлять (или 
даже подавлять) транспорт тяжелых металлов 
в ксилему и их перемещение в надземную часть 
растений  [38]. При  этом повышение активно-
сти лигнифицирующих пероксидаз напрямую 
коррелирует с увеличением содержания лигнина 
в  тканях, что обнаружено, например, у  расте-
ний клевера [37], ромашки [39] и пшеницы [30]. 
О  возможности участия в  регуляции этих про-
цессов СК также упоминается в литературе  [30, 
39]. С этой точки зрения, интерес представляют 
данные о повышении уровня МДА при избытке 
цинка в тканях растений пшеницы, семена кото-
рых обрабатывались СК. Как известно, окисли-
тельная полимеризация монолигнолов (один из 
этапов биосинтеза лигнина) происходит в  при-
сутствии АФК, и  накопление лигнина усилива-
ется наряду с увеличением содержания МДА [37, 
39]. На фоне этого у растений наблюдается тор-
можение ростовых процессов, что может объ-
ясняться лигнификацией, которая уменьшает 
пластичность клеточной стенки и ограничивает 
рост клеток [37]. Поэтому нельзя исключить, что 
отмеченное нами накопление МДА и  рост ак-
тивности гваяколовой пероксидазы у  растений 
пшеницы, семена которых обрабатывались СК, 
и,  как следствие, торможение роста взаимосвя-
заны и могут объясняться усилением биосинтеза 
лигнина и увеличением его содержания. О взаи-
мосвязи этих процессов у растений, а также уча-
стии в их регуляции СК свидетельствуют также 
данные, полученные Shakirova с соавт. [30].

Наряду с  антиоксидантными ферментами 
в стабилизации клеточных мембран, в том числе 
и благодаря своим антиоксидантным свойствам, 
участвует свободный пролин. Он  также спосо-
бен выступать в  роли хелатора, образующего 
нетоксичные металл-пролиновые комплексы 
с рядом металлов [40]. Его накопление в клетках 
растений при избытке цинка отмечалось ранее 
в других работах [8, 16] и в наших опытах. Что же 
касается эффекта СК на содержание пролина, то 
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в наших опытах он не был зафиксирован. Впол-
не вероятно, что в этом случае для поддержания 
жизнеспособности растений, испытывающих 
действие избытка цинка, достаточно было ак-
тивизации под влиянием СК ряда антиокси-
дантных ферментов и, возможно, усиления био-
синтеза каких-то других низкомолекулярных 
соединений, содержание которых в  данной ра-
боте не определялось.

Все перечисленные выше факты и их анализ 
приводит нас к выводу о многообразии (и разно-
образии) защитно-приспособительных реакций 
и  защитных механизмов, которыми располага-
ют растения и  благодаря которым они способ-
ны выживать в  условиях стресса, в  частности, 
вызванного действием на них тяжелых метал-
лов. СК  как один из элементов гормональной 
системы способна включаться в  эти события 
и вносить свой вклад в общую картину наблюда-
емых в  растениях изменений в  обмене веществ 
под влиянием стресса (рис. 3). При этом важно 
подчеркнуть, что характер ответной реакции 
растений на действие избытка цинка под влия-
нием СК может изменяться по-разному в  зави-
симости от конкретного показателя. В  данной 
и предыдущей работе [28] нами в совокупности 
было изучено 14 показателей, значения шести 
из которых под влиянием обработки семян СК 
возрастали (интенсивность фотосинтеза, актив-
ность СОД и  ГвПО, содержание хлорофиллов 
и  каротиноидов, содержание МДА), четырех 

других снижались (длина корня, высота побега, 
площадь второго листа, активность карбоангид-
разы), а  четырех  – не изменялись (выход элек-
тролитов, устьичная проводимость, содержание 
пролина, активность КАТ).

Очевидно, что расширение набора изучае-
мых показателей приведет к увеличению переч-
ня показателей в каждой из трех указанных выше 
групп. Это служит аргументом того, что реакция 
растений на стресс является не только много-
компонентной и многоэшелонной, но и весьма 
вариативной, зависящей от многих факторов 
и обстоятельств – силы (интенсивности) и про-
должительности стресса, сопутствующих стрес-
су внешних факторов (температура, влажность, 
освещенность и  др.), биологических особенно-
стей вида (сорта) растений, их возрастного со-
стояния и т.д. Следовательно, логично ожидать, 
что характер реакции растений, семена которых 
были подвергнуты обработке СК, на избыток 
цинка во внешней среде может варьировать как 
количественно, так и  качественно в  зависимо-
сти от указанных выше факторов, а также в зави-
симости от концентрации СК, продолжительно-
сти ее действия и способа введения в растения. 
Именно это находит свое подтверждение в рабо-
тах авторов, исследования которых посвящены 
данному вопросу.

Наконец, следует сказать, что реальная кар-
тина происходящих под влиянием СК измене-
ний в растениях, находящихся в условиях избыт-

Обработка семян пшеницы салициловой кислотой

Воздействие избытка
цинка на растения

Позитивные изменения

Повышение
скорости фотосинтеза

Увеличение
содержания пигментов

Возрастание активности
СОД и ГвПО

Негативные изменения

Торможение роста

Увеличение
содержания МДА

Снижение активности
карбоангидразы

Изменения в обмене веществ и повышение
устойчивости растений к избытку цинка

Рис. 3. Влияние обработки семян СК (100 мМ) на характер ответной реакции растений пшеницы на действие из-
бытка цинка (1500 мкМ) в корнеобитаемой среде.
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ка цинка во внешней среде, является еще более 
сложной, т.к.  здесь мы не обсуждаем вовлечен-
ность в  защитно-приспособительные реакции 
растений других гормонов, участие генетической 
системы и  вклад структурных (ультраструктур-
ных) изменений. Но  без ее всестороннего изу-
чения и более глубокого понимания невозможна 
разработка эффективных методов и  способов 
повышения устойчивости и  продуктивности 
растений, культивируемых в разных агроклима-
тических условиях.

Авторы выражают благодарность руково-
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В контролируемых условиях среды изучали влияние загрязнения почвы свинцом (50 и  250 мг 
Pb2+ на кг сухого веса почвы) на скорость фотосинтетической ассимиляции СО2 (An), содержа-
ние основных макроэлементов в  листьях, фотосинтетическую эффективность использования 
N (PNUE), P (PPUE) и K (PKUE), а также воды (PWUE) и света (α) у растений листового сала-
та сорта Медвежье ушко. Выявлено отрицательное воздействие металла на скорость фотосинте-
за (An), что связано с  уменьшением содержания хлорофилла, снижением PNUE, PPUE, PKUE 
и величины α. Показатель квантовой эффективности ФС II (Fv/Fm) снижался, но оставался в до-
пустимых для нормального функционирования фотосистемы пределах. Выраженного влияния 
свинца на содержание микроэлементов в листьях растений не обнаружено. У растений опытных 
вариантов уменьшение PNUE, PPUE и  PKUE сопровождалось увеличением соотношения мас-
сы листа к его площади, что отражает тесные структурно-функциональные связи при адаптации 
растений к стрессовым условиям загрязнения почвы тяжелым металлом. Показано, что свинец 
даже в самой высокой из исследованных концентраций (250 мг/кг почвы) не влиял на скорость 
транспирации, а также на фотосинтетическую эффективность использования воды у растений.

Ключевые слова: листовой салат, фотосинтез, тяжелые металлы, азот, фосфор, калий
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ВВЕДЕНИЕ 
Проблема загрязнения окружающей сре-

ды тяжелыми металлами и  накопление их 
в  больших количествах в  органах сельскохозяй-
ственных культур не ослабевает уже на протя-
жении нескольких десятков лет. Это связано 
с сильным отрицательным воздействием данных 
химических элементов на жизнедеятельность 
растений и  их продуктивность, а  также с  повы-
шенным риском здоровью животных и человека 
[1]. Как следствие, исследования, посвященные 
изучению механизмов поступления и  накопле-
ния металлов в  органах растений и  их влияния 
на основные физиологические процессы, и в на-
стоящее время сохраняют свою актуальность. 

Сокращения: ФАР – фотосинтетически активная радиация; 
LMA – отношение сухой массы листа к его площади (англ. Leaf 
mass per area); PKUE – фотосинтетическая эффективность 
использования калия; PNUE – фотосинтетическая эффек-
тивность использования азота; PPUE – фотосинтетическая 
эффективность использования фосфора; SPAD – показатель 
содержания хлорофилла (англ. Soil Plant Analysis Development). 

Свинец изучен в  гораздо меньшей степени, 
чем, например, кадмий или цинк, несмотря на то 
что он является одним из наиболее распростра-
ненных загрязняющих веществ среди тяжелых 
металлов. Тем не менее известно, что повышение 
содержания свинца в почве приводит к увеличе-
нию его концентрации в подземных и надземных 
органах растений и негативно отражается на всех 
физиологических процессах и  продуктивности 
[2]. Так, обнаружено отрицательное воздействие 
этого элемента на поглощение других ионов, что 
приводит к дисбалансу элементов минерального 
питания [3–5]. При высоких концентрациях ме-
талла нарушается водный обмен растений, тор-
мозится поступление воды в  корень, замедля-
ется транспирация, уменьшается оводненность 
тканей [6]. В  присутствии свинца у  растений 
замедляется скорость фотосинтеза, что является 
одной из основных причин его ингибирующего 
действия на рост и развитие. Негативный эффект 
свинца на фотосинтез связан с целым рядом из-
менений и  нарушений в  фотосинтетическом 
аппарате растений (ФСА), в  том числе, с  дегра-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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дацией хлорофилла, снижением эффективно-
сти преобразования энергии ФС II и транспорта 
электронов, активности ферментов цикла Каль-
вина [1, 7, 8]. Данных о  воздействии свинца на 
фотосинтетическую эффективность использо-
вания макроэлементов, воды и  света практиче-
ски нет, хотя именно этот показатель считается 
важным функциональным признаком растений, 
от которого во многом зависит их продуктив-
ность [9]. Эффективностью фотосинтетического 
использования макроэлементов называется ско-
рость видимого фотосинтеза, осуществляемого 
на единицу содержания азота, фосфора или ка-
лия в  листе (PNUE, PPUE или PKUE, соответ-
ственно) [9]. Эффективность фотосинтетическо-
го использования воды (или света) определяется 
как скорость фотосинтеза на единицу транспи-
рационного потока (или поглощенной световой 
энергии) [10, 11] Именно от этих показателей, ва-
риабельность которых может быть обусловлена 
другими физиологическими процессами, а также 
факторами среды [12], во многом зависит фото-
синтетическая способность растений.

Цель работы – оценка влияния загрязнения 
почвы свинцом на фотосинтетическую эффек-
тивность использования основных макроэле-
ментов, воды и света у одной из популярных пи-
щевых культур – листового салата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В опыте использовали дерново-подзоли-

стую почву, содержащую 0.39% общего азота, 
1.6 г/кг подвижного фосфора и калия и 0.13 мг/
кг подвижного свинца [13]. Воздушно-сухую 
почву просеивали, вносили по 150 мг/кг N, P 
и K, в опытные варианты добавляли Pb2+ в виде 
Pb(NO3)2 в  концентрации 50 или 250 мг/кг (по 
элементу). Подготовленную почву помещали 
в сосуды объемом 0.8 л, увлажняли и инкубиро-
вали при температуре 21° ± 2°С в течение 14 сут. 
Каждый вариант опыта включал восемь сосудов.

Семена листового салата (Lactuca sativa L., 
сорт Медвежье ушко) высаживали в сосуды. Рас-
тения выращивали в контролируемых условиях 
при фотопериоде 16 ч, температуре 23/20°С день/
ночь, интенсивности освещения 250 мкмоль/(м2 

с) фотосинтетически активной радиации (ФАР). 
Полив осуществляли дистиллированной водой.

Спустя 46 сут. у  растений контрольного 
и  опытных вариантов измеряли скорость ви-
димого фотосинтеза (An) и  транспирационного 
потока (Tr) с единицы площади листа с исполь-
зованием портативной фотосинтетической си-
стемы HCM-1000 (Walz, Германия) при темпе-
ратуре листа 23°С, освещенности листа 1200, 60, 
40 и  20 мкмоль/(м2 с) ФАР, влажности воздуха 
в  измерительной камере 65–70%, содержании 
СО2, равном 400–420 ppm. Измерения выпол-
няли после полной стабилизации процессов 

газообмена СО2 и  Н2О. Максимальную эффек-
тивность ФС  II (Fv/Fm) определяли с  использо-
ванием флуориметра MINI-PAM (Walz, Герма-
ния) после 30-минутной темновой адаптации 
листьев. Содержание хлорофилла оценивали 
экспресс-методом с  использованием SPAD-502 
(Minolta, Япония). Для указанных выше измере-
ний был взят самый молодой лист из полностью 
сформированных.

Для определения величины массы листа 
к единице площади (LMA, leaf mass per area) все 
листья с  растений срезали, сканировали и  вы-
числяли площадь с использованием программы 
AreaS. Затем листья высушивали при 70°С до 
постоянного веса и  рассчитывали LMA как со-
отношение массы листовой пластинки к ее пло-
щади [14].

Содержание макроэлементов (N, P, K) 
и свинца (Pb) в единице массы листа выполняли 
в аналитической лаборатории Института леса на 
научном оборудовании Центра коллективного 
пользования Федерального исследовательского 
центра “Карельский научный центр Российской 
академии наук”. Для измерения содержания N 
и  P растительную навеску подвергали мокро-
му озолению по методу Кьельдаля. Общий азот 
и  фосфор определяли, соответственно, с  реак-
тивом Несслера и молибденовокислым аммони-
ем на спектрофотометре СФ-2000 (ОКБ-Спектр, 
Россия). Для оценки содержания K и  Pb расти-
тельные образцы измельчали и  навесками по 
0.2–0.3  г помещали во фторопластовые стака-
ны. Минерализацию проводили смесью кис-
лот в  течение 30 мин при температуре 135°С 
в  микроволновой системе разложения Berghof 
Speedwave (MWS four digestion system, Герма-
ния). Содержание K измеряли атомно-абсорб-
ционным методом с пламенной атомизацией на 
спектрофотометре AA-6800 (Shimadzu, Япония), 
содержание Pb – электротермической атомиза-
цией на спектрофотометре АА-7000 (Shimadzu, 
Япония). В качестве калибровочных стандартов 
использовали сертифицированные многоэле-
ментные растворы (Inorganic Ventures, США).

Для расчета содержания макроэлементов 
в  единице площади листа использовали значе-
ния LMA и содержание элементов в единице мас-
сы листа. Фотосинтетическую эффективность 
использования N, P и K (PNUE, PPUE и PKUE, 
соответственно) рассчитывали как отношение 
An к содержанию N, P и K в единице площади ли-
ста [9]. Эффективность использования воды при 
фотосинтезе (PWUE) вычисляли как соотноше-
ние An и Tr [10]. Фотосинтетическую эффектив-
ность использования растением света выражали 
посредством одного из параметров световой за-
висимости фотосинтеза, который в  отечествен-
ной литературе называется видимым квантовым 
выходом (α). Его вычисляли по тангенсу накло-
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на световой кривой фотосинтеза, построенной 
по значениям скорости фотосинтеза при 60, 40 
и 20 мкмоль/(м2 с) ФАР [11].

Биологическая повторность в зависимости от 
показателя составляла шесть и  более растений, 
аналитическая повторность была 3-кратной. В ра-
боте представлены средние значения и  их стан-
дартные ошибки. Достоверность различий между 
средними значениями определяли при P < 0.05 
на основе дисперсионного анализа (LSD-тест) 
с  использованием программного обеспечения 
Statistica 8.0 (StatSoft, Inc.). Линейный регрессион-
ный анализ был использован для оценки взаимо-
связи между исследованными параметрами.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведенные исследования показали, что 

при повышении концентрации свинца в  почве 
у  растений замедлялась скорость фотосинтеза 
относительно контрольного варианта, что более 

отчетливо проявилось при концентрации метал-
ла 250 мг/кг почвы (табл. 1). При этом в обоих 
вариантах опыта несколько уменьшалась (по 
сравнению с контролем) величина показателя Fv/
Fm, оставаясь, однако, в пределах, необходимых 
для нормального функционирования ФС II [15]. 
Содержание хлорофилла значимо снижалось 
только при наиболее высокой концентрации 
металла, использованной в  данной работе. Об-
наружено, что показатель LMA, широко исполь-
зуемый в  качестве индикатора функционирова-
ния таких процессов как фотосинтез, дыхание, 
водный обмен [16], наоборот, возрастал при за-
грязнении почвы свинцом, главным образом, за 
счет уменьшения площади листа (табл. 1). Ярко 
выраженного воздействия металла на скорость 
транспирации обнаружено не было, наблю
далась лишь тенденция к ее снижению. 

Увеличение концентрации свинца в  поч-
ве приводило к  повышению его содержания 
в  листьях салата (табл. 2). В  частности, при  

Таблица 1. Влияние загрязнения почвы свинцом на некоторые показатели фотосинтетического аппарата 
растений салата сорта Медвежье ушко

Показатель
Вариант опыта

контроль Pb2+ 50 мг/кг почвы Pb2+ 250 мг/кг почвы

An, мкмоль/(м2 с) 7.1 ± 0.3a 5.8 ± 0.3ab 4.9 ± 0.2b

Tr, ммоль/(м2 с) 1.06 ± 0.09а 0.93 ± 0.10а 0.94 ± 0.13а

Fv/Fm 0.844 ± 0.004a 0.827 ± 0.006b 0.830 ± 0.007b

SPAD index 15.3 ± 0.6a 14.1 ± 0.6a 11.0 ± 1.1b

LMA, г/м2 36 ±1b 42 ±2а 40 ±1а

Примечание. Разными латинскими буквами отмечены статистически значимые различия между контрольным и опытными 
вариантами при P < 0.05. Измерения An и Tr выполнены при ФАР, равной 1200 мкмоль/(м2 с).

Таблица 2. Содержание свинца и макроэлементов в листьях салата сорта Медвежье ушко при загрязнении 
почвы свинцом 

Элемент
Вариант опыта

контроль Pb2+ 50 мг/кг почвы Pb2+ 250 мг/кг почвы

Pb, мг/кг 0.4 ± 0.1c 2.3 ± 0.3b 4.6 ± w1.2a

N, % 2.0 ± 0.7a 2.4 ± 0.3a 2.3 ± 0.3a

P, % 0.17 ± 0.05a 0.17 ± 0.01a 0.19 ± 0.07a

K, % 8.1 ± 0.8c 10.1 ± 0.2b 11.0 ± 0.1a

N, г/м2 0.7 ± 0.2a 1.0 ± 0.1a 0.9 ± 0.1a

P, мг/м2 0.06 ± 0.02a 0.07 ± 0.01a 0.08 ± 0.03a

К, г/м2 2.90 ± 0.30b 4.26 ± 0.07a 4.40 ± 0.03a

Примечание. Разными латинскими буквами отмечены статистически значимые различия между контрольным и опытными 
вариантами при P < 0.05.
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концентрации металла в  почве 50 мг/кг его со-
держание оказалось более чем в 5 раз выше, чем 
у  растений контрольного варианта, а  при кон-
центрации 250 мг/кг – в  11.5 раз. Важно отме-
тить, что при этом содержание азота и фосфора 
в обоих опытных вариантах оставалось на уров-
не контрольного как при его расчете на массу, 
так и  при перерасчете на площадь листа. В  от-
личие от этого, содержание калия независимо от 
концентрации свинца в почве и способа расчета 
возрастало в 1.5 раза по сравнению с контролем. 

Загрязнение почвы свинцом приводило к су-
щественному снижению (более чем в 1.8 раз по 
сравнению с контролем) величин PNUE, PPUE 
и PKUE, причем практически в равной степени 
при обеих использованных в исследовании кон-
центрациях металла (табл. 3). Для всех вариан-
тов опыта оценка зависимости скорости фото-
синтеза и  фотосинтетической эффективности 
использования макроэлементов от величины 
LMA показала отрицательную связь с  LMA 
у An (рис. 1 а), PNUE (рис. 1 б), PPUE (рис. 1 в) 
и PKUE (рис. 1 г). Результаты исследования так-
же показали, что PWUE не зависела от присут-
ствия металла в почве, а величина α снижалась 
при наибольшей концентрации свинца (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Задачей нашего исследования была оценка 

влияния избытка свинца в  почве на накопле-
ние в листьях салата основных макроэлементов 
и  эффективность их использования в  процессе 
фотосинтетической ассимиляции углерода. Ра-
нее было показано, что ингибирование роста 
растений под воздействием свинца во многом 
связано с  нарушением ионного гомеостаза рас-
тений [5]. В  частности, в  присутствии свинца 
снижалось содержание кальция, магния, цинка 
и  серы в  надземных органах пшеницы, шпина-
та и  бобов [3, 4]. Основными причинами этого 
являются сокращение поступления ионов необ-

ходимых элементов вследствие уменьшения раз-
меров корня, конкуренция ионов питательных 
элементов и ионов свинца за сайты связывания 
при их транслокации в корень и далее по тканям 
растений, а также снижение активности некото-
рых транспортных белков, участвующих в пере-
носе необходимых ионов через мембраны клеток 
[17]. В  наших исследованиях негативного влия-
ния загрязнения почвы свинцом на содержание 
азота и  фосфора в  листьях салата не было об-
наружено, а  содержание калия даже возрастало 
(табл. 2). Полученный эффект, вероятно, мож-
но объяснить тем, что при изменении внешних 
условий именно для макроэлементов характерно 
поддержание постоянства элементного соста-
ва в отличие от микроэлементов, существенная 
вариабельность содержания которых была ранее 
выявлена в  контрастных условиях роста расте-
ний, включая контрастность по уровням загряз-
нения почвы тяжелыми металлами [18–20]. 

В отличие от содержания макроэлементов, 
фотосинтетическая эффективность использо-
вания N, P и К существенно падала в условиях 
загрязнения почвы свинцом (табл. 3). Это со-
провождалось уменьшением интенсивности 
фотосинтеза. Известно, что доступность элемен-
тов питания, и  особенно N, является одним из 
факторов, определяющих фотосинтетическую 
способность растений к  ассимиляции углерода 
[21]. Однако в нашем исследовании содержание 
азота в листьях опытных растений не снижалось. 
Следовательно, ингибирование фотосинтеза 
было в данном случае обусловлено другими при-
чинами, среди которых можно выделить сни-
жение эффективности использования света на 
ассимиляцию СО2 (α) (табл. 3). Фотосинтетиче-
ская эффективность световой энергии, или ви-
димый квантовый выход фотосинтеза, отражает 
эффективность работы ФСА преимущественно 
при малой и  средней интенсивности света [11] 
и может определять скорость первичной продук-
ции, изменяясь в зависимости от условий, в ко-

Таблица 3. Фотосинтетическая эффективность использования азота (PNUE), фосфора (PPUE), калия 
(PKUE), воды (PWUE) и света (α) у растений салата сорта Медвежье ушко при загрязнении почвы свинцом 

Показатель
Вариант опыта

контроль Pb2+ 50 мг/кг почвы Pb2+ 250 мг/кг почвы

α, моль СО2/моль квант 0.018 ± 0.001a 0.017 ± 0.001ab 0.014 ± 0.002b

PWUE, мкмоль СО2/ммоль H2O 6.8 ± 0.7a 6.4 ± 0.6a 6.4 ± 0.9a

PNUE, мкмоль СО2/(г(N) c) 12.9 ± 5.0a 6.0 ± 0.7b 5.3 ± 0.7b

PPUE, мкмоль СО2/(г(P) c) 157 ± 21a 83 ± 6b 75 ± 29b

PKUE, мкмоль СО2/(г(K) c) 2.49 ± 0.26a 1.35 ± 0.02b 1.11 ± 0.01c

Примечание. Разными латинскими буквами отмечены статистически значимые различия между контрольным и опытными 
вариантами при P < 0.05.
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торых осуществляется фотосинтез [22]. Пред-
полагается, что основным фактором падения 
эффективности использования света в  фото-
синтетических реакциях является повышение 
интенсивности фотодыхания [22], что отмеча-
ется при воздействии высоких концентраций 
свинца [6]. Снижение величины α связывают 
также с защитными реакциями растений на дей-
ствие стрессового фактора, осуществляемыми, 
в  том числе, посредством преобразования пиг-
ментного комплекса [11], включающего дегра-
дацию хлорофилла или замедление его синтеза 
[23]. Уменьшение содержания хлорофиллов на-
блюдалось и в нашем опыте в присутствии наи-
более высокой концентрации свинца.

Снижение фотосинтетической эффектив-
ности использования всех исследованных ма-

кроэлементов в  условиях загрязнения почвы 
свинцом (табл. 3) соотносилось с  повышением 
величины LMA (табл.1). Отрицательная связь 
скорости фотосинтетической ассимиляции СО2 
и величины LMA, выявленная в данной работе 
(рис. 1а), была ранее обнаружена и другими ис-
следователями [24–26]. Более высокие значения 
LMA могут соответствовать более низким зна-
чениям An из-за увеличения затрат на формиро-
вание листа, снижения доли фотосинтетически 
активных тканей по отношению к  объему кле-
точных стенок в  сухой массе [14] или уменьше-
ния проводимости СО2 в  строме хлоропластов 
[27]. Показана также отрицательная связь LMA 
с  эффективностью использования макроэле-
ментов на фотосинтез [25, 28], что подтвердили 
результаты данного исследования (рис.  1  б–г). 

Рис. 1. Зависимость скорости видимого фотосинтеза An, (a), фотосинтетической эффективности использования 
азота PNUE (б), фосфора PPUE (в) и калия PKUE (г) от величины отношения массы листа к единице его площади 
(LMA) в листьях салата сорта Медвежье ушко. R2 = 0.53 для An, R

2 = 0.84 для PNUE и PPUE, а также R2 = 0.77 для 
PKUE. 
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Снижение PNUE у  листьев салата при за-
грязнении почвы свинцом могло быть связа-
но со структурными изменениями, например, 
с большим инвестированием азота в клеточные 
стенки и снижением его использования для син-
теза фотосинтетических ферментов, в том числе 
RuBisCO/O. Это подтверждает и увеличение ве-
личины LMA [29]. Аналогично, перераспределе-
ние фосфора с его использования в метаболиче-
ских процессах на формирование структурных 
компонентов может быть причиной снижения 
PPUE в  листьях салата при повышенных кон-
центрациях свинца в почве. 

Отметим также, что эффективность исполь-
зования воды при обеих концентрациях свинца 
сохранялась на уровне контрольных растений 
(табл. 3), что могло быть связано с  некоторым 
уменьшением скорости транспирации, сопро-
вождавшим снижение An под влиянием свинца. 
В  среднем для всех опытных вариантов значе-
ния WUE, определенные для листового салата 
в  нашем эксперименте, являются достаточно 
высокими и характерны в большей степени для 
С4-, а не С3-растений [30], к которым относит-
ся L.  sativa, что, видимо, связано с  достаточно 
низкими значениями транспирационных потерь 
воды исследованным видом. 

Таким образом, загрязнение почвы свинцом 
не оказывало отрицательного воздействия на со-
держание азота, фосфора и калия в листьях сала-
та, однако эффективность фотосинтетического 
использования перечисленных макроэлементов 
в  этих условиях уменьшалась, что сопровожда-
лось замедлением скорости фотосинтеза. Одной 
из причин снижения фотосинтетической ак-
тивности растений при избытке свинца в почве 
может являться перенаправление использова-
ния макроэлементов в большей степени в струк-
турные, чем фотосинтетические процессы, что 
подтверждается увеличением значения LMA. 
Уменьшение эффективности использования 
света на фотосинтез также рассматривается как 
одна из причин снижения скорости фотосин-
тетической ассимиляции СО2 при повышенных 
концентрациях металла в  почве. Вместе с  тем 
сохранение фотосинтетической эффективности 
использования воды может способствовать под-
держанию активности ФСА растений в условиях 
загрязнения почвы свинцом.

Исследования выполнены при финансовой 
поддержке государственного задания КарНЦ 
РАН (FMEN-2022-0004) на научном оборудова-
нии Центра коллективного пользования Феде-
рального исследовательского центра “Карель-
ский научный центр Российской академии наук”.
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Авторами изучено содержание фотосинтетических пигментов и  их соотношение в  теплый пе-
риод года (май-октябрь) и  в период с  устойчивым снежным покровом (апрель) у  сфагнового 
мха Sphagnum papillosum Lindb. на  олиготрофном болотном массиве в  Архангельской области. 
Содержание фотосинтетических пигментов уменьшалось от мая к  июлю, достигая минимума, 
а затем вновь возрастало к осени. Содержание пигментов в тканях мха под снегом было сравни-
мо с июльским минимумом. На основании результатов факторного и кластерного анализов было 
выдвинуто предположение, что пигментный комплекс S. papillosum в первой половине вегетации 
адаптирован к высокой инсоляции и длинному фотопериоду, что отражают такие показатели как 
соотношение хлорофиллов a/b и доля хлорофиллов в светособирающем комплексе. Кроме того, 
в ходе вегетации, по-видимому, происходит адаптация пигментного комплекса к условиям увлаж-
нения, зависящим от выпадения атмосферных осадков, особенно в период летнего понижения 
уровня болотных вод, что отражает соотношение Хл/Кар.
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ВВЕДЕНИЕ
Продуктивность  – результат всех биохими-

ческих процессов растения, но в первую очередь 
этот показатель основывается на фотосинтезе. 
Ключевым компонентом фотосинтетического 
процесса являются пигменты пластид. Информа-
ция о содержании фотосинтетических пигментов 
в  растениях применяется исследователями для 
изучения продукционных процессов через рас-
чет таких показателей как хлорофильный индекс 
и  хлорофильный фотосинтетический потенци-
ал  [1]. Состав пластидных пигментов у  мохооб-
разных не отличается от такового у  сосудистых 
растений: хлорофиллы a и  b и  антенные пиг-
менты  – каротиноиды. Несмотря на сходство 
строения пигментного комплекса мохообразных 
и  сосудистых растений, состав пластидных хло-
рофилл-белковых комплексов у  бриофитов уни-
кален  [2]. Кроме того, существенные анатоми-
ческие отличия мхов от сосудистых растений 
и  их пойкилогидрическая природа  [3] позволя-
ют предположить, что существующие сведения 
о  пигментном аппарате сосудистых растений не 
вполне применимы к мохообразным.

Мохообразные, относящиеся к  роду Sphag-
num, заметно отличаются от прочих бриофитов, 
как внешне, так и  по своей экологии, стано-
вясь особенно заметными невооруженным гла-
зом в  роли эдификаторов болотных экосистем. 
Практическое применение мохообразных ассо-
циируется, в  первую очередь, именно со сфаг-
новыми мхами. Известно, что сфагнум традици-
онно использовался народами мира в  качестве 
влагоудерживающего и  воздухопроницаемого 
материала для изготовления пеленок и повязок 
для ран, при этом предпочтительнее были, судя 
по имеющимся сведениям, виды секции Sphag-
num  [3]. Современные исследования подтвер-
ждают эффективность использования мохооб-
разных секции Sphagnum (таких как S. papillosum 
и S. magellanicum) в медицинских целях [4]. В на-
стоящее время сфагновые мхи используются, 
в  основном, для приготовления субстратов для 
выращивания растений, которым виды сек-
ции Sphagnum, благодаря вышеперечисленным 
свойствам, могут придавать необходимую струк-
туру и  пористость. Это  делает сфагновые мхи 
перспективным объектом болотного земледелия, 
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а  значит  – актуализирует изучение их эколого-
физиологических особенностей  [5]. В  достаточ-
но обширном перечне современных статей в ка-
честве предмета исследования рассматриваются 
рост и продуктивность сфагновых мхов [6, 7], то-
гда как исследования, посвященные конкретно 
фотосинтетическим пигментам сфагновых мхов 
европейской части России, немногочисленны [8, 
9], и  лишь малая их часть посвящена изменени-
ям, происходящим в пигментном комплексе мхов 
с течением времени в меняющихся условиях сре-
ды [10, 11]. Еще меньше исследователей уделяют 
внимание физиологическим изменениям, проис-
ходящим в период устойчивого снежного покро-
ва  [12], несмотря на то, что существуют свиде-
тельства наличия ростовых процессов у сфагнума 
в зимнее время [6].

Частым объектом исследований, посвящен-
ных теме “sphagnum farming”, является мезоо-
лиготрофный гигрофитный вид S. papillosum, 
широко распространенный в  таежной зоне Се-
верного полушария  [13]. Sphagnum papillosum ха-
рактеризуется крупными размерами гиалиновых 
клеток, побегов и  капюшоновидных, сильно 
вогнутых веточных листьев, обеспечивающих 
одновременно влагоемкость и  воздухоемкость 
общей массы моховой дернины, хотя этот вид 
и  уступает по водоудерживающей способности 
родственному виду S. magellanicum. Средняя про-
дуктивность S. papillosum при искусственном вы-
ращивании довольно высока и составляет 3.6 т/ га 
в г., что сравнимо с показателями высокопродук-
тивного вида S. palustre (3.4–6.8 т/ га в г.) [14, 15]. 
Мощные, со вздутыми веточками буровато-ко-
ричневые побеги S.  papillosum хорошо иденти-
фицируются в  полевых условиях в  пределах ме-
стообитаний этого вида, к  которым относятся 
мочажины и берега озерков олиготрофных болот, 
гряды аапа-болот, а также участки осоково-сфаг-
новых болот [16, 17]. Стоит упомянуть, что узна-
ваемость вида без использования оптических 
приборов и  формирование им достаточно круп-
ных популяций крайне важны при проведении 
эколого-физиологических исследований мохо-
образных, поскольку снижают вероятность оши-
бочного определения вида при массовом отборе 
растительного материала и  позволяют получать 
необходимые объемы навесок для последующего 
лабораторного анализа. Исходя из вышеперечис-
ленного, в  качестве объекта исследования был 
выбран Sphagnum papillosum Lindb.  – представи-
тель секции Sphagnum.

Целью работы является характеристика се-
зонной динамики пигментного комплекса 
сфагновых мхов на примере вида S. papillosum. 
Для  достижения поставленной цели определяли 
концентрации и  соотношения фотосинтетиче-
ских пигментов в ходе вегетации мхов (с мая по 
октябрь) и в период устойчивого снежного покро-

ва (апрель). Гипотеза исследования заключается 
в  двух положениях: 1) наибольшему прессингу 
пигментный комплекс сфагновых мхов подвер-
жен в жаркий период лета с низким уровнем бо-
лотных вод, а также под снегом, в холодное время 
года; 2) благоприятные условия для функциони-
рования пигментного комплекса приходятся на 
начало вегетационного сезона и  на осень, когда 
температура воздуха невысока, а  уровень болот-
ных вод достаточно близок к поверхности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Исследование про-

водили в  Приморском районе Архангельской 
области на Иласском болотном массиве олиго-
трофного типа (N 64°19ʹ43ʺ, E 40°36ʹ45ʺ), состо-
ящем из комплексов, сформированных гряда-
ми, мочажинами и озерками. Данные о климате 
и погоде района проведения исследования были 
получены с  сайтов https://www.pogodaiklimat.ru/, 
http://www.sevmeteo.ru/, http://meteo.ru/ (по 
метеостанции “Архангельск”), а  также http://
www.worldclimateguide.co.uk/. Отбор побегов S. 
papillosum для проведения лабораторных иссле-
дований осуществляли в  крупной популяции 
этого вида, локализованной в  центральной ча-
сти грядово-мочажинного комплекса по краю 
шейхцериево-сфагновой мочажины, прилегаю-
щей к невысокой гряде с высоким проективным 
покрытием сфагнов, а также вереском и багуль-
ником на кочках.

Методы определения фотосинтетических пиг-
ментов. Пробы для определения содержания 
фотосинтетических пигментов отбирали один 
раз в  месяц в  период с  мая по октябрь 2021  г. 
В день отбора проб замеряли уровень болотных 
вод в  гидрологическом колодце, расположен-
ном на гряде вблизи пробной площади. Допол-
нительно мох отбирали в  начале апреля 2022  г. 
Из светло-коричневых неразложившихся частей 
побегов (визуально определяемых как живые) 
формировали смешанную пробу путем измель-
чения и  перемешивания мха, после чего про-
водили экстракцию 80% ацетоном с  дальней-
шим определением концентрации хлорофиллов 
и каротиноидов в вытяжке на спектрофотометре 
UV-1800 (“Shimadzu”, Япония), при 3-кратной 
биологической и  аналитической повторности. 
Параллельно с  экстракцией пигментов в  двух-
кратной повторности было определено содержа-
ние воды в  анализируемых побегах мхов путем 
высушивания в  сушильном шкафу до постоян-
ной массы. Извлеченные из-под снега в апреле, 
вмерзшие в лед побеги мхов размораживали без 
доступа света, после чего из них извлекали пиг-
менты тем  же способом. Расчет концентрации 
пигментов производили по формулам, предло-
женным Lichtenthaler (для 80% ацетона) [18]. Со-
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держание пигментов пересчитывали на сухую 
массу растительного материала. Помимо кон-
центраций пигментов рассчитывали их соотно-
шения и долю хлорофиллов в светособирающем 
комплексе (ССК) от их общего количества, ис-
ходя из предположения о  том, что весь хлоро-
филл b находится в  ССК ФСII, соотношение 
хлорофиллов a/b в котором составляет 1.2 [18].

Статистический анализ. Для  статистическо-
го анализа полученных данных использовали 
усредненные значения температуры воздуха за 
10-дневный период, предшествовавший дню от-
бора проб, и  суммарное количество осадков за 
тот  же период  [19]. Все  необходимые вычисле-
ния, включая расчет элементов описательной 
статистики (среднее арифметическое и стандарт-
ное отклонение), проводили в программе Micro-
soft Excel 2010. Сравнение выборок, кластерный 
и  факторный анализ полученных данных осу-
ществляли в программе SPSS 11. Первичные по-
лученные данные формируют малые выборки, 
не поддающиеся нормальному распределению, 
поэтому для их сравнения был выбран непара-
метрический критерий Краскела-Уоллиса (при 
Р < 0.05). Апостериорные сравнения проводили 
с применением непараметрического критерия U 
Манна-Уитни с поправкой Бонферрони для мно-
жественных сравнений. Применение поправки 
Бонферрони, корректирующей уровень статисти-
ческой значимости рассчитываемого критерия, 
связано с необходимостью избежать совершения 
ошибки первого рода при анализе малых выбо-
рок  [20]. Для  определения факторов, характери-
зующих связь между параметрами пигментного 
комплекса и  микроклиматическими условиями, 
применяли факторный анализ с использованием 
метода главных компонент [20]. Для объединения 
в  группы ежемесячных данных по параметрам 
пигментного комплекса использовали иерархи-
ческий кластерный анализ с измерением рассто-
яния методом квадрата Евклидова расстояния. 
Данные, анализируемые с  помощью кластерно-
го анализа, из-за разности в  шкалах измерения, 
приводили к  единой z-шкале  [20]. Первичные 
данные по содержанию пигментов, полученные 
в  апреле, использовали только для сравнения 
с результатами по другим месяцам, и не включали 
в прочие статистические анализы, за исключени-
ем кластерного анализа соотношения хлорофил-
лов a/b и доли хлорофилла в ССК, в котором не 
задействованы микроклиматические параметры.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика условий произрастания 

Sphagnum papillosum
В начале вегетационного сезона (май-июнь) 

2021  г. среднемесячная температура воздуха за-
метно превысила среднемноголетние значения, 

кроме того, количество выпавших в мае осадков 
оказалось выше нормы. В  оставшиеся летние 
месяц (июль-август) среднемесячная температу-
ра была приближена к  среднемноголетним зна-
чениям, однако количество осадков, выпавших 
за месяц, вплоть до сентября было ниже нормы. 
Сентябрь оказался единственным месяцем за 
рассматриваемый период, когда среднемесяч-
ная температура оказалась ниже среднемного-
летнего значения. Средняя температура октября 
2021 г. была выше среднемноголетнего значения, 
а  количество осадков, выпавших за этот месяц, 
соответствовало норме. Число дней с осадками 
за каждый месяцев было значительно ниже сред-
немноголетнего числа дней с осадками. Уровень 
болотных вод (УБВ) на исследуемой террито-
рии демонстрирует тенденцию к  снижению 
от мая к  августу, месяцу с  минимальным УБВ 
(–35.8 см), и дальнейшее увеличению к октябрю. 
В начале и в конце вегетационного сезона УБВ 
был примерно одинаков и  составил –14.7 см 
в мае и –13 см в октябре (рис. 1).

Погода в  мае 2021  г. была неустойчивой, 
контрастной, с нередкими обильными осадками. 
Во второй декаде месяца, в период отбора проб 
дневная температура достигала +30°С, перед от-
бором выпало значительное количество осадков. 
Июнь был жарким (до +33°С), осадки в первой 
половине месяца практически отсутствовали, 
ночью температура опускалась до –4°С.  В  пер-
вой половине июля сохранялась жаркая и сухая 
погода (до +33°С днем, до +17°С в ночные часы), 
но во второй декаде шли кратковременные до-
жди. К  концу третьей декады августа наступи-
ло похолодание до +16°С  днем и  до –4°С  но-
чью, осадки выпадали периодически. Третья 
декада сентября была теплой и  сухой (днем до 
+12°С,  ночью до –5°С), с  небольшим количе-
ством осадков. Во второй декаде октября осадки 
стали регулярными, температура воздуха днем 
достигала +8°С, ночью –2°С.

Объединение диаграмм, отражающих сред-
несуточные температуры воздуха и  суммы 
осадков, позволяет отметить на получившемся 
графике сочетание периодов с  высокой средне-
суточной температурой и  довольно продолжи-
тельных периодов с малым или нулевым количе-
ством осадков, распределенных неравномерно 
в ходе вегетационного сезона 2021 г. (рис. 2).

Гидротермический коэффициент увлажне-
ния Селянинова (показатель влагообеспеченно-
сти территории), рассчитанный за период с мая 
по октябрь 2021 г., составил 1.09, что характери-
зует условия как слабо засушливые [21].

Содержание воды в образцах сфагнового мха, 
непосредственно зависящее от условий произ-
растания в  конкретный момент времени, за пе-
риод проведения исследования изменялось от 86 
до 91%. В  период с  июня по август содержание 
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воды в побегах было ниже 90%. В мае, сентябре-
октябре и в апреле, содержание воды составило 
90–91% (табл. 1).

Содержание и соотношения 
фотосинтетических пигментов

Концентрация хлорофиллов в  живых тка-
нях S. papillosum, на протяжении всего периода 
исследования составляла, в  среднем, от 0.14 до 
0.63 мг/г, а концентрация каротинодов в этот же 
период изменялась от 0.07 до 0.31 мг/г. Значи-
тельная доля фотосинтетического пигментно-

го комплекса S. papillosum представлена хлоро-
филлом а (36–48%) и каротиноидами (30–39%). 
На  долю хлорофилла b приходится 19–28% пула 
фотосинтетических пигментов. Статистически 
значимые различия в  содержании хлорофилла 
а,  хлорофилла b и  каротиноидов по месяцам об-
наружены между значениями июля (минимальная 
концентрация) и октября (максимальная концен-
трация) (табл. 1). Соотношение хлорофиллов a/b 
на протяжении всего эксперимента находилось 
в диапазоне от 1.34 до 2.24, статистически значи-
мых различий по этому показателю по месяцам 
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выявлено не было. Соотношение хл/кар в  мае-
октябре и в апреле находилось в пределах от 1.61 до 
2.17, при этом статистически значимые различия 
выявлены между значениями мая (максимум) 
и  сентября (минимум). Доля хлорофиллов в  све-
тособирающем комплексе у  исследуемого вида 
сфагнума составила от 69% до 94%, статистически 
значимых различий не обнаружено.

Взаимосвязь параметров пигментного комплекса 
и окружающей среды

С  целью описания взаимодействия парамет-
ров пигментного комплекса мха S. papillosum 
и  параметров окружающей среды в  сезонной 
динамике на основании исследованных пере-
менных был применен метод главных компо-
нент с последующим определением физического 
смысла, выделенных факторов  [22]. Результаты 
факторного анализа представлены в  табл. 2, со-
держащей коэффициенты корреляции исходных 
переменных с полученными факторами.

Рассчитанные мера выборочной адекватно-
сти Кайзера-Мейера-Олкина (0.598) и критерий 
сферичности Бартлетта (Р ≤ 0.05) указывают на 
применимость факторного анализа к  получен-
ным данным. Кумулятивный процент, накоплен-
ный к третьему выделенному фактору, составил 
95%, что говорит о состоятельности факторного 
решения [20].

ОБСУЖДЕНИЕ
Для мохообразных, в  целом, характерны 

низкие концентрации фотосинтетических пиг-
ментов, по сравнению с сосудистыми растения-
ми [8], а концентрация пигментов в сфагновых 
мхах в несколько раз ниже, чем у представителей 

других семейств бриофитов [23, 9]. Полученные 
в  ходе данного исследования значения концен-
трации хлорофиллов и каротиноидов попадают 
в  диапазон, обозначенный в  публикациях, ка-
сающихся пигментного комплекса сфагновых 
мхов, при этом величина стандартного откло-
нения при определении концентраций пигмен-
тов в  тканях S. papillosum оказалась довольно 
высокой. Подобная вариабельность для мхов 
увлажненных местообитаний была отмече-
на и ранее  [12, 23]. Мхи, растущие в условиях, 
в  которых они могут испытывать водный де-
фицит, по-видимому, демонстрируют мень-
шую вариабельность концентраций пигментов 
фотосинтеза [27].

Низкая концентрация фотосинтетических 
пигментов у  сфагновых мхов связана с  не-
большой долей живых клеток листьев, содер-
жащих хлоропласты. Около 75% площади листа 
у  сфагновых мхов составляют мертвые, с  пора-
ми в  клеточной стенке, не имеющие органелл 
гиалиновые (водоносные) клетки. Гиалиновые 
клетки окружают хлорофиллоносные клетки 
и выполняют функцию резервуаров с водой, поз-
воляющих живым клеткам осуществлять био-
химические реакции. Стебель сфагновых мхов 
практически не участвует в проведении воды, но 
густо облиственные веточки, плотно прилега-
ющие к  стеблю и  переплетающиеся веточками 
соседних побегов, благодаря крупным пористым 
гиалиновым клеткам, формируют капиллярную 
сеть, отвечающую за водный режим моховой 
дернины  [24]. Благодаря капиллярному подъ-
ему влаги от торфяной залежи побеги Sphagnum 
papillosum способны переживать жаркие и сухие 
периоды лета, однако головки мхов, подвер-
женные избыточной инсоляции и нагреву могут 

Таблица 1. Концентрация фотосинтетических пигментов и их соотношения в тканях мха S. papillosum

Дата 
отбора

Хл а, мг/г 
сухой 
массы

Хл b, мг/г 
сухой 
массы

Хл (a + b), 
мг/г сухой 

массы

Кар, мг/г 
сухой 
массы

Хл a/b Хл/Кар ССК, %

Содержание 
воды 

в побегах 
мха, %

17.05.21 0.33 ± 0.12 0.16 ± 0.05 0.49 ± 0.17 0.22 ± 0.07 2.12 ± 0.15 2.17 ± 0.12 71 ± 3.3 90

8.06.21 0.20 ± 0.02 0.09 ± 0.004 0.29 ± 0.03 0.17 ± 0.01 2.18 ± 0.15 1.74 ± 0.02 69 ± 3.2 87

12.07.21 0.09 ± 0.04 0.04 ± 0.01 0.14 ± 0.05 0.07 ± 0.02 2.24 ± 0.29 1.96 ± 0.15 68 ± 6.1 86

25.08.21 0.10 ± 0.01 0.07 ± 0.005 0.17 ± 0.02 0.09 ± 0.01 1.54 ± 0.06 1.80 ± 0.05 87 ± 2.1 88

21.09.21 0.16 ± 0.04 0.10 ± 0.02 0.25 ± 0.06 0.16 ± 0.03 1.63 ± 0.14 1.61 ± 0.09 84 ± 4.7 91

19.10.21 0.40 ± 0.08 0.23 ± 0.04 0.63 ± 0.13 0.31 ± 0.01 1.75 ± 0.04 2.01 ± 0.33 80 ± 1.1 90

10.04.22 0.10 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.18 ± 0.02 0.09 ± 0.001 1.34 ± 0.06 1.97 ± 0.18 94 ± 2.4 91

Примечание: в таблице приведены среднее арифметическое ± стандартное отклонение значений. Жирным шрифтом вы-
делены выборки, различия между которыми статистически значимы (Р < 0.05).
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быстро терять воду, находясь на открытом возду-
хе. В июле и августе 2021 г. на Иласском болот-
ном массиве под действием высоких температур 
и  в отсутствие атмосферных осадков произо-
шло обгорание верхушечных веточек сфагнума, 
что, вероятно, привело к некоторому снижению 
содержания воды в  живой части мха в  летний 
период, а  также к  деструкции фотосинтетиче-
ских пигментов, локализованных у  сравнитель-
но плотно растущих видов сфагновых мхов, по 
большей части, в головках побегов.

Состояние пигментного комплекса растений 
различных местообитаний варьирует в  зависи-
мости от освещения, влажности и температуры 
окружающей среды в  разные сезоны года, при 
этом степень влияния этих факторов на физио-
логию мхов может изменяться в  зависимости 
уровня стояния болотных вод  [25]. Исследова-
тели отмечают низкие концентрации хлорофил-
лов в середине лета у мохообразных, обитающих 
в  обводненных условиях  [3], что, в  рамках ис-
следования оказалось справедливым для S.  pa-
pillosum. Гораздо более высокие концентрации 
пигментов были зарегистрированы в начале и в 
конце вегетационного сезона. В  работе Заруби-
ной и  Коновалова  [10] авторы отмечали линей-
ное снижение концентрации хлорофилла а  у S. 
magellanicum (таксономически близкого S.  papil-
losum) от июня к сентябрю. Однако исследование 
было проведено в  сосняке кустарничково-сфаг-
новом, а не на верховом болоте, и в вегетацион-
ный период, по температуре и количеству осад-
ков близкий к среднемноголетней норме [10].

Соотношение хлорофиллов a/b у  мохо-
образных, согласно литературным источни-
кам, составляет, обычно, 2–3, но может быть 
и больше [3]. Для S. papillosum в период прове-
дения исследования соотношение хлорофиллов 
a/b составило 2, что соотносится с имеющими-
ся данными для мохообразных [23]. Считается, 
что соотношения хлорофиллов a/b у  растений 
хорошо освещенных открытых местообитаний 
обычно превышает 3  [2], в  то время как для S. 
papillosum получены значения, считающиеся 
характерными для сосудистых растений, рас-
тущих в  тени  [26]. Доля хлорофилла в  ССК 
в  эксперименте всегда превышала 50%, что, 
относительно сосудистых растений, считают 
адаптацией к  низкой освещенности, харак-
терной для растений бореальной зоны  [27]. 
Соотношение Хл/Кар, характерное для мохо-
образных, можно считать высоким (зачастую 
оно превышает 4), но в  нашем эксперименте 
со Sphagnum papillosum соотношение Хл/Кар на 
протяжении всего исследования не превышало 
2.17. Похожие значения соотношения Хл/Кар 
выявлены у  мохообразных, населяющих гор-
ную тундру  [28], что, в  целом, можно связать 

с высокой степенью инсоляции, как в горах, так 
и на открытом верховом болоте.

Начиная с осени и до ранней весны при на-
ступлении заморозков клетки растений могут 
разрушаться из-за образования внутриклеточно-
го льда. При  контакте листьев сфагновых мхов, 
образованных одним слоем клеток, с  внешним 
льдом происходит циторриз – вода быстро выхо-
дит из клеток, в результате чего клетка деформи-
руется. У  пойкилогидрических растений, в  том 
числе и  у сфагновых мхов, процесс циторриза 
и восстановление клеток после него происходит 
очень быстро  [29]. В  литературе показано, что 
клетки вида Sphagnum magellanicum способны 
переживать циторриз без повреждений при тем-
пературе выше –16.6°С  [30]. По  данным, полу-
ченным с  автоматически замерявшего темпера-
туру поверхности болота логгера “Термохрон”, 
сфагновые мхи на Иласском болотном массиве 
в апреле находились при температуре –0.5°С, а 
значит, клетки исследуемого вида не были повре-
ждены, несмотря на то, что побеги были извле-
чены из ледяной прослойки. Тем  не менее под 
снегом, в  зимнее время содержание фотосинте-
тических пигментов снижается до минимальных 
значений [31], сравнимых с июльским уровнем. 
В  конце осени фотосинтезирующие части по-
бегов сфагновых мхов оказываются под снегом 
и переживают зиму в практически неизменном 
состоянии, что позволяет провести определен-
ную аналогию между этими мохообразными 
и  зимне-зелеными травянистыми растениями: 
для сфагнов, как и  для некоторых сосудистых 
растений, в конце зимы может быть характерен 
процесс окислительной деструкции фотосин-
тетических пигментов  [32]. Кроме того, мохо-
образные, по-видимому, имеют определенные 
минимальные величины содержания пигментов, 
достигнутые мхом S. papillosum в июле и апреле, 
обеспечивающие функционирование организма 
в неблагоприятных условиях [8] и позволяющие 
в  нужный момент быстро восстановить фото-
синтетическую активность  [33]. Исследований, 
позволяющих корректно сравнить зимние зна-
чения содержания пигментов и  их соотноше-
ний, существует не так много. В работе Marschall 
и Proctor [34] общее содержание хлорофилла у S. 
papillosum составило, в  среднем, 0.27 мг/г  [33], 
что заметно больше полученного нами значе-
ния 0.18 мг/г. Соотношение хлорофиллов и  ка-
ротиноидов также оказалось очень высоким 
и  составило 4.18  [34]. Стоит отметить, что от-
бор проб в  указанном исследовании проводи-
ли на территории Великобритании, где средняя 
температура месяца отбора (января) составляет 
+5.4°С,  а значит, на болотах отсутствует мощ-
ный снежный покров и промерзающие мочажи-
ны. В  работе Kuttim с  соавт.  [12], исследование 
проводили в Финляндии, в окрестностях г. Оулу. 
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Средняя температура воздуха в апреле в г. Оулу 
составляет 0.5°С, что сравнимо с показателями г. 
Архангельска. Kuttim с соавт. [12], показали, что 
концентрация хлорофилла а в головках S. magel-
lenicum в  апреле сравнима с  значениями сентя-
бря и  ниже значений ноября, что согласуется 
с полученными нами результатами. Вместе с тем, 
для других видов, изученных на болоте в  Фин-
ляндии, таких как S. angustifolium (секция Cus-
pidata) и  S. fuscum (секция Acutifolia) была вы-
явлена несколько другая динамика содержания 
хлорофилла а за то же время [12].

Спектр функций фотосинтетических пиг-
ментов позволяет растениям с  течением време-
ни приспосабливаться к меняющимся условиям 
в ходе вегетации. Результаты факторного анали-
за (табл. 2, 3) отражают некоторые из таких при-
способлений.

При анализе первого фактора (ГК 1) сразу 
обращает на себя внимание тот факт, что в его 
состав входит большое количество переменных, 
таких как концентрация каждого из фотосинте-
тических пигментов, УБВ, температура воздуха 
и естественная влажность мха. Таким образом, 
первый фактор показывает, что концентрация 
пигментов у  сфагновых мхов  – пойкилогидри-
ческих растений, для которых характерен С3-
фотосинтез, связана с  микроклиматическими 
условиями местообитания (гидро- и  терморе-
жим), поэтому фактор ГК 1 можно считать адап-
тацией сфагнов к гидротермическим условиям 
эдафотопа. Фактор ГК 2 включает в  себя соот-
ношение хлорофиллов a/b и долю хлорофилла 
в светособирающем комплексе, благодаря чему 
данный фактор можно назвать “Адаптация к се-
зонным условиям освещенности”. Такие пере-
менные как соотношение Хл/ Кар и количество 
осадков входят в состав фактора ГК 3, которому 
было дано наименование “Адаптация к  режи-
му атмосферного увлажнения”. Переменные, 
вошедшие в состав факторов ГК 1 и ГК 2 и от-
ражающие конкретный аспект сезонных изме-
нений пигментного комплекса, были проана-
лизированы отдельно с  помощью кластерного 
анализа с  дальнейшим построением дендро-
грамм (рис. 3 и 4).

Адаптация к сезонным условиям освещенно-
сти у S. papillosum, согласно полученным данным, 
связана с соотношением хлорофиллов a/b и до-
лей хлорофилла в ССК. В ходе анализа данные 
были поделены на два кластера (рис. 3). В  кла-
стер А были объединены значения, полученные 
августе-октябре и в апреле. Кластер B включил 
в себя значения мая-июля. Вероятно, разделение 
массива данных на две части связано с  сезон-
ным изменением продолжительности светового 
дня, а вместе с ним – количества поступающей 
солнечной радиации. В  пользу данного предпо-
ложения говорит наличие положительной кор-

реляции соотношения хлорофиллов a/b и отри-
цательной корреляции доли хлорофилла в ССК 
с длиной светового дня (ra/b = 0.69, rССК = –0.69, 
Р ≤ 0.05). Известно, что при высокой интенсив-
ности света при длительном фотопериоде со-
держание общего хлорофилла у  растений сни-
жается [2] (этот процесс можно было наблюдать 
с  мая по июль, когда концентрации пигментов 
в тканях S. papillosum достигали своего миниму-
ма в  середине лета). В  первой половине вегета-
ционного сезона сфагновые мхи на открытых 
верховых болотах в целом подвержены избыточ-
ной инсоляции, а в сухие годы – в еще большей 
степени, что приводит к  замедлению метаболи-
ческих процессов и  даже к  полному их прекра-
щению  [35]. При  более высокой освещенности 
соотношение хлорофиллов a/b выше, а  доля 
хлорофилла в  ССК  – ниже, что и  наблюдается 
в  первой половине вегетационного сезона  [36]. 
Начиная с  августа, со снижением интенсивно-
сти освещения и  длины светового дня, соотно-
шение хлорофиллов a/b снижается, а  доля хло-
рофилла в ССК растет. Стоит отметить, однако, 

Таблица 2. Значения факторных нагрузок 
выделенных главных компонент (ГК)

Переменные ГК 1 ГК 2 ГК 3

Хлорофилл a 0.71
Хлорофилл b 0.73
Каротиноиды 0.82
a/b 0.99
Хл/Кар 0.82
ССК –0.99
УБВ 0.87
Температура воздуха –0.87
Осадки 0.91
Содержание воды 
в побегах мха

0.68

Примечание: в  таблице приведены только статистически 
значимые коэффициенты корреляции переменных и выде-
ленных главных компонент (Р ≤ 0.05).

Таблица 3. Интерпретация полученных факторов 
и их вклад в описание дисперсии рассматриваемых 
переменных

Фактор 
(ГК)

Описание % дисперсии

ГК 1 Адаптация к гидротермиче-
ским условиям эдафотопа

36.9

ГК 2 Адаптация к сезонным усло-
виям освещенности

30.4

ГК 3 Адаптация к режиму атмо-
сферного увлажнения

27.2
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Рис. 3. Дендрограмма сходства показателей адаптации мха к сезонным условиям освещенности (соотношение хло-
рофиллов a/b, доля хлорофилла в ССК) в сезонной динамике. A, B – выделенные кластеры.

Рис. 4. Дендрограмма сходства показателей адаптации мха к  режиму атмосферного увлажнениям (соотношение 
Хл/ Кар, количество осадков). А, B, C – выделенные кластеры.
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что существуют данные о  большем количестве 
хлорофилла, ассоциированного со светособира-
ющими комплексами и меньшем – с реакцион-
ными центрами у  мохообразных по сравнению 
с  сосудистыми растениями  [2], поэтому расчет 
абсолютных значений доли хлорофилла в  ССК 
по формуле, принятой для сосудистых растений, 
может быть неточным для мхов.

Фактор, описывающий адаптацию к  режи-
му атмосферного увлажнения у  S. papillosum, 
связан с соотношением Хл/Кар и количеством 
осадков (особенно в  условиях летнего сниже-
ния УБВ), сезонные значения которых в  ходе 
анализа были поделены на три кластера (рис. 4). 
Кластеры A и B соответствуют периодам с наи-
большим количеством выпавших осадков, 
а  оставшиеся месяцы  – периодам с  наимень-
шим количеством. В  неблагоприятных усло-
виях, таких как недостаток воды или высокие 
температуры, хлоропласты растений являют-
ся генераторами активных форм кислорода, 
приводящих к  окислительному стрессу  [3, 37]. 
В ответ на окислительный стресс мобилизуется 
антиоксидантная система растений, включаю-
щая в  себя каротиноиды, что приводит к  уве-
личению соотношения Хл/Кар  [38, 39]. Осень 
и  ранняя весна, напротив, характеризуются 
благоприятным для функционирования 
растений с  С3-типом фотосинтеза сочетанием 
водного и  температурного режимов, что 
способствует увеличению концентрации пиг
ментов и  снижению и  снижению соотношения 
Хл/ Кар [3].

В работе Kuttim с соавт. [12], в которой авторы 
рассматривают ростовые процессы и  содержа-
ние хлорофилла у сфагновых мхов на верховых 
болотах в  комплексе, обнаруживается положи-
тельная корреляция между концентрацией хло-
рофилла а  и скоростью линейного прироста 
в  целом для всех видов за весь период исследо-
вания. Однако при разделении выборки по ви-
дам статистически значимые корреляции были 
выявлены для двух видов из трех, а при разделе-
нии данных по сезонам корреляции отсутство-
вали полностью  [12]. В  случае со S.  papillosum, 
опираясь на результаты приведенного выше ис-
следования можно предположить, что периоды 
наиболее интенсивного роста у  этого вида сов-
падают с  периодами максимального накопле-
ния хлорофилла а, а в середине лета происходит 
замедление всех физиологических процессов, 
в том числе и ростовых.

Таким образом, показано, что в условиях се-
вера бореальной зоны гидротермический режим 
и  особенности высокоширотного фотоперио-
да олиготрофных местообитаний определяют 
сезонную динамику и  особенности адаптации 
гигрофитного мха Sphagnum papillosum. В  слабо 
засушливых условиях вегетационного сезона 

минимальные концентрации пигментов прихо-
дятся на жаркую и сухую середину лета. Макси-
мальные концентрации пигментов характерны 
для весны и осени, вероятно, из-за более благо-
приятных водно-температурных условий веге-
тации мхов. Значения концентрации пигментов 
в период с устойчивым снежным покровом срав-
нимы с  летним минимумом. Соотношение хло-
рофиллов a/b и доля хлорофилла в ССК связаны 
с адаптацией S. papillosum к условиям освещения, 
различающихся в  первой и  второй половине 
вегетационного сезона, вероятно, в  связи с  из-
менениями интенсивности инсоляции и длины 
светового дня. Данные о  соотношении Хл/Кар 
и количестве выпавших осадков отражают адап-
тацию мха к  условиям увлажнения, поскольку 
в  условиях летнего понижения УБВ главным 
источников воды для болотных мхов являются 
атмосферные осадки. Полученные результаты, 
по-видимому, могут быть справедливы для дру-
гих мхов секции Sphagnum, однако для характе-
ристики пигментного комплекса мочажинных 
и ковровых сфагнов как экологической группы 
необходимо расширить список объектов, вклю-
чив в  него виды, входящие в  другие секции се-
мейства Sphagnaceae.

Работа выполнена при поддержке гранта 
РНФ (№ 23-24-10022).
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Кокколитофорида Emiliania huxleyi была выделена в  клоновую культуру из планктона прибреж-
ных вод Черного моря в феврале 2023 г. Штамм альговируса EhV-SS2, поражающий этот вид во-
дорослей, изолирован из прибрежных вод в мае 2023 г. С помощью сканирующей электронной 
микроскопии показано, что вирусные частицы имели форму икосаэдра диаметром 124–174 нм. 
Выявлено наличие суперкапсида у данного штамма и определен его титр (2.5×105 вирионов/мл). 
Исследовано влияние альговируса на рост и эффективность работы ФС II (Fv/Fm) E. huxleyi при 
различном уровне биогенных элементов в среде. На протяжении латентного периода альговируса 
(0–101 ч) отмечено снижение отношения Fv/Fm водорослей относительно его значений в контроле. 
В интервале времени с 101 по 168 ч в культуре появились первые лизированные вирусом клетки, 
выявленные с помощью световой и сканирующей электронной микроскопии. В течение периода 
с 168 по 264 ч процесс лизиса усилился, а его скорость на полной среде f/2 была в пять раза выше, 
чем при дефиците азота или фосфора. Скорость лизиса клеток на морской воде, лишенной пи-
тательных элементов, была в два раза ниже, чем на полной среде. К концу эксперимента (через 
264 ч) в инфицированной культуре наблюдались функционально активные клетки, как покрытые 
кокколитами, так и лишенные их. Доля последних на среде f/2 составила 95%, тогда как при де-
фиците азота и фосфора она была незначительной.
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ВВЕДЕНИЕ
Кокколитофориды  – мелкие одноклеточ-

ные планктонные водоросли, одни из наиболее 
распространенных в  Мировом океане эукарио-
тических организмов. Среди них самым массо-
вым видом, вызывающим регулярные обшир-
ные “цветения” морских вод, является Emiliania 
huxleyi [1]. В Черном море на ее долю приходит-
ся 90–99% биомассы всех кокколитофорид [2]. 
Особое внимание к этому виду обусловлено его 
важной ролью в  глобальных циклах углерода 
[3], а также способностью клеток, покрытых из-
вестковыми пластинками – кокколитами – осу-
ществлять сильное светорассеяние и  изменять 
оптические свойства вод [4]. Кокколитофори-
ды влияют также на глобальный цикл серы: они 
продуцируют диметилсульфид (ДМС)  – клима-
тически активный газ, который усиливает об-
разование облаков в атмосфере [5].

Наиболее интенсивное “цветение” воды, вы-
зываемое E. huxleyi, наблюдается в Черном море, 
как правило, в конце мая – начале июня [6–8], 
после чего происходит его деградация. Одной из 
основных причин гибели функционально актив-
ных клеток E. huxleyi на завершающей стадии ее 
интенсивного развития в  морских экосистемах 
является вирусная инфекция [9, 10]. Показано, 
что в  Северном море в  период затухания “цве-
тения” E. huxleyi почти 50% ее клеток были ин-
фицированы, и  основной причиной их гибели 
являлся вирусный лизис [10], так как заражение 
литическим вирусом неизбежно приводит к раз-
рушению клеток хозяина [11]. Выявлено, что во 
время “цветения” E. huxleyi в больших открытых 
мезокосмах вызванный вирусом лизис приводил 
к гибели от 12 до 100% ее клеток [9]. При этом 
происходило выделение органических веществ 
в  окружающую среду, где они потребляются, 
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главным образом, бактериями. Этот процесс на-
зывается “вирусным шунтом” [12].

На контакт между альговирусами и  их хозяе-
вами существенное влияние оказывают не толь-
ко свет и температура, но и биогенные вещества 
[13, 14]. Исследования, проведенные в различных 
регионах Мирового океана, показали, что в водах, 
богатых питательными веществами, количество 
вирусов больше, чем в  бедных [15–17]. Показа-
но, что фосфор, азот, а  также микроэлементы 
ослабляют репликацию вирусных частиц. При 
ограничении концентрации железа в  среде про-
дукция вирусов, поражающих микроводоросли, 
замедляется [18]. Подобные результаты наблюда-
лись при дефиците азота и фосфора [9, 14, 19, 20,]. 
Однако пока не совсем ясно, недостаток какого 
элемента – азота или фосфора – в большей мере 
ослабляет вирусную инфекцию, а значит и лизис 
клеток водорослей. Поэтому влияние истощения 
питательных веществ на взаимодействие альго-
вируса и клетки-хозяина является областью, тре-
бующей дальнейшего исследования.

Цель работы – изучение влияния вирусной ин-
фекции на структурные и функциональные харак-
теристики кокколитофориды E. huxleyi при разном 
уровне содержания биогенных веществ в воде. До-
стижение этой цели будет способствовать выявле-
нию факторов среды, определяющих успех кон-
такта альговирусов с водорослями в море.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и содержание культуры водорослей

В качестве объекта исследований была исполь-
зована альгологически чистая клоновая культура 
кокколитофориды Emiliania huxleyi, выделенная 
нами из планктона прибрежных вод Черного моря 
в  районе Севастополя в  феврале 2023 г.  Культу-
ру содержали на пастеризованной морской воде 
с  добавлением питательной среды f/2 [21] в  про-
порции 1 : 1000 при естественном рассеянном 
освещении и температуре 17°С. Высокий уровень 
ее физиологического состояния поддерживали 
путем еженедельных пересевов в свежую среду.

Изоляция вируса, определение его титра, размеров 
и некоторых морфологических характеристик

Пробы морской воды объемом 500 мл от-
бирали из поверхностного слоя Мартыновой 
бухты (Черное море, Севастопольский район) 
в точке с координатами 44°37` с.ш. и 33°30` в.д. 
в мае 2022 г. Воду фильтровали через нуклеопо-
ровую мембрану с  диаметром пор 0.2 мкм (РЕ-
АТРЕК-Фильтр, Россия). К  культуре E. huxleyi 
объемом 25 мл, находившейся в экспоненциаль-
ной фазе роста, добавляли аликвоту полученно-
го фильтрата морской воды в соотношении 1 : 1. 
В контрольную культуру вносили пастеризован-

ную морскую воду с питательной средой в такой 
же пропорции. Экспериментальные и контроль-
ные пробирки были инкубированы при есте-
ственном рассеянном освещении и температуре 
18°С в течение двух недель. Наличие вируса, спе-
цифичного для указанного хозяина в  тестиру-
емом образце, оценивали на основании лизиса 
клеток культуры водорослей. Этот процесс был 
зафиксирован с  использованием светового ми-
кроскопа Carl Zeiss Primo Star (Carl Zeiss, Герма-
ния). В  следующих четырех последовательных 
пассажах наблюдалось сокращение, а затем ста-
билизация инкубационного периода. Чистый 
патоген, условно обозначенный нами как EhV-
SS2, был получен через два цикла серии 10-крат-
ного разведения вирусных частиц в  пробирках 
объемом 10 мл, содержащих культуру E.  huxleyi. 
Лизат из наиболее разбавленных пробирок под-
вергали центрифугированию при 10000 g в тече-
ние 5 мин с использованием центрифуги ОПН-3 
при 15°C для удаления разрушенных клеток во-
дорослей, а  затем пропускали через нуклеопо-
ровую мембрану (РЕАТРЕК-Фильтр,  Россия) 
с диаметром пор 0.2 мкм. Очищенный лизат, со-
держащий искомый вирус, хранили при темпе-
ратуре 12°С в темноте.

С целью определения титра вирусного штамма 
EhV-SS2 проводили серию 10-кратных разведений 
вирусной суспензии с разведениями от 100 до 10–9. 
Аликвоту из каждого разведения объемом 0.2 мл 
инокулировали в  1.8 мл экспоненциально расту-
щей культуры водорослей в  пяти повторностях. 
В  контрольную культуру добавляли 0.2 мл пита-
тельной среды. Процесс лизиса клеток E. huxleyi 
контролировали с помощью светового микроско-
па Carl Zeiss Primo Star. Концентрацию вирусных 
частиц рассчитывали на основе таблиц наиболее 
вероятного числа, или MPN-таблиц [22].

Для выявления наличия суперкапсида у  ви-
русных частиц данного штамма суспензию об-
рабатывали раствором хлороформа в  конечной 
концентрации 10% и  выдерживали в  течение 
60  мин при комнатной температуре. Затем ее 
центрифугировали при 10000 g и  температуре 
15°С в  течение 10 мин для удаления основной 
части хлороформа. Образцы оставляли на сутки 
в  открытых пробирках, что позволяло полно-
стью устранить остатки хлороформа из вирусной 
суспензии [23]. После чего культуру E. huxleyi 
подвергали воздействию вирусных частиц, об-
работанных хлороформом. В качестве контроля 
исследовали контакт культуры водорослей с сус-
пензией вируса, которую не обрабатывали хло-
роформом. Наблюдения проводили в  течение 
недели с  помощью световой микроскопии. Все 
эксперименты были выполнены в  трех повтор-
ностях. Размеры вирусных частиц и  их форму 
определяли с помощью сканирующей электрон-
ной микроскопии (СЭМ) (Hitachi, Япония).
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Исследование влияния вирусной инфекции на 
Emiliania huxleyi

Для оценки влияния альговирусов на ми-
кроводоросли при различных уровнях пита-
тельных веществ 10 мл культуры E. huxleyi, пред-
варительно адаптированной к  интенсивности 
непрерывного света 50 мкЭ/(м2 с), помещали 
в контрольные и опытные колбы объемом 100 мл 
и разбавляли в 10 раз пастеризованной морской 
водой, содержащей в  первом варианте экспери-
ментов среду f/2. Во втором варианте среда f/2 
была лишена нитратов, в  третьем  – фосфатов, 
а  в  четвертом варианте водоросли были поме-
щены в  морскую воду без биогенных веществ. 
В опытные колбы вносили вирусную суспензию 
в соотношении 1 : 9 по объему. В контрольные 
колбы к  культуре клеток E. huxleyi добавляли 
пастеризованную морскую воду в такой же про-
порции. Контрольные и  опытные колбы в  двух 
повторностях экспонировали при интенсивно-
сти непрерывного света 50 мкЭ/(м2 с) и темпера-
туре 19°–20°С в течение 264 ч. 

В ходе эксперимента из колб отбирали алик-
воты в  трех повторностях для определения чис-
ленности клеток и эффективности работы ФС II 
исследуемой культуры водорослей, а также про-
бы для выполнения световой и  сканирующей 
электронной микроскопии с интервалом 5 и 19 ч.

Измерение параметров
Подсчет численности клеток E. huxleyi 

в контрольных пробах осуществляли с помощью 
автоматического счетчика частиц Luna II (Logos 
Biosystems, Inc., Южная Корея). В  опытных об-
разцах водоросли учитывали в  камере Горяева 
с помощью светового микроскопа Olympus CX33 
(Olympus, Япония) при общем увеличении 400×. 
Относительная ошибка расчетов составляла не 
более 10%.

Суточную величину удельной скорости роста 
водорослей и скорости их отмирания рассчиты-
вали по формуле:

m = ln(Nt/N0)/t, 

где N0 и Nt – исходная численность клеток и их 
количество через время t в сутках, кл/мл.

Измерения максимальной эффективности 
работы ФС II или максимального квантово-
го выхода (Fv/Fm) осуществляли на ПАМ флу-
ориметре Aqua Pen-C AP 110 (Photon System 
Instruments, Чехия). 

Для регистрации вирусов и их воздействия на 
клетки водорослей использовали сканирующий 
электронный микроскоп Hitachi SU3500 (Hitachi, 
Япония). С этой целью экспериментальные про-
бы объемом 2 мл, содержащие клетки E. huxleyi 
и  вирусные частицы, фильтровали через треко-
вую мембрану с  диаметром пор 0.4 мкм (РЕАТ-

РЕК-Фильтр, Россия). Чистую вирусную сус-
пензию пропускали через трековую мембрану 
с диаметром пор 0.03 мкм. Затем образцы обезво-
живали с помощью этилового спирта различной 
концентрации: 20, 30, 50, 75, 96 и 100% [24] и су-
шили в  критической точке (1.5–2.5 ч) с  исполь-
зованием установки Leica EM CPD300 (Leica 
microsystems, Германия). Для напыления ме-
таллов (Au/Pd; 0.5–1.0 мин) применяли прибор 
Leica EM ACE200 (Leica microsystems, Германия). 

Статистический анализ и построение графиков
Обработка данных выполнена в  программе 

Excel 2007 (корпорация Microsoft) для Windows. 
Были рассчитаны среднеарифметические зна-
чения исследуемых параметров и  стандартное 
отклонение. Статистическую значимость раз-
личий средних значений определяли по t-кри-
терию Стьюдента. Проверку на принадлежность 
наблюдаемой выборки нормальной генеральной 
совокупности проводили по критерию Шапиро–
Уилка c использованием программы SigmaPlot 
12.1. Построение графиков осуществляли с  по-
мощью программы Grafer 7.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Некоторые характеристики E. huxleyi и штамма 
альговируса EhV-SS2

Здоровые клетки культуры имели форму шара 
диаметром около 5–7 мкм и  были покрыты пла-
стинками, так называемыми кокколитами, диа-
метром 1–1.5 мкм (рис. 1а). Для культуры, содержа-
щейся до начала эксперимента при естественном 
рассеянном освещении и температуре 17°С, пока-

Рис. 1. Сканирующая электронная микроскопия 
здоровых клеток Emiliania huxleyi (а) и  вирусных 
частиц штамма EhV-SS2 (б, в, г); стрелкой отмечен 
вирус на поверхности кокколита, размерная шкала 
0.5 мкм (г).
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зана высокая эффективности работы ФС II. Сред-
нее значение Fv/Fm составило 0.63 ± 0.02, что близ-
ко к  максимально возможным величинам этого 
параметра для морских микроводорослей.

Результаты сканирующей электронной ми-
кроскопии показали, что вирусные частицы 
выделенного штамма EhV-SS2 имели форму 
икосаэдра с  диаметром 124–174 нм (рис. 1б–г). 
Вирусная суспензия, обработанная хлорофор-
мом, теряла свою инфекционную активность, 
в  результате чего лизис клеток водорослей не 
наблюдался. Это может свидетельствовать о  на-
личии суперкапсида у изучаемого вируса. Исход-
ный титр неразбавленной вирусной суспензии 
составлял 2.50 (± 0.16)×105 вирусных частиц/мл.

Влияние альговируса на E. huxleyi при разном 
уровне питательных веществ

Начальная численность клеток водорослей 
во всех вариантах эксперимента составляла 1.00 

(±0.12)×106 кл/мл. В  контроле на полной сре-
де f/2 наблюдался наибольший прирост клеток 
культуры. Максимальная их численность, со-
ставившая 6.4×106 кл/мл, была достигнута через 
192 ч от начала эксперимента, а затем постепен-
но снижалась (рис. 2а). При дефиците азота или 
фосфора в  среде, а  также на морской воде без 
макроэлементов рост водорослей замедлялся, 
в  результате чего численность клеток в  макси-
муме была в  2–2.4 раза ниже, чем на полной 
среде, после чего наблюдалось ее снижение 
(рис. 2 б–г).

Исходная численность EhV-SS2 в  экспери-
ментах была равна 2.50 (±0.16)×104 вирусных 
частиц/мл. Клетки E. huxleyi в  присутствии ви-
русной инфекции показали начало замедления 
прироста относительно контроля после 53 ч 
экспозиции, достигнув максимальных значений 
численности через 101 ч (рис. 2a–г). На полной 
среде она составила 4.2×106 кл/мл, на среде без 

Рис. 2. Динамика численности клеток Emiliania huxleyi под влиянием вирусной инфекции: 1 – неинфицированные 
клетки; 2 – инфицированные клетки; 3 – “голые” клетки; а – полная среда f/2; б – среда без азота; в – среда без 
фосфора; г – морская вода без биогенных элементов.

1

2 

3
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азота  – 2.7×106 кл/мл, на среде без фосфоц-
ра  – 2.1×106 кл/мл. На морской воде, лишен-
ной питательных веществ, численность клеток 
в  максимуме была равна 1.7×106 кл/мл. За этот 
временной интервал (53–101 ч) средняя величи-
на удельной скорости роста водорослей состави-
ла на полной среде 0.14 сут.–1, на среде без азо-
та  – 0.10 сут.–1, без фосфора  – 0.09 сут.–1, тогда 
как на морской воде без азота и фосфора клетки 
практически не делились. Полученные значе-
ния удельной скорости роста были существенно 
ниже соответствующих контрольных величин 
(табл. 1). Их различия по критерию Стьюдента 
были статистически значимы (P £ 0.0005). Отно-
шение Fv/Fm водорослей к концу анализируемого 
периода (101 ч) в опыте было ниже контрольных 
значений (рис. 3а–г). Его среднее значение на 

полной среде составило 0.48, на среде без азо-
та – 0.51, без фосфора – 0.48 и на морской воде, 
обедненной по биогенным веществам  – 0.47. 
Полученные величины были достоверно ниже 
исходного значения Fv/Fm (0.63) согласно кри-
терию Стьюдента. Для всех вариантов опыта 
последний показатель превышал критические 
значения (P £ 0.026). Важно отметить, что эф-
фективность работы ФС II как в  контроле, так 
и  в  опыте в  процессе эксперимента в  большей 
мере снижалась при дефиците фосфора, чем 
азота. Однако эти различия были слабыми.

В интервале времени с 101 по 168 ч в опыте 
на полной среде и  в  условиях дефицита азота 
наблюдалось слабое снижение численности кле-
ток водорослей вследствие их разрушения под 
действием вирусов. В  среде без фосфора и  на 

Рис. 3. Динамика максимальной эффективности фотосистемы II (Fv/Fm) под влиянием вирусной инфекции: 1 – 
неинфицированные клетки; 2 – инфицированные клетки; а – полная среда f/2; б – среда без азота; в – среда без 
фосфора; г – морская вода без биогенных элементов.

1
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морской воде без биогенных элементов количе-
ство водорослей было практически постоянным, 
однако появились единичные лизированные 
клетки. В последующий период с 168 по 264 ч на 
полной среде происходило быстрое отмирание 
водорослей в  результате их вирусного лизиса. 
При дефиците азота, фосфора или на обеднен-
ной по биогенным элементам морской воде этот 
процесс замедлялся. За указанный временной 
интервал среднее значение удельной скоро-
сти отмирания E. huxleyi на среде f/2 составило 
0.95 сут.–1, на среде, лишенной азота – 0.19 сут.–1, 
без фосфора – 0.18 сут.–1. Эти значения были до-
стоверно выше величин в  контроле (P £ 0.039), 
где наблюдалась естественная гибель клеток по-
сле достижения стационарной фазы роста. На 
морской воде без биогенных элементов удель-
ная скорость отмирания водорослей под дей-
ствием вирусов была равна в среднем 0.44 сут.–1 
и достоверно не отличалась от этого показателя 
в контроле (табл. 1). 

Исследования с  помощью сканирующей 
электронной микроскопии показали, что на 
стадии отмирания инфицированной вирусом 
культуры можно было наблюдать различную 
степень разрушения клеток (рис. 4а–в). Однако 
часть клеток оставалась живой, а  некоторые из 
них при этом сбрасывали кокколиты (рис.  4  г). 
Диаметр “голых” клеток был в 2.5–3.5 раза мень-
ше, чем покрытых кокколитами. Относительное 
их содержание на полной среде к концу экспери-
мента достигло 95% (рис. 2а), а эффективность 
работы ФС II, измеренная в  это время, свиде-
тельствовала о  достаточно высокой степени их 
функциональной активности (Fv/Fm = 0.41). На 
морской воде доля “голых” клеток через 264  ч 
была равна 10%, а  в  условиях дефицита азота 
или фосфора она снижалась до 1–2%. В это вре-
мя общая численность культуры в  присутствии 
вирусной инфекции составляла на полной сре-
де 14% от максимального значения. На среде  

без азота или фосфора она достигла 70%, а  на 
морской воде без минерального питания – 44%.

ОБСУЖДЕНИЕ
Описанные в литературе штаммы альговиру-

са, поражающего клетки E. huxleyi (EhV), имеют 
форму икосаэдра диаметром от 140 до 200 нм 
[25–27]. Диаметр вирусных частиц выделенно-
го нами штамма альговируса, обозначенного 
как EhV-SS2, был близок к этим размерам. Для 
него, как и  для других штаммов, инфицирую-
щих E.  huxleyi, характерно наличие суперкап-
сида  – дополнительной липидной оболочки, 
окружающей вирус [25, 28]. Ранее было показа-
но, что разные штаммы EhV имеют большие ге-
номы двухцепочечной ДНК размером примерно 
410  кб. Филогенетический анализ генов ДНК-

Таблица 1. Удельная скорость роста и отмирания E. huxleyi в присутствии вирусной инфекции (О) 
и в контроле (К)

Среда
Среднесуточная удельная скорость роста 

(сут.–1) за период с 53 по 101 ч 

Среднесуточная удельная 
скорость отмирания (сут.–1) за 

период с 168 по 264 ч

К О К О

f/2 0.24 ± 0.02 0.14 ± 0.01 0.33 ± 0.04 0.95 ± 0.09

f/2-N 0.20 ± 0.01 0.10 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.19 ± 0.02

f/2-P 0.25 ± 0.02 0.09 ± 0.01 0.12 ± 0.01 0.18 ± 0.02

Без f/2 0.24 ± 0.03 0.02 ± 0.01 0.38 ± 0.05* 0.44 ± 0.04*

Примечание. Представлены средние значения и стандартное отклонение
* – достоверные отличия между опытом и контролем отсутствовали.

Рис. 4. Сканирующая электронная микроскопия 
клеток Emiliania huxleyi на различной стадии пора-
жения вирусной инфекцией: а, б  – ранняя стадия; 
в – поздняя стадия; г – “голые” клетки.
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полимеразы этих вирусов позволил заключить, 
что они принадлежат к  семейству альговирусов 
Phycodnaviridae [25].

Одним из факторов, влияющих на успех кон-
такта альговирусов с водорослями, является ис-
ходная численность вирионов в  среде. Низкий 
титр последних вызывает существенное увеличе-
ние продолжительности латентного периода, т.е. 
времени начала выхода вирусных частиц из кле-
ток хозяина при их разрушении. По нашим дан-
ным, при оптимальных условиях начало гибели 
клеток E. huxleyi под действием литического ви-
руса с исходным титром в экспериментах 2.5×104 
вирусных частиц/мл наблюдалось лишь через 
101 ч от начала исследования. При этом опубли-
кованные нами ранее результаты [14] показали, 
что при более высоком исходном титре вируса 
(≥107 вирионов/мл), поражающего зеленую ми-
кроводоросль Tetraselmis viridis (Rouchijajnen) 
R.E.Norris, Hori & Chihara, этот процесс начи-
нался через 40 ч. Подобные результаты получе-
ны и в экспериментах по исследованию контакта 
литического вируса EhV1 с  клетками E. huxleyi 
[29]. В  рамках наших исследований латентный 
период, составивший 101 ч, условно можно 
разделить на два интервала. В  течение первого 
временного интервала (0–53 ч) прирост числен-
ности клеток E. huxleyi в опыте и контроле был 
одинаков. В течение второго интервала (с 53 по 
101 ч) наблюдалось замедление прироста водо-
рослей. Величина Fv/Fm к концу этого интервала 
на полной среде была на 37% меньше контро-
ля, на среде без азота  – на 26%, на среде без 
фосфора  – на 19% и  на морской воде без био-
генных элементов – на 14%. Это позволило нам 
заключить, что вирусная инфекция проявляет 
наибольшую активность в  клетках водорослей 
в  условиях достаточного содержания биоген-
ных элементов. Следует отметить, что в  целом 
влияние инфицирования вирусом культуры ис-
следуемой кокколитофориды на параметр Fv/Fm 
было слабым. Вероятно, это связано с  тем, что 
переменная флуоресценция хлорофилла свой-
ственна только неинфицированным клеткам, 
а также клеткам на самых ранних стадиях пора-
жения вирусом, тогда как лизированные клетки 
неспособны к этому и не вносят вклад в сигналы, 
на основании которых рассчитывается величи-
на Fv/Fm. Как отмечено в работе [29], успешное 
инфицирование культуры E. huxleyi литическим 
вирусом приводит не только к  снижению ве-
личины Fv/Fm, но и  к  быстрой деградации кле-
точных компонентов, а также к повышению экс-
прессии белка метакаспазы, что способствует, 
по мнению авторов, облегчению процесса лизи-
са клеток хозяина.

Даже при высокой исходной численности 
вирусов в среде успех их контакта с микроводо-
рослями зависит от ряда биотических и абиоти-

ческих факторов. Среди биотических факторов 
следует отметить численность клеток хозяев 
альговирусов. По мере увеличения этого пара-
метра происходит сокращение латентного пери-
ода патогена и усиление его репликации в водо-
рослевых клетках [30, 31]. Важную роль играет 
физиологическое состояние водорослей, от ко-
торого зависит их чувствительность к  вирусу. 
В экспоненциальной фазе роста они в большей 
мере подвержены инфицированию, чем в  ста-
ционарной фазе [32]. В наших экспериментах по 
исследованию влияния альговируса EhV-SS2 на 
культуру кокколитофориды E. huxleyi начальная 
численность клеток водорослей была высокой 
(1×106 кл/мл) и при этом соответствовала экспо-
ненциальной фазе роста для заданных условий. 
Структура вирионов также влияет на скорость 
процесса инфицирования их хозяев. Латент-
ный период для альговирусов, образованных на 
основе двухцепочечной ДНК, более короткий по 
сравнению с вирусами, содержащими одноцепо-
чечную РНК [33].

Установлено, что такие макроэлементы как 
фосфор и азот, а также микроэлементы, напри-
мер железо, влияют на репликацию вирусных 
частиц. Когда концентрация железа ограниче-
на, выработка водорослевых вирусов замедля-
ется [34]. В  нашем исследовании показано, что 
на полной среде f/2 лизис клеток водорослей 
под действием вируса происходит с наибольшей 
скоростью, а  при дефиците азота или фосфора 
замедляется примерно в пять раз. Однако в ряде 
работ обнаружено, что роль азота и  фосфора 
в  регуляции вирусного инфицирования водо-
рослей неодинакова. Некоторые авторы пола-
гают, что фосфор играет основную роль в  этих 
процессах. Они отмечают, что в  условиях низ-
кого его содержания в  воде продукция вирусов 
в  клетках E. huxleyi снижалась на 70% относи-
тельно контроля [9], в клетках Micromonas pusilla 
это значение было меньше на 80%, а  латент-
ный период увеличился на 150% [19]. Однако 
по данным других авторов, проводившим экс-
перименты по контакту водорослевых вирусов 
с  культурой Phaeocystis globosa, дефицит азота 
тормозил процессы вирусного заражения ее кле-
ток в  большей степени, чем дефицит фосфора 
[20]. Подобные результаты получены нами при 
исследовании влияния вирусного патогена на 
культуру зеленой водоросли T. viridis [14]. По-
казано, что отсутствие азота в  среде приводило 
к  снижению скорости гибели клеток, поражен-
ных вирусом в  3.2 раза относительно контро-
ля, тогда как в  случае дефицита фосфора этот 
процесс замедлялся в  2.4 раза. Такие различия 
можно объяснить тем, что для воспроизводства 
вирусных частиц требуется в  6 раз больше азо-
та, чем фосфора. Выявлено, что стехиометрия 
C : N : P у вирусов составляет примерно 17 : 6 : 1 
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[35]. Это также означает, что потребности в азоте 
и фосфоре у них существенно больше, чем у ми-
кроводорослей, у  которых подобное соотноше-
ние при оптимальных условиях равно 106 : 16 : 1 
[36]. Можно предположить, что в  зависимости 
от содержания азота и фосфора в морской воде 
активность альговирусов будет меняться, что 
в  разной степени повлияет на клетки хозяина, 
а  значит и  на структуру фитопланктонного со-
общества. 

Установлено, что ФС II микроводорослей 
чувствительна к  дефициту как фосфора, так 
и  азота. Причем недостаток последнего, как 
правило, в  большей мере влияет на эффектив-
ность ее работы. Однако у некоторых видов во-
дорослей флуоресцентные параметры, отража-
ющие функционирование фотосистемы, при 
недостатке фосфора ниже, чем при дефиците 
азота [14, 37], что показано и  в  данной работе. 
Кроме того, по нашим данным, в контроле при 
отсутствии в среде обоих элементов значения Fv/
Fm исследуемой кокколитофориды к  концу экс-
перимента были ниже, чем при наличии одного 
из них. Это может означать, что ее физиологиче-
ское состояние на морской воде, лишенной азо-
та и  фосфора, ухудшается в  наибольшей степе-
ни. Вероятно, по этой причине вирусный лизис 
клеток E. huxleyi, содержащейся на морской воде 
без биогенных элементов, происходил гораздо 
быстрее, чем при дефиците азота или фосфора.

К концу нашего эксперимента в  опытных 
склянках, несмотря на присутствие литическо-
го вируса, были отмечены живые клетки водо-
рослей. На полной среде, где выявлен наиболее 
интенсивный лизис культуры, их относительное 
содержание было минимальным, тогда как на 
среде без азота или фосфора  – максимальным. 
Промежуточная величина получена на морской 
воде, лишенной биогенных веществ. Среди них 
наблюдались так называемые “голые” клетки, 
лишенные кокколит. Их наибольшее относи-
тельное количество, достигшее 95%, отмече-
но на полной питательной среде, тогда как на 
морской воде без биогенных веществ оно было 
почти в  10 раз меньше, а  в  условиях дефицита 
азота или фосфора составляло 1–2%. Эти клет-
ки были неподвижны и  обладали достаточно 
высокой функциональной активностью. Как от-
мечено ранее [38], неподвижные “голые” клет-
ки культуры E. huxleyi, находившейся в контакте 
с литическим вирусом, были диплоидными и, по 
мнению авторов, являлись устойчивыми к  дей-
ствию данного патогена.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изолированный из прибрежных вод Чер-

ного моря альговирус, условно обозначенный 
как EhV-SS2, является одним из крупнейших 

известных науке водорослевых вирусов. Его 
продолжительный латентный период (101 ч), за-
регистрированный нами во всех вариантах экс-
перимента по появлению в  культуре E. huxleyi 
первых лизированных клеток, обусловлен отно-
сительно низким исходным титром. Он был на 
четыре порядка ниже максимально возможного 
титра вирусов, поражающих данную кокколито-
фориду. Самая высокая скорость вирусного ли-
зиса наблюдалась на полной среде f/2. Дефицит 
фосфора или азота приводил к  снижению ско-
рости гибели инфицированных клеток. Это, ве-
роятно, связано с  ослаблением репликации ви-
русных частиц в них в условиях дефицита одного 
из питательных веществ. Скорость вирусного 
лизиса как при отсутствии азота, так и фосфора 
была практически одинакова. В то же время мак-
симальная эффективность работы ФС II нели-
зированных клеток водорослей была более чув-
ствительна к  дефициту фосфора, чем азота. На 
морской воде без обоих биогенных элементов 
гибель инфицированных вирусом клеток проис-
ходила быстрее, чем при дефиците одного из них. 
Это связано, вероятно, с  наибольшим ухудше-
нием функционального состояния водорослей 
и устойчивости к патогену в заданных условиях. 
Полный лизис культуры E. huxleyi к концу экспе-
римента не наблюдался даже на среде f/2, а 95% 
ее клеток были лишены кокколит, что можно 
рассматривать как защитную реакцию водорос-
лей на действие вирусной инфекции. Можно 
предположить, что в  море в  зависимости от со-
держания биогенных веществ в воде активность 
альговирусов, поражающих E. huxleyi, будет ме-
няться, что в  разной степени повлияет на клет-
ки хозяина, а значит и на структуру фитопланк-
тонного сообщества, важной частью которого 
является эта мелкая кокколитофорида.
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В статье излагаются результаты исследования по генетической идентичности генотипов по 21 
микросателлитному локусу дерева-донора, полученной от него эмбриогенной клеточной линии 
(КЛ6), клонов, выращенных из КЛ6 и  эмбриогенной КЛ22.27.1, эксплант (зиготический заро-
дыш) для которой был получен в  результате контролируемого опыления клона пыльцой мате-
ринского дерева-донора. Проведенное генотипирование по ядерным микросателлитным локусам 
дерева-донора и  КЛ6 показало частичную идентичность выявленных аллелей по большинству 
исследованных локусов. Изменчивость отдельных локусов в  образцах свидетельствует о  прояв-
лении отцовского генотипа привнесенной пыльцой, которое неизбежно возникает при свобод-
ном опылении. Генотипы образцов хвои клонов полностью соответствовали КЛ6. У КЛ22.27.1. 
по большинству локусов были выявлены аллели, не встречающиеся в  родительских генотипах. 
Только 2 локуса были идентичны родительским генотипам. Высокая частота мутаций в получен-
ной клеточной линии свидетельствует о ее геномной нестабильности.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время проводятся активные 

исследования по соматическому эмбриогене-
зу хвойных в  культуре in vitro [1–4]. Примене-
ние соматического эмбриогенеза в  сочетании 
с  криоконсервацией и  геномной селекцией по-
служило основой для получения хозяйствен-
но ценных генетически тестированных клонов 
и элитных генотипов. На основе биотехнологии 
соматического эмбриогенеза было создано новое 
перспективное направление  – сортовое план-
тационное лесовыращивание (Международная 
программа Multi-Varietal Forestry (MVF)) [5].

Для успешного сортового лесовыращивания 
необходимо проведение оценки генетической 
идентичности эмбриогенных клеточных линий 
и клонированных из них растений. Высокие кон-
центрации регуляторов роста в  среде и  длитель-
ность культивирования могут оказать влияние 
на качество эмбриогенных культур и полученное 

потомство. В ряде работ было показано, что эм-
бриогенные культуры растений могут характери-
зоваться сомаклональной изменчивостью [6, 7].

Молекулярные маркеры, в  частности ми-
кросателлиты (SSR-маркеры), долгое время яв-
ляются признанным инструментом для оценки 
популяционной изменчивости, анализа гене-
тической структуры популяций, определения 
родства, ДНК-идентификации. Ввиду высокой 
скорости мутирования, кодоминантного харак-
тера наследования, равномерного распределе-
ния по геному и  высокой воспроизводимости 
они получили широкое применение в изучении 
генетического разнообразия растений, в  том 
числе хвойных видов [8, 9].

Соматический эмбриогенез  – уникальное 
явление в  развитии растений. Этот процесс яв-
ляется наглядным примером тотипотентности 
растительных клеток, и с помощью него можно 
изучать молекулярные основы эмбриогенной 
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дифференцировки и  регуляции развития рас-
тительных клеток in vitro. Применение клеточ-
ной и  генной инженерии в  бесполой репродук-
ции через соматический эмбриогенез позволит 
контролировать этот процесс фундаментально, 
эффективно и точно.

Показано, что соматический эмбриоге-
нез идет под строгим генетическим контролем. 
Только отдельные деревья доноры способны 
формировать эмбриогенные культуры и сомати-
ческие зародыши in vitro [10–12].

Изучение генетической идентичности эм-
бриогенных культур и соответствие их родитель-
ским генотипам имеет большое значение не толь-
ко для анализа сомаклональной изменчивости, 
но и для исследования генома хвойных в целом.

В связи с  этим, целью данной работы была 
оценка генетической идентичности, путем гено-
типирования микросателлитных (SSR) локусов, 
у  некоторых эмбриогенных клеточных линий 
и деревьев-клонов лиственницы сибирской.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве материала для исследования по-

служила хвоя материнского дерева-донора А4 
и  восьмилетних клонов № 8 и  № 10, получен-
ных из клеточной линии 6, а также эмбриональ-
но-суспензорной массы (ЭСМ) КЛ6 (возраст 
культуры 12 лет, свободное опыление дерева-до-
нора А4) и КЛ22.27.1 (возраст культуры 1  год, 
контролируемое опыление дерева-клона 8 пыль-
цой дерева-донора А4, рис. 1).

Биотехнология соматического эмбриогенеза
Биотехнология соматического эмбриогене-

за для Larix sibirica излагалась нами ранее [13]. 

Она включала 5 этапов: инициация ЭСМ, про-
лиферация эмбриогенных культур (регулярное 
субкультивирование), созревание соматических 
зародышей, прорастание и акклиматизация кло-
нированных сеянцев [14].

Микросателлитный анализ
Препараты тотальной ДНК для микросател-

литного анализа были выделены из хвои деревьев, 
клонов и  эмбриональной суспензорной массы. 
Клеточные линии выделялись модифицирован-
ным методом с  применением цетилтриметилам-
мониумбромида (CTAB) [15]. Всего было про-
анализировано 4 образца в двух повторностях.

Оценку качества выделенной ДНК проводили 
при помощи спектрофотометра NanoPhotometer 
P 330 IMPLEN. Для оценки чистоты и качества 
нуклеиновых кислот при спектрофотометриче-
ском измерении, чистоту образца определяли, 
исходя из соотношения оптических плотностей 
при длинах волн 230, 260 и 280 нм. Оптимальные 
значения соотношение A260/A280 в  наших образ-
цах ДНК составляли 1.8–2.0. Значения менее 1.8 
могут указывать на загрязнение образца поли-
пептидами, более 2 – на возможную деградацию 
и наличие свободных нуклеотидов.

Оценка количества выделенной ДНК про-
водили с  использованием настольного флу-
ориметра Qubit (“Invitrogen”, США) (http://
www.invitrogen.com/etc/medialib/en/filelibrary/
cell_tissue_analysis/Qubit-all-file-types.Par.0519.
File.dat/Qubit-2-Fluorometer-User-Manual.pdf) 
и буферных растворов, необходимых для работы 
Qubit dsDNA BR Assay Kit (“Invitrogen”, США). 
Для дальнейшей работы отбирали образцы вы-
сококачественной ДНК с концентрацией не ме-
нее 20–30 нг/мкл.

Рис. 1. Схема принадлежности исследуемых образцов.
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Выделенную ДНК использовали для про-
ведения ПЦР с  21 парой олигонуклеотидов-
праймеров, разработанных ранее для микроса-
теллитных последовательностей лиственницы 
японской (L. kaempferi) [16], лиственницы запад-
ной (L. occidentalis) [17] и  лиственницы сибир-
ской (L. sibirica) [18]. Описание отобранных 
для исследований микросателлитных локусов 
и  условия ПЦР-амплификации приведены 
в табл. 1.

Для проведения ПЦР использовали готовые 
реакционные смеси для амплификации ДНК 

“GenePak PCR Core” (ООО “Лаборатория Изо-
ген”, Россия), содержащие ингибированную 
для “горячего старта” Taq-ДНК-полимеразу, 
дизоксинуклеозидтрифосфаты и  хлорид маг-
ния. ПЦР-амплификацию проводили на при-
боре ДНК-амплификатор T100 ThermalCycler 

(“Bio-Rad”, США). Программа амплификации 
включала первичную денатурацию в  течение 
1 мин при 94°С, затем 9 циклов “touchdown” c 
понижением на 1°С каждый цикл: 30 с при 94°С, 
30  с при 63°С, 1 мин при 72°С, далее 24 цикла 
без “touchdown”: 30 с  при 94°С, 30 с  при 53°С, 
30 с при 72°С; финальная элонгация составляла 
10 мин при 72°С.

Продукты амплификации разделяли путем 
электрофореза в  6% полиакриламидном геле 
с  использованием трис-EDTA-боратного элек-
тродного буфера в  камерах для вертикального 
электрофореза. Гели окрашивали в  растворе 
бромистого этидия и  визуализировали с  по-
мощью системы гельдокументирования Gel 
Imager-2 (“Хеликон”, Россия). Молекулярный 
вес фрагментов определяли путем сопостав-
ления со стандартным маркером в  программе 

Таблица 1. Ядерные микросателлитные локусы, отобранные для генотипирования образцов лиственницы 
сибирской.

Локус Мотив и число его повто
ров в референсном геноме

Размер 
фрагмента, № t°С отжига Источник литературы

bcLK 056 AG(20) 174–200

Touchdown
63°–53°С

[16]

bcLK 066 TG(12) 155–172

bcLK 189 AG(17)AT(AG)(7) 162–196

bcLK 224 AG(17) 152–168

bcLK 225 GA(20) 180–213

bcLK 232 AG(19) 142–178

bcLK 260 TG(14)AG(9) 115–126

UBCLXtet_1–22 TATC(9)TA(12) 175–250 [17]

Ls_417667 AAT(16) 207–243

[18]

Ls_840190 TAC(15) 216–249

Ls_954234 ATT(15) 171–204

Ls_611965 CAG(18) 222–276

Ls_752897 AAG(15) 216–264

Ls_1247092(2) CTT(19) 201–228

Ls_3765334 GAG(17) 174–213

Ls_1008427 ATAG(13) 152–174

Ls_2672894 TTTG(11) 152–164

Ls_2552367 CTAT(10) 184–196

Ls_980491 CTAT(12) 204–240

Ls_3952800 TATG(10) 200–264

Ls_305132 GTCGGA(7) 210–240
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Photo-Capt. В  качестве маркера стандартных 
длин использовали ДНК плазмиды pBR322, об-
работанной рестриктазой HpaII.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Коллекция пролиферирующих эмбриоген

ных культур (ЭК) лиственницы сибирской 
Института леса им. В.Н. Сукачева (ФИЦ КНЦ 
СО РАН) состоит из 54 клеточных линии (КЛ), 
полученных в разные годы (2008–2023 гг.) от ше-
сти генотипов в результате свободного и контро-
лируемого опыления. Из них 22 клеточные ли-
нии в  течение 8–14 и  более лет продуцируют 
массовые соматические зародыши. Из КЛ6, 
инициированной в  2011 г., получены клоны де-
ревьев лиственницы, которые отличались бы-
стрым ростом и сверхранним развитием генера-
тивных органов [4].

Пролиферирующая КЛ6, сохраняла жизне-
способность до 12 лет. У этой КЛ происходило 
образование глобулярных соматических заро-
дышей и их размножение через кливаж (при ре-
гулярном субкультивировании). При переводе 
фрагментов эмбриогенной ткани этой клеточ-
ной линии на среду АИ для созревания с  АБК 
(32 мг/л) зародыши в течение 45–60 дней созре-
вали (13 ± 3 шт/г ЭСМ), а затем прорастали. Та-
ким образом, способность к регенерации у КЛ6 
сохранялась около 12 лет. КЛ 22.27.1 была полу-
чена в 2022 г. в результате контролируемого опы-
ления дерева-клона № 8 пыльцой материнского 
дерева А4. КЛ22.27.1 успешно пролиферировала. 
Эмбриональная масса ее состояла из глобуляр-
ных зародышей (рис. 2а). На среде АИ с АБК шла 
дифференцировка соматических зародышей до 
их полного созревания (рис. 2б) и прорастания 
(рис. 2в). Число зрелых семядольных зародышей 
у КЛ22.27.1 составило – 26 ± 4.6 шт/г ЭСМ.

Микросателлитный анализ
В результате проведенного молекулярно-ге-

нетического анализа дерева-донора (А4), дере-
вьев-клонов (№ 8 и  № 10) и  клеточных линий 
(КЛ6, КЛ22.27.1) лиственницы сибирской выяс-
нилось, что 9 (bcLK 066, bcLK 224, bcLK 232, bcLK 
260, UBCLXtet_1–22, Ls_417667, Ls_3765334, 
Ls_2672894, Ls_980491) из 21 локусов оказались 
мономорфными во всех исследованных образ-
цах.

Остальные 12 локусов проявили себя как по-
лиморфные (табл. 2). Причем по 8 локусам (bcLK 
056, bcLK 225, Ls_840190, Ls_752897, Ls_1247092, 
Ls_1008427 Ls_2552364 и  Ls_305132) КЛ6 была 
гомозиготной. У локусов bcLK 189, Ls_2552364, 
Ls_3952800 в  КЛ6 только один аллель соответ-
ствовал материнскому дереву А4. По локусам 
Ls_954234, Ls_611965 КЛ6 оказалась гетерози-
готной с  двумя аллелями идентичными мате-

ринскому генотипу. А по локусу bcLK 225 у этой 
клеточной линии выявлены 2 аллеля, отличные 
от материнского дерева.

В целом, проведенное генотипирование 
по микросателлитным локусам КЛ6 показало, 
что выявленные аллели по большинству локу-
сов соответствовали материнскому дереву-до-
нору. Измененные аллели КЛ6, наблюдаемые 
у  отдельных локусов, скорее всего, свидетель-
ствуют о  проявлении отцовского генотипа, ко-
торое неизбежно возникало при свободном 
опылении.

Анализ генотипов по тем же самым локусам 
у  КЛ22.27.1 показал несколько иную картину. 
Стоит отметить, что КЛ22.27.1 была получена от 
дерева-клона №  8 при контролируемом опыле-
нии пыльцой дерева-донора А4. При генотипи-
ровании у КЛ22.27.1 только по локусу Ls_611965 
был выявлен генотип (222/213) полностью иден-
тичный родительским деревьям. По локусам 
bcLK 056, Ls_752897, Ls_1008427, Ls_305132 
у  клеточной линии был выявлен один аллель 
не встречающийся в  родительских геноти-
пах. В локусах bcLK 189, Ls_840190, Ls_2552364, 
Ls_3952800 в  гомозиготном генотипе КЛ22.27.1 
сходство выявлено по одному из аллелей роди-
тельских деревьев. У локуса Ls_954234 в гетеро-
зиготном генотипе выявлен один аллель сход-
ный с  родительскими, а  второй совершенно 
отличный. А в  локусах bcLK 225 и  Ls_1247092 
были выявлены генотипы, отличающиеся от ро-
дительских образцов. В данном случае изменен-
ные аллели у  КЛ22.27.1, наблюдаемые по ряду 
локусов скорее всего, свидетельствуют о  высо-
ком уровне геномной нестабильности и высокой 
частоте мутаций в полученной клеточной линии. 
Подобные результаты по изучению культиви-

Рис. 2. Соматические зародыши (СЗ) лиственницы 
сибирской (КЛ22.27.1) на разных стадиях онтоге-
неза: (а)  – глобулярные СЗ на среде для пролифе-
рации, (б) – дифференцированные семядольные СЗ 
на среде для созревания, (в)  – 14-дневные регене-
ранты на среде для проращивания.
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рования in vitro мегагаметофитов лиственницы 
сибирской ранее были описаны в  работе Кру-
товского К. В. с соавт. [19].

ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка генетической идентичности эмбрио-

генных клеточных линий очень важна для успеш-
ного создания клонированных растений [4, 6, 7]. 
В ряде работ было показано, что эмбриогенные 
культуры видов хвойных могут характеризовать-
ся генотипической нестабильностью [10, 20].

Высокая частота мутаций и генетическая не-
стабильность по ядерным микросателлитным 
локусам была ранее отмечена в  эмбриогенных 
клеточных линиях некоторых древесных  – сос-
ны приморской (Pinus pinaster Aiton) [21], сосны 
обыкновенной (Pinus sylvestris L.) [20], пихты ке-
фалинийской (Abies cephalonica Loudon) [22], ду-
бов пробкового (Quercus subres L.) и чересчатого 
(Quercus robus L.) [23, 24].

У эмбриогенных культур лиственницы Мар-
шлинса (Larix marschlinsii Grot) [25], листвен-
ницы европейской (L. decidua Mill.) [26, 27], 
лиственницы японской (L. leptolepis Gonf.) [28], 
ели обыкновенной (Picea abies L.) [29], сосны 
черной (Рinus nigrа J.F.Arnold) [30], сосны лу-
чистой (Pinus radiate D.Don) [31] была обнару-
жена полиплоидия. Появление полиплоидных 
клеток при соматическом эмбриогенезе также 
было отмечено в  культуре мегагаметофитов 
лиственницы европейской (Larix decidua Mill.) 
[32].

В проведенных нами ранее исследованиях 
по сомаклональной изменчивости гаплоидной 
культуры тканей in vitro, полученной из мегага-
метофитов лиственницы сибирской была вы-
явлена высокая частота соматического мутаге-
неза и  генетическая гетерогенность после двух 
месяцев культивирования. Из шести клеточных 
линий, только четыре линии оказались гапло-
идными [19]. Однако при изучении гаплоидных 
культур хвойных видов следует принять во вни-
мание тот факт, что мегагаметофиты этого класса 
растений представлены не только гаплоидными 
клетками. На стадии образования целлюлярного 
(клеточного) гаметофита, наряду с гаплоидными 
клетками, происходит образование диплоидных 
и даже полиплоидных клеток [33].

Вместе с  тем, в  других работах в  некоторых 
эмбриогенных культурах елей (P. abies, P. glauca, 
P. mariana × P. glauca, P. orientalis) и  сосны при-
морской (Pinus pinaster) сомаклональная из-
менчивость не была обнаружена [34–37]. У ели 
обыкновенной генетических вариаций не было 
замечено на всех стадиях соматического эмбрио-
генеза – от ЭСМ до растений регенерантов [34]. 
Генетическая стабильность была так же обна-
ружена у  регенерирующих растений сосны Эл-

лиота (Pinus elliotii Engelm.) [38]. У большинства 
регенерантов Pinus massoiana мутаций в тестиру-
емых локусах SSR не наблюдалось [12].

Проведенный нами ранее цитогенетиче-
ский анализ эмбриогенных клеточных линий 
L.  sibirica показал, что молодые KЛ в  возрасте 
до 1  г. могут сохранять цитогенетическую ста-
бильность и содержать в кариотипе нормальное 
для данного вида диплоидное число хромосом 
(2n  =  24). В  длительно пролиферирующих КЛ 
накапливаются мутации и  происходит измене-
ние числа хромосом (2n = 25; 2n = 26). У таких 
КЛ сохраняется способность формировать со-
матические зародыши. В  наших коллекцион-
ных клеточных линиях выделяется КЛ6, которая 
в  возрасте 6–12  лет являлась цитогенетически 
стабильной с  диплоидным числом хромосом 2n 

= 24 [39, 40]. Генетическая стабильность КЛ6 была 
подтверждена микросателлитным анализом. Не-
соответствие материнскому генотипу данной КЛ 
наблюдалось только по двум аллелям из одинна-
дцати локусов [16]. Относительная генетическая 
стабильность КЛ6 была показана и в настоящем 
исследовании. Именно из этой клеточной линии 
были получены клоны деревьев № 8 и № 10, ко-
торые по данным микросателлитного анализа, 
полностью идентичны данной КЛ. Следователь-
но, такие клеточные линии можно использовать 
для получения посадочного материала в планта-
ционном лесовыращивании при постоянном ге-
нетическом контроле.

Однако, проведенное контролируемое опы-
ление клонов пыльцой дерева-донора и получе-
ние КЛ показало генетическую нестабильность 
у КЛ22.27.1, в которой наблюдалась высокая ча-
стота мутаций. С этой клеточной линией требу-
ется дополнительная цитогенетическая работа.

Следовательно, проведение регулярного ци-
тогенетического и микросателлитного контроля 
очень важно при клонировании растений через 
соматический эмбриогенез. При этом необхо-
димо выявлять генетическую стабильность или 
нестабильность клеточных культур. Выявление 
клеточных линий с  измененным хромосомным 
набором представляет большой интерес для ге-
нетики хвойных растений, а также вносит вклад 
в  развитие теоретических аспектов репродук-
тивной биологии и  в  целом биологии развития 
растений.

Таким образом, соматический эмбриогенез 
является важной биотехнологией в  размноже-
нии хвойных видов, в том числе для разработки 
и производства сортов деревьев с желательными 
селекционными признаками. Данная техноло-
гия может быть успешно реализована в крупно-
масштабном коммерческом производстве. Наи-
более важным преимуществом производства 
хвойных деревьев методом соматического эм-
бриогенеза является то, что эмбриогенные  
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клеточные линии могут быть криогенно сохра-
нены в  ювенильном состоянии неограниченно 
долго, что было невозможно при других методах 
размножения деревьев.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда, Правительства 
Красноярского края, Красноярского краевого 
фонда поддержки научной и  научно-техниче-
ской деятельности в  рамках научного проекта 
(№ 22-14-20008).
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ний с участием людей или животных в качестве 
объектов исследования. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
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Продемонстрирован стимулирующий эффект нитрата иттербия на прорастание семян, фотосин-
тез и  накопление углеводов в  корнях одуванчика Крым-сагыз (Taraxacum hybernum). Выявлены 
различия между лантаном и иттербием по влиянию на эффективность ФС II (Y(II)). В концентра-
ции 100 мкмоль лантан снижал Y(II) за счет увеличения вклада квантового выхода регулируемой 
диссипации части энергии (Y(NPQ)), а иттербий – за счет вклада необратимой диссипации энер-
гии (Y(NO)). При снижении концентрации лантаноидов в 10 раз стимулирующий эффект Y(II) 
наблюдался только в варианте с иттербием. В полевых экспериментах у растений, обработанных 
раствором нитрата иттербия в концентрации 10 мкмоль, интенсивность фотосинтеза была выше 
на 31%, что, вероятно, повлияло на накопление в корнях одуванчика каучука и углеводов, которое 
было большим по сравнению с необработанными растениями на 13 и 26%, соответственно. 
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ВВЕДЕНИЕ
Лантаноиды (Ln+3) могут повышать всхо-

жесть семян, благоприятно влиять на фотосин-
тез, накопление биомассы, усвоение микро- 
и макроэлементов растениями, что в конечном 
итоге повышает их урожайность [1, 2]. Как пра-
вило, эффект влияния легких лантаноидов (лан-
тана и церия) объясняется замещением в метал-
лоорганических соединениях кальция на Ln+3 
с сохранением функций (или даже с некоторой 
активацией) последних. Считается, что заме-
щение возможно потому, что ионные радиусы 
(в особенности лантана) близки к радиусу иона 
кальция, а следовательно, влияют на кальций-за-
висимые процессы в  растительных клетках как 

в  направлении их стимуляции при малых кон-
центрациях, так и угнетения при больших. При 
дефиците кальция и магния их замена на церий 
в  концентрациях от 1.14 до 5.74 мкмоль приво-
дила к стимуляции роста и активности фотосин-
теза микроводоросли Desmodesmus quadricauda 
[3]. В таких же условиях у шпината активизиро-
вались процессы фотосинтеза и  работа антиок-
сидантной системы [4–6]. При дефиците магния 
легкие Ln+3 способны восстанавливать биосин-
тез хлорофилла, что положительно сказывается 
на эффективности ФС II (Y(II) и скорости элек-
тронного транспорта) у кукурузы [7, 8]. Исполь-
зование удобрений, содержащих оксид церия, 
приводило к росту биомассы редиса за счет по-
вышения содержания хлорофилла, а  не за счет 
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скорости фотосинтеза листьев. При этом церий 
накапливался в  области плазмалеммы клеток 
корня редиса, что негативно влияло на пищевую 
ценность корнеплодов [9].

Тяжелые Ln+3 (Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu), 
имея меньший ионный радиус, более токсичны 
[10], а потому не находят применения в сельско-
хозяйственной практике, что упускает возмож-
ность гормезисных эффектов [11], когда низкие 
дозы токсических веществ способны активиро-
вать физиологические процессы. Особое место 
в ряду тяжелых лантаноидов занимает иттербий 
(Yb3+). Низкие концентрации Yb3+ увеличивают 
экспрессию генов некоторых аквапоринов, что 
приводит к увеличению водной проницаемости 
мембран клеток корней кукурузы [12]. Ионный 
радиус Yb3+ наиболее близок к  ионному радиу-
су Мg2+ поэтому можно ожидать, что использо-
вание этого лантаноида в  определенных кон-
центрациях может стимулировать некоторые 
процессы, в которых Мg2+ выполняет роль коф-
актора, например, в синтезе каучука у одуванчи-
ка Крым-сагыз.

Цель работы – оценка влияния лантаноидов, 
отличающихся ионным радиусом, на эффектив-
ность ФС II, скорость фотосинтеза, накопление 
углеводов и каучука в корнях одуванчика Крым-
сагыз.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал

Семена одуванчика Крым-сагыз (Taraxacum 
hybernum Steven) были собраны в  окрестностях 
Никитского ботанического сада (Крымский 
полуостров). Собранные семена хранили в  бу-
мажных пакетах при комнатной температуре 
в  сухом месте. Проращивание семян осуще-
ствляли в  четырех повторностях (по 50 семян 
каждая) в чашках Петри на водопроводной воде 
[13] в следующих вариантах: до стратификации; 
после 30-суточной стратификации при темпера-
туре –20°С; после стратификации и инфильтра-
ции. Инфильтрацию проводили при давлении 
10  Па в  течение 60 мин в  дистиллированной 
воде, в  растворах 100 мкмоль La(NO3)3  6H2O  
и 100 мкмоль Yb(NO3)3  6H2O (Aldrich Chemical 
Co., США). Известно, что стимулирующий эф-
фект от нитрата лантана происходит при кон-
центрации 5–10 мкмоль, а  негативное влияние 
наблюдается с 20 мкмоль [14]. Энергию прорас-
тания определяли на четвертые сутки проращи-
вания, затем проростки высаживали в  0.5-лит-
ровые емкости с  коммерческим грунтом “Terra 
vita” (Россия). Выращивание растений для 
экспериментов по влиянию лантаноидов на 
эффективность ФС II проводили в  климати-
ческой камере при температуре 22°С с  фотопе-
риодом 16/8 и интенсивности светового потока  

150  мкмоль фотонов м2/с. В  экспериментах по 
флуоресценции листья 3-недельных растений 
однократно опрыскивали с  помощью пульвери-
затора растворами лантаноидов в  концентраци-
ях 100 или 10 мкмоль в объеме 3 мл. 

Полевые эксперименты проводили на опыт-
ном участке ботанического сада Казанского фе-
дерального университета. Стратифицирован-
ные и  инфильтрированные в  воде и  растворах 
лантаноидов семена высаживали в  открытый 
грунт. Через месяц после высадки листья каж-
дого растения с  помощью пульверизатора од-
нократно опрыскивали раствором лантаноидов 
в концентрации 10 мкмоль в объеме 3 мл. Через 
четыре месяца после обработки снимали пока-
зания интенсивности ассимиляции СО2, после 
чего растения использовали для биохимических 
анализов. 

Флуоресценция хлорофилла
Переменную флуоресценцию хлорофил-

ла измеряли на флуориметре PAM 2500 (Heinz 
Walz GmbH, Германия) при температуре 22°C. 
Флуоресценцию регистрировали в  ответ на им-
пульс насыщающего света (λ = 625 нм, 12000 мк-
моль фотона м2/с, продолжительность 500 мс). 
Действующая интенсивность света составляла 
194 мкмоль фотона м2/с (λ = 625 нм). Эффектив-
ный квантовый выход ФС II (Y(II)), квантовый 
выход вызванного светом нефотохимического 
гашения (Y(NPQ)) и  квантовый выход нерегу-
лируемого рассеяния тепла и  флуоресцентного 
излучения (Y(NO)) измеряли в  адаптирован-
ных к свету (150 мкмоль фотонов м2/с) образцах 
в соответствии с руководством PAM 2500 (Heinz  
Walz GmbH, Германия) и рассчитывали по фор-
муле:

Y(II) = (F’m – Fs)/F’m; Y(NPQ) = 
= Fs/F’m – F/Fm; Y(NO) = Fs/Fm, 

где Fs – стационарный уровень флуоресценции 
хлорофилла;

F’m – индуцированный светом макси-
мальный уровень флуоресценции хлорофилла 
в адаптированных к свету листьях [15]; 

Y(II) + Y(NPQ) + Y(NO) = 1.

Скорость фотосинтеза

Характеристики газообмена были проана-
лизированы перед сбором корней с  использо-
ванием инфракрасного анализатора Li-6800 
(LI-COR, США). Скорость фотосинтеза изме-
ряли в четырех повторностях каждой обработки 
у  трех полностью распустившихся листьев при 
естественном освещении, которое в среднем со-
ставляло 100 мкмоль/(м2 с).
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Количественное определение углеводов
Количество углеводов определяли феноль-

ным методом по Dubois с соавт. [16]. В стеклян-
ные пробирки добавляли по 250 мкл 5% фенола 
и  250 мкл измельченных и  сублимированных 
корней. После тщательного перемешивания 
к  смеси добавляли 1.25 мл концентрированной 
серной кислоты. Полученную смесь выдержи-
вали 10 мин при комнатной температуре и  за-
тем термостатировали на водяной бане в  тече-
ние 15  мин при 100°С. Оптическую плотность 
раствора измеряли на спектрофотометре (Carl 
Zeiss Jena type MK 6/6, Германия) при 490 нм. 
Содержание углеводов определяли относительно 
калибровочной кривой.

Гравиметрическое определение каучука
Инкубировали 1 г измельченных и  субли-

мированных корней в  25 мл гексана в  течение 
24 ч при 20°С с мягким перемешиванием. Остат-
ки клеток удаляли центрифугированием (1160 g, 
5  мин) и  фильтрацией. Супернатант осаждали 
путем инкубации с  двумя объемами метанола 
в  течение 30 мин, затем промывали ацетоном 
и водой в течение 40 мин для удаления смол и су-
шили в течение 16 ч при комнатной температуре 
перед взвешиванием. 

Статистическая обработка результатов
Все эксперименты проведены в четырех или 

шести биологических проворностях. Статисти-
ческий анализ полученных результатов осуще-
ствляли с использованием программы OriginPro 
9.0. Для множественного сравнения использо-
вали однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) и  тест Тьюки. Статистически значи-
мым считалось значение Р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Естественная всхожесть семян одуванчика 

была низкой, всего 3.25%, тогда как стратифика-
ция повысила ее до 39% (табл. 1). Инфильтрация 
стратифицированных семян в воде и в растворах 
нитратов лантана и  иттербия в  концентрации 
100 мкмоль привела к увеличению энергии про-
растания на 65% (табл. 1). 

На рис. 1 представлены гистограммы пока-
зателей эффективности ФС II в  ответ на дей-
ствие лантана и иттербия. В листьях контроль-
ных растений во всех вариантах величина 
эффективного квантового выхода флуорес-
ценции хлорофилла (Y(II)) была на уровне 0.6 
± 0.01, а  значения (Y(NPQ) и  (Y(NO)), соот-
ветственно, равнялись 0.1 ± 0.03 и  0.3 ± 0.02. 
Через 24 ч после обработки листьев La(NO3)3 
в  концентрации 100 мкмоль отмечалось сни-
жение величины Y(II) до 0.41, в  то время как 
вклад Y(NPQ) увеличился с  0.1 до 0.31. Вклад 
Y(NO) незначительно снизился с  0.30 до 0.28 
(рис. 1a). Восстановление уровня Y(II) до на-
чального (контрольного) значения отмечалось 
только на четвертые сутки после обработки. 
При уменьшении дозы La(NO3)3 в  10 раз отме-
чалась схожая картина, однако значение Y(II) 
на следующий день после обработки снизилось 
до 0.5 ± 0.04, значение Y(NPQ) выросло на 0.13, 
а  восстановление уровня Y(II)) до начально-
го (контрольного) значения произошло уже на 
второй день (рис. 1б). 

При обработке растений Yb(NO3)3 в концен-
трации 100 мкмоль снижение Y(II) на следующие 
сутки было менее значительным (на 0.07), чем 
под влиянием La(NO3)3 при той же концентра-
ции, а восстановление Y(II) до уровня необрабо-
танных растений отмечалось только на восьмые 
сутки (рис. 1в). При этом вклад Y(NPQ) менялся 
незначительно. Основное изменение эффек-
тивности ФС II было обусловлено увеличением 
Y(NO) (на 0.09), которое не восстанавливалось 
до уровня контрольных значений на восьмые 
сутки. Снижение концентрации Yb(NO3)3 в 10 раз 
до 10 мкмоль не оказывало негативного действия 
на активность ФС II. Напротив, эффективный 
квантовый выход флуоресценции хлорофилла 
был даже несколько выше, чем у  необработан-
ных растений при одинаковом уровне Y(NO).  
На восьмые сутки Y(II) был выше значений 
необработанных растений на 7% (Р = 0.03), 
при этом вклад процессов Y(NPQ) снижался до 
минимума и  составлял всего лишь 0.04 ± 0.01  
(рис. 1г). 

Проведенные исследования позволили опре-
делить концентрацию лантаноидов, которая 

Таблица 1. Энергия прорастания семян одуванчика Крым-сагыз 

Без стратификации Стратификация
Стратификация 
и инфильтрация 

в H2O

Стратификация 
и инфильтрация в 100 

мкмоль La(NO3)3

Стратификация 
и инфильтрация 

в 100 мкмоль 
Yb(NO3)3

3.2 ± 3.6a 39 ± 9.1b 40 ± 1.7b 66 ± 1.2c 66 ± 1.3c

Примечание. Семена подвергали стратификации и инфильтрации при давлении 10 Па в течение 60 мин. Одинаковыми 
буквами обозначено отсутствие статистически значимых различий между вариантами при P < 0.05.
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не должна оказывать негативного влияния на 
фотосинтетический аппарат при внекорневой 
обработке растений в  полевом эксперименте. 
На рис. 2 показано, что скорость фотосинтеза 
у  растений, обработанных лантаноидами, была 
выше, чем у  необработанных растений: в  вари-
анте с лантаном на 20%, в варианте с иттербием 
на 31%. В  этих условиях повышенный уровень 
накопления углеводов в пересчете на сухую мас-
су корней был только у  варианта с  иттербием 
(рис. 3).

Установлено, что содержание каучука в  кор-
нях одуванчика Крым-сагыз, выращенного 
в  условиях Республики Татарстан без примене-
ния лантаноидов, на 21% ниже, чем у растений 
аналогичного онтогенетического состояния, 
произраставших в  условиях Крымского по-
луострова (табл. 2). Обработка Yb(NO3)3 по-
вышала содержание каучука у  растений, вы-
ращенных в  условиях Республики Татарстан,  
на 13%. 

Рис. 1. Динамика эффективности ФС II после обработки листьев 3-недельных растений тремя мл растворов 
La(NO3)3 (а  – 100 мкмоль; б – 10 мкмоль) и Yb(NO3)3 (в – 100 мкмоль; г – 10 мкмоль). Точечная заливка – Y(NO), 
без заливки – Y(NPQ), серая заливка – Y(II). Средние значения и стандартные отклонения получены от нижних 
листьев шести растений. Одинаковыми буквами обозначено отсутствие статистически значимых различий между 
вариантами при P  <  0.05. 

Рис. 2. Скорость фотосинтеза в  листьях одуванчи-
ка Крым-сагыз. Измерения проводили на зрелых 
листьях у  четырех растений каждого варианта (воз-
раст растений – 5 месяцев). Одинаковыми буквами 
обозначено отсутствие статистически значимых раз-
личий между вариантами при P  <  0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Одуванчик осенний, или Крым-сагыз, отно-

сится к каучуконосам, активно выращивавшим-
ся наряду с  одуванчиком Кок-сагыз в  первой 
половине XX в. в СССР для получения резины. 
В  настоящее время, исходя из соображений 
импортозамещения и  ресурсной безопасности, 
представляется интересным влияние лантанои-
дов на фотосинтетические процессы и накопле-
ние каучука у этого растения. 

Имеющиеся данные по влиянию лантанои-
дов на прорастание семян различных культур не 
однозначны. Обнаружены как ингибирующие, 
так и стимулирующие эффекты [1], которые за-
висят от вида растений, самого лантаноида, его 
концентрации и дозы [17]. Несмотря на различия 
в  токсичности легких и  тяжелых лантаноидов 
[10], часовая инфильтрация семян Крым-сагыза 
в  растворах La(NO3)3 и  Yb(NO3)3 в  концентра-
ции 100 мкмоль в  равной степени увеличивала 
их энергию прорастания (табл. 1). 

Отличия во влиянии лантана и иттербия про-
являлись в эффективности ФС II при обработке 
листьев одуванчика растворами этих солей. Из-
вестно, что при обработке листьев растворами, 
содержащими ионы лантаноида, инициируются 
процессы эндоцитоза и  лантаноид проникает 
в  клетку [18]. В  первые сутки после обработки 
растворами в концентрации 100 мкмоль лантан 
инициировал активацию Y(NPQ), а  иттербий - 
Y(NO), что в обоих случаях приводило к сниже-
нию Y(II) (рис. 1a, в). Если в варианте с лантаном 
вклад Y(NO) в  Y(II) был на уровне необрабо-
танных листьев, то после обработки иттербием 
Y(NO) он был больше. Таким образом, нами вы-
явлено различие во влиянии легкого и тяжелого 
лантаноида на процессы нефотохимического 
преобразования энергии в ФС II. Известно, что 
Y(II) соответствует доле энергии, которая фото-
химически преобразуется в ФС II [19]. Оставша-
яся доля Y(II) представляет собой общий кван-
товый выход всех потерь, которые разделяют на 
два отдельных компонента: Y(NO) и  Y(NPQ). 
Y(NPQ) соответствует доле энергии, рассеивае-
мой в  форме тепла посредством регулируемого 
фотозащитного механизма NPQ. Y(NO) пред-
ставляет собой конститутивную потерю энергии, 
которая пассивно рассеивается в  форме тепла 
и флуоресценции в основном за счет закрытых 
реакционных центров [19–22]. Уменьшение кон-
центрации в 10 раз не меняло характера действия 
лантана за исключением того, что Y(II) восста-
навливался уже на второй день после обработки 
(рис. 1б). Влияние иттербия стало заметным 
только на восьмые сутки после обработки, когда 
Y(II) стал выше, чем у необработанных растений 
(рис. 1г). Используемые лантаноиды La3+ и Yb3+ 
имеют отличия по ионному радиусу. У La3+ ра-
диус иона сравним с радиусом Са2+. Ионный ра-
диус иттербия ближе к магнию, чем, возможно, 
объясняются различия в действии La3+ и Yb3+ на 
эффективность ФС II.

В большинстве исследований лантаноиды 
вносят в  почву и  фиксируют эффекты посто-
янного влияния поллютанта. В  наших экспери-
ментах обработка была в начале вегетационного 

Рис. 3. Накопление углеводов в корнях одуванчика 
Крым-сагыз. В  каждом варианте данные получены 
от растительного материала четырех растений (воз-
раст растений – 5 месяцев). Одинаковыми буквами 
обозначено отсутствие статистически значимых раз-
личий между вариантами при P  <  0.05.

Таблица 2. Накопление каучука в корнях 5-месячных растений одуванчика Крым-сагыз

Вариант Растения, выросшие 
в Крыму

Контроль (растения, 
выросшие 

в Татарстане)

Растения, выросшие 
в Татарстане 

и обработанные 
La(NO3)3

Растения, выросшие 
в Татарстане 

и обработанные 
Yb(NO3)3

Содержание каучука, 
мг/г сухой массы 
корней 

78.5 ± 5.4a 61 ± 4.2b 62 ± 3.1b 70 ± 4.3c

Примечание. Средние значения и  стандартные отклонения получены из растительного материала четырех растений 
каждого варианта. Одинаковыми буквами обозначено отсутствие статистически значимых различий между вариантами 
при P  <  0.05.
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периода, а  скорость фотосинтеза оценивалась 
в  конце. В  варианте с  лантаном скорость фото-
синтеза была увеличена на 20% от контроля 
(рис. 2). Статистически значимые различия были 
получены между вариантом с  применением ит-
тербия и  контролем (31%). Ранее было получе-
но сравнимое увеличение скорости фотосинте-
за (на 23%) у  растений сои при концентрации 
лантана 5–10 мкмоль [14]. Такой долговремен-
ный эффект сложно объяснить. Обработанные 
лантаноидами листья к  моменту измерения 
уже были отмершими. Можно осторожно пред-
положить, что при биоразложении опавших 
листьев микродозы лантаноидов были возвра-
щены в  растения и  вызвали активацию фото-
синтеза. Повышенный уровень фотосинтеза 
мог привести к большему накоплению углеводов 
в запасающем органе. Известно, что накопление 
инулина и  сахаров коррелирует с  накоплением 
каучука у одуванчика Кок-сагыз [23]. Как проде-
монстрировано в  наших экспериментах, стиму-
лирующий эффект иттербия проявился и  в  на-
коплении каучука (табл. 2). 

Полученные отличия во влиянии лантанои-
дов на фотосинтез и накопление каучука можно 
объяснить с позиции ионных радиусов. Ионный 
радиус La3+ (1.032) сопоставим с Ca2+(1.06), а Yb3+ 
(0.868) с  Мg2+ (0.78). С Мg2+ связаны не только 
фотосинтетические процессы. Он является коф-
актором как в реакциях синтеза изопентенилпи-
рофосфата из мевалоновой кислоты в цитозоле, 
так и  в  реакциях полимеризации в  каучуковых 
частицах, где Мg2+ регулирует работу цис-пре-
нилтрансферазы [23–26]. Обработка растений 
низкими концентрациями нитрата иттербия 
приводит к  увеличению эффективности ФС II 
и скорости фотосинтеза, накоплению углеводов 
и каучука в корнях одуванчика Крым-сагыз.

Настоящая статья не содержит описания 
каких-либо экспериментов с  участием людей 
и животных в качестве объектов исследования. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Изучено влияние состава сахаров и  pH питательной среды на рост и  развитие пыльцевых тру-
бок у интрогрессивного гибрида ели европейской и сибирской (Picea abies (L.) Karst. × P. obovata 
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развития. Описана картина быстрого синтеза целлюлозы в процессе гидратации пыльцевых зерен 
ели. Выявлены различия компонентного состава пыльцы и пыльцевых трубок. Содержание бел-
ков, аминокислот, РНК, ДНК, липидов и полисахаридов по градиенту длины пыльцевых трубок 
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достижении примерно половины их максимальной длины. При этом общее содержание углево-
дов в пыльцевых трубках по градиенту длины практически не изменялось. Описаны процессы 
формирования на поверхности пыльцевых трубок внешних колец, состоящих в основном из цел-
люлозы и каллозы. Высказано предположение, что такие кольца могут участвовать в регулирова-
нии тургора и в частичной компартментализации протопласта в пыльцевых трубках ели. Каллозу 
в пыльцевых трубках у ели следует рассматривать как ситуативный антистрессовый полисахарид, 
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ВВЕДЕНИЕ
Цитологическим и  физиолого-биохими-

ческим аспектам роста и  развития пыльцевых 
трубок голосеменных растений в последнее вре-
мя стало уделяться все большее внимание. Ре-
зультаты этих исследований обобщены в  ряде 
обзоров [1, 2]. Цитоплазматическая организация 
пыльцевых трубок голосеменных существенно 
отличается от организации пыльцевых трубок 
покрытосеменных, за исключением распреде-
ления секреторных пузырьков и  гладкого эн-
доплазматического ретикулума, что связано 
с различиями в скорости их роста и обусловлено 
особенностями строения стенок пыльцевых тру-
бок голосеменных растений [3].

Пыльцевые трубки голосеменных четко раз-
деляются на две зоны. Одна (тело трубки) зани-
мает почти весь объем трубки от ее проксималь-
ной части и почти до самого кончика, и включает 
в  себя функциональные ядра развивающегося 
мужского гаметофита, микротрубочки и микро-
филаменты актинового цитоскелета, вакуоли, 
амилопласты и  другие органеллы цитоплазмы. 

Другая зона  – прозрачная (“чистая”) удлиня-
ющегося (растущего) кончика трубки лишена 
амилопластов, но включает многочисленные пу-
зырьки Гольджи, которые мигрируют к внутрен-
ней поверхности мембраны, где накапливаются 
в  форме полукольца или полумесяца, и  слива-
ются с плазматической мембраной, обеспечивая 
рост кончика пыльцевой трубки [4].

Прорастание пыльцы и, особенно рост пыль-
цевых трубок, у голосеменных сильно зависят от 
интактного актинового цитоскелета, обеспечи-
вающего направленное струящееся движение 
цитоплазмы  [5, 6], представляющее собой ре-
гулярный фонтанообразный рисунок, при этом 
органеллы в теле трубки движутся в сторону кон-
чика по ее центру, а  обратно  – вдоль кортекса 
клетки [7].

У  покрытосеменных стенка кончика почти 
полностью состоит из этерифицированного 
пектина. В  субапикальной области пектиновая 
матрица подвергается деэтерификации, стано-
вясь более жесткой, в нее также встраивается не-
большое количество микрофибрилл целлюлозы. 
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Непосредственно за этой областью происходит 
укрепление первичной стенки за счет синте-
за каллозы  [8, 9]. Каллозный слой составляет 
основную часть объема стенки у  большинства 
покрытосеменных растений  [10]. Тонкая, на-
ружная затвердевшая первичная пекто-цел-
люлозная и  толстая, внутренняя вторич-
ная каллозная стенки поддерживают тургор, 
предотвращая выпячивание трубки и  направ-
ляя ее рост  [11, 12]. Отложение каллозы в  ци-
топлазме в  виде отдельных зерен приводит 
к образованию каллозных пробок в пыльцевых 
трубках покрытосеменных растений. Количе-
ство и форма таких пробок зависят от способа 
их образования, присущего каждому виду  [13]. 
Каллозные пробки блокируют цитоплазмати-
ческую связь между кончиком и дистальной об-
ластью трубки. В результате такого разделения 
весь энергетический потенциал роста сосредо-
точен в кончике трубки [14]. Каллозные пробки 
препятствуют обратному оттоку содержимого 
пыльцевой трубки, способствуя поддержанию 
постоянного тургорного давления и, тем самым, 
предотвращая разрывы стенки трубки  [15, 16]. 
Каллозные пробки образуются в  пыльцевых 
трубках только у  покрытосеменных растений 
с более высокой энергией роста трубок. У голо-
семенных растений таких отложений в пыльце-
вых трубках не выявлено [17].

У  голосеменных стенка трубки сохраняет 
первичное строение в  течение всего ее роста. 
Исследования компонентного состава стенок 
пыльцевых трубок у  14 видов голосеменных из 
8 родов и  6 семейств общеизвестными цито-
химическими и  иммунохимическими метода-
ми с  использованием моноклональных анти-
тел к  полисахаридам и  арабиногалактановым 
белкам (AGPs) показало, что у  всех изученных 
видов интина пыльцевых зерен и  стенки тру-
бок содержали AGPs и  целлюлозу. В  стенках 
пыльцевых трубок видов из сем. Podocarpaceae, 
Pinaceae, Taxodiaceae и  Cupressaceae пектины 
присутствовали лишь в  малом количестве  [18]. 
У ели (Picea meyerii) и сосны (Pinus sylvestris) эте-
рифицированные пектины локализованы в  об-
ласти кончика пыльцевых трубок. Деэтерифи-
цированные пектины локализованы вдоль всей 
стенки пыльцевой трубки ели, за исключением 
кончика. Целлюлоза распределена по всей стен-
ке трубки, включая кончик, однако плотность 
целлюлозных микрофибрилл в  кончике труб-
ки у Pinus sylvestris была значительно меньше по 
сравнению с  остальной частью трубки, что ука-
зывает на постепенную трансформацию стенки 
трубки [3, 19]. Целлюлоза является, по-видимо-
му, основным компонентом стенок пыльцевых 
трубок у голосеменных растений.

У  большинства голосеменных растений кал-
лоза не выявляется, или выявляется слабо при 

окрашивании пыльцевых трубок анилиновым 
синим [1]. Однако у Pinus sylvestris каллоза была 
обнаружена в  кончиках и  дистальной области 
пыльцевых трубок, но утрачивалась при даль-
нейшем росте трубок [3]. Каллоза была обнару-
жена на стенках пыльцевых трубок у Podocarpus 
nagi и Chamaecyparis obtusa [18], а также у Cupressus 
arizonica [20]. Принято считать, что в пыльцевых 
трубках голосеменных растений каллоза яв-
ляется резервным антистрессовым полисахари-
дом  [21]. Однако недавние исследования пока-
зали, что каллоза – это многофункциональный 
полимер, участвующий во многих фундамен-
тальных биологических процессах развития рас-
тений [22].

Пыльцевые трубки у ели характеризуются до-
вольно высокой энергией роста и относительно 
короткой продолжительностью жизни. Это  на-
кладывает отпечаток на особенности их фи-
зиологического развития, касающихся, прежде 
всего, синтеза полисахаридов и локализации их 
в  стенке трубки. Изучение ряда этих особенно-
стей и явилось основной целью данной работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проращивание пыльцы. Для  исследований 

использовали свежесобранную пыльцу интро-
грессивного гибрида ели европейской и  сибир-
ской (Picea abies (L.) Karst. × P. obovata Ledeb.), 
естественно произрастающего на северо-западе 
европейского континента  [23]. Пыльцу прора-
щивали в  водной суспензии, содержащей 1.0 
мМ KNO3, 2.0 мМ NaH2PO4, 1.0 мМ KH2PO4, 0.5 
мМ H3BO3, 5.0 мМ CaCl2, 2.0 мМ MgCl2. Сус-
пензию культивировали в  пробирках Eppendorf 
объемом 2.0 мл на мульти-ротаторе Multi Bio 
RS-24 (BioSan, Латвия) при скорости вращения 
5 об./ мин в  течение 12–96 ч (в  зависимости от 
цели исследования) при комнатной температуре. 
Для  проращивания пыльцы на агаризованной 
среде использовали агар бактериологического 
класса (VWR International LLC, США). Пыльцу 
проращивали в чашках Петри на 1% агаре с до-
бавлением 5% сахарозы (w/v) в течение 12–124 ч 
в  термостате при температуре 26.5°С. Проро-
щенную пыльцу смывали с  поверхности суб-
страта водой и  для удаления сахарозы трижды 
промывали в дистиллированной воде. Получен-
ные водные суспензии проросшей пыльцы, от-
мытые от излишков сахарозы, сразу  же исполь-
зовали для дальнейшей работы. Каждый раз для 
исследований готовили свежие образцы.

Световая микроскопия (проходящий свет). 
Для  выявления различных цитологических 
структур в пыльцевых трубках ели использовали 
водные растворы бромкрезолового пурпурного, 
эриохрома черного, метилового зеленого  – пи-
ронина G, сафранина, Кумасси R-250. Концен-
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трации красящих растворов и  время окраши-
вания подбирали эмпирически. Амилопласты 
в  пыльцевых трубках у  ели контрастировали 
в 1% водном растворе йода с йодистым калием 
(реактив J2KJ). Результаты окрашивания визуа-
лизировали на прямом микроскопе Axio Scope 
A1 (Zeiss, Германия). Для  изучения динамики 
роста пыльцевых трубок ели in vitro через каж-
дые 4 ч с  момента посева пыльцы на агаровый 
субстрат и до окончания эксперимента проводи-
ли измерения длины пыльцевых трубок. В каж-
дой повторности измеряли длину у 20 случайно 
взятых пыльцевых трубок. Измерения длины 
пыльцевых трубок и  редактирование изображе-
ний во всех случаях проводили на прямом ми-
кроскопе Axio Scope A1 с помощью программы 
AxioVision Rel. 4.8. Для  изучения влияния кис-
лотности среды на прорастание пыльцы и энер-
гию роста пыльцевых трубок ели было исполь-
зовано четыре индивидуальных образца пыльцы 
с  высокими исходными показателями жизне-
способности. Показатель pH среды регулиро-
вали введением в  ее состав 1.0 N HCl (увеличе-
ние кислотности), или 0.1 М Трис (снижение 
кислотности). При изучении состава сахаров на 
прорастание пыльцы и  энергию роста пыльце-
вых трубок ели концентрация каждого из саха-
ров (сахарозы, глюкозы, раффинозы, фруктозы, 
мальтозы, маннозы, галактозы или целлобиозы) 
в агаровой среде составляла 5%. Во всех случаях 
для этих опытов использовали одни и те же ин-
дивидуальные образцы пыльцы (всего 10 образ-
цов). Проросшей считали пыльцу, если длина 
пыльцевой трубки более чем в  два раза превы-
шала высоту тела пыльцевого зерна. Процент 
проросшей пыльцы в каждом образце определя-
ли по 400 случайно взятым пыльцевым зернам. 
Среднюю длину пыльцевых трубок в каждом об-
разце рассчитывали на основе измерений длины 
у 20 случайно взятых трубок.

Флуоресцентная микроскопия. Для выявления 
целлюлозы в  пыльце и  пыльцевых трубках их 
водные препараты окрашивали калькофлуором 
(Calcofluor White Stain, Biotium, США) в  темно-
те. К  водной суспензии исследуемого образца 
добавляли равный объем 5 мМ водного раство-
ра красителя. Продолжительность окрашивания 
составляла 10–15 минут. Окрашенные препара-
ты (без промывки) просматривали на флуорес-
центном микроскопе Altami Lum 1 Led (Альтами, 
Россия) и  фотографировали в  УФ-режиме (све-
тофильтр UV 330–400 нм).

Для выявления каллозы в  пыльцевых труб-
ках препараты проросшей пыльцы окрашивали 
водными растворами анилинового синего. Ко-
нечная концентрация красителя в  водной сус-
пензии исследуемого образца составляла 0.1%. 
Окрашенные препараты (без промывки) про-
сматривали и  фотографировали на флуорес-

центном микроскопе Altami Lum 1 Led в УФ-ре-
жиме (светофильтр UV 330–400 нм).

Гидролитическое расщепление каллозы на 
поверхности пыльцевых трубок проводили с ис-
пользованием ламинариназы (1,3-β-D-глюкона-
за, КФ 3.2.1.39) ‒ полиспецифического фермента, 
который катализирует реакцию гидролиза  [24]. 
К  суспензионной культуре проросшей пыль-
цы добавляли небольшое количество водного 
раствора ламинариназы и  равный объем 0.2% 
водного раствора анилинового синего. Кап-
лю полученной смеси наносили на предметное 
стекло, сверху накрывали покровным стеклом. 
Процесс гидролитического расщепления калло-
зы на поверхности пыльцевых трубок контроли-
ровали визуально через каждые 10 мин.

Для контрастирования ядерных струк-
тур использовали флуоресцентные красители 
DAPI  [25] и  SYPRO Rubi Protein Gel Stain (Sig-
ma-Aldrich). Пыльцевые трубки инкубировали 
в растворе 300 нM DAPI в 10 мМ фосфатном бу-
фере (pH 7.4) в  течение 30 мин в  темноте и  по-
сле 3-кратной промывки в  фосфатном буфере 
просматривали и фотографировали на флуорес-
центном микроскопе Altami Lum 1LED (свето-
фильтр UV, 330–400 нм). Окрашивание SYPRO 
Rubi Protein Gel Stain проводили путем добав-
ления к  водной суспензии проросшей пыльцы 
равного объема продажного красителя, окраши-
вание производили в темноте в течение 1.5–2 ч. 
Окрашенные препараты (без промывки) про-
сматривали и  фотографировали на флуорес-
центном микроскопе Altami Lum 1 LED (свето-
фильтр B, 420–485 нм).

FT-IR-спектроскопия. Сканирование лио-
фильно высушенных пыльцевых трубок ели, 
отмытых от сахарозы, в  инфракрасной области 
спектра по градиенту длины трубки проводили 
на инфракрасном Фурье-спектрометре Vertex 
70v (Bruker, Германия) с помощью инфракрасно-
го микроскопа Hyperion 3000 (Bruker, Германия). 
Использовали точечный MCT детектор, позво-
ляющий снимать инфракрасные спектры в  точ-
ке размером 1 мкм. Условия записи спектров: 
фон  – алюминиевая фольга (без напыления), 
режим записи спектров – отражение, объектив 
36 × IR. В каждой трубке сканировали по 40 рав-
ноудаленных точек: первая точка – максимально 
близко к дистальной апертуре пыльцевого зерна, 
не входя в  тело зерна, последняя  – максималь-
но близко к кончику трубки, не выходя из него. 
Число сканирований в  каждой точке позици-
онирования  – 1024, разрешение  – 0.0004 мкм. 
В  качестве внутреннего стандарта выбрана по-
лоса поглощения 2920 см.

Пиролизная газовая хроматография  – 
масс-спектрометрия. Анализ проводили на систе-
ме газовой хроматографии – масс-спектрометре 
QP-2010 Plus (Shimadzu, Япония), оснащенном 
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пиролизером EGA/PY-3030D (Frontier Lab, 
Япония) и  криоуловителем с  жидким азотом. 
Образцы проросшей пыльцы были приготов-
лены аналогично методу ИК-спектроскопии. 
Образцы пыльцы использовали для анализа без 
дополнительной пробоподготовки. Образцы 
проросшей пыльцы или пыльцевых зерен (1.8–
2.7 мг) помещали в  микротигли из нержавею-
щей стали и  подвергали термическому разло-
жению в атмосфере гелия путем нагревания от 
50 до 600°С  со скоростью 50°С/мин. Хромато-
графическое разделение продуктов пиролиза 
проводили на капиллярной колонке HP-5ms 
(Agilent, США) размером 30 × 0.25 мм с  тол-
щиной пленки 0.25 мкм. В качестве газа-носи-
теля использовался гелий высокой чистоты со 
скоростью потока 1 мл/мин. Температурный 
режим колонки был запрограммирован следу-
ющим образом: 40°C выдерживали в  течение 
2 мин; затем линейный подъем на 3°С/мин до 
320°С  в течение 5 мин. Масс–спектрометриче-
ское детектирование проводили с электронной 
ионизацией (70 эВ) в  режиме сканирования 
в  диапазоне 35–600 кДа при скорости скани-
рования 2 кДа/с.  Обнаруженные соединения 
идентифицировали с  использованием библио-
теки NIST/Wiley 2011.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
У  ели, как и  у большинства других видов 

сем. Pinaceae, прорастание микроспоры в  ми-
крогаметофит начинается еще внутри микро-
спорангия. В  результате трех последовательных 
делений, сначала ядра микроспоры, а  затем 
антеридиальной клетки образуется 4-клеточ-
ный (реже 5-клеточный) мужской гаметофит, 
включающий обычно две рудиментарные про-
таллиальные, генеративную и  сифоногенную 
(вегетативную) клетки. Первая проталлиальная 
клетка довольно быстро дегенерирует, превра-
щаясь в пикноту, вторая приобретает линзовид-
ную форму и может сохраняться еще некоторое 
время. Дальнейшее развитие мужского гаме-
тофита у  ели происходит уже после раскрытия 
микроспорангия и попадания пыльцевого зерна 
на нуцеллус семязачатка, где пыльца прорастает 
в пыльцевую трубку. Ядро сифоногенной клетки 
перемещается в  пыльцевую трубку, постоянно 
двигаясь в сторону ее растущего кончика. В ре-
зультате деления генеративной клетки образуют-
ся сперматогенная (базальная, спермиогенная) 
и  стерильная (стебельковая) клетки. Сперма-
тогенная клетка делится, образуя два спермия, 
один из которых оплодотворяет яйцеклетку. 
Оплодотворение у  ели происходит спустя при-
близительно месяц после опыления [26, 27].

Источником углеводов, необходимых для по-
строения тела пыльцевой трубки, главным об-

разом ее стенок, служат водорастворимые саха-
ра. Традиционно для проращивания пыльцы на 
искусственных средах используют сахарозу  [28, 
29]. Пыльца у ели может прорастать и на дистил-
лированной воде, используя собственные запа-
сы сахаров, но пыльцевые трубки в этом случае 
растут гораздо медленнее и  в них образуется 
значительно меньше амилопластов. Показате-
ли жизнеспособности пыльцы, пророщенной 
на средах, содержащих сахарозу и глюкозу, были 
достоверно выше по критерию tst по сравнению 
с  другими вариантами опыта. На  средах, содер-
жащих целлобиозу, процент проросшей пыльцы 
был относительно невысок, но при этом фор-
мировались довольно длинные пыльцевые труб-
ки. В целом, пыльцевые трубки у ели лучше рос-
ли на средах, содержащих глюкозу (табл. 1).

Таблица 1. Влияние состава сахаров на прорастание 
пыльцы и рост пыльцевых трубок ели in vitro

Углеводный 
компонент 

среды

Жизнеспособ-
ность пыльцы 

(X ± mX), %

Длина пыльцевой 
трубки (X ± mX), 

мкм

Сахароза 75.5 ± 11.7 283.4 ± 30.5

Глюкоза 93.4 ± 9.5 416.7 ± 34.7

Раффиноза 1.1 ± 0.8 122.4 ± 25.4

Фруктоза 33.4 ± 15.5 254.5 ± 29.6

Мальтоза 13.5 ± 7.0 244.0 ± 28.0

Манноза 0 –

Галактоза 6.0 ± 3.2 105.3 ± 15.5

Целлобиоза 18.4 ± 7.3 410.5 ± 33.3

Однако лучшие результаты были получены 
при проращивании пыльцы ели на средах, со-
держащих сахарозу с  добавлением небольшого 
количества (не более 0.001 мг/мл) борной кис-
лоты. Добавление бора в  среду в  столь малых 
концентрациях не влияло на pH среды. Стиму-
лирующее влияние бора на прорастание пыльцы 
впервые обнаружил T. Schmucher  [30]. Позднее 
это было подтверждено многими исследования-
ми [31‒34].

Для проращивания пыльцы ели наиболее 
подходят слабо кислые или близкие к нейтраль-
ным питательные среды. Пыльца ели почти оди-
наково хорошо прорастала на агаровых средах 
в  диапазоне pH 5.8–8.2. Показатель энергии 
роста пыльцевых трубок, о  котором косвенно 
можно судить по их длине, был более чувстви-
телен к изменению pH среды, по сравнению со 
способностью пыльцы к прорастанию (рис. 1).
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Рис. 1. Влияние pH среды на прорастание пыльцы 
и  рост пыльцевых трубок ели in vitro: 1 ‒ жизне-
способность пыльцы; 2 ‒ средняя длина пыльцевой 
трубки.

В течение первых 12–14 ч после высева пыль-
цы ели на питательную среду происходила гид-
ратация пыльцевых зерен. В  это время пыль-
цевые зерна выделяют АТФ, необходимую для 
инициации прорастания пыльцы и  роста пыль-
цевых трубок во внеклеточный матрикс [35, 36]. 
В это же время в пыльцевых зернах происходит 
интенсивный синтез целлюлозы. При  окраши-
вании калькофлуором пыльцы ели, гидрати-
рованной в  течение 2–3 ч в  водной суспензии, 
проявлялась яркая флуоресценция в  виде уз-
кой полосы в  меридиональной плоскости по 
обе стороны внутренней поверхности оболочки 
пыльцевого зерна (в интине), перпендикулярно 
дистальной борозде прорастания. Это  полузам-
кнутое кольцо имело разрыв в  проксимальной 
зоне пыльцевого зерна (рис. 2а, б). В наших опы-
тах при окрашивании гидратированных пыль-
цевых зерен ели анилиновым синим флуорес-

ценция в них отсутствовала. При окрашивании 
калькофлуором не гидратированной пыльцы 
флуоресценция также не наблюдалась (рис. 2г).

После прорастания пыльцевого зерна в труб-
ку флуоресцирующая полоска быстро исчезала. 
Вновь синтезированная в  процессе гидратации 
целлюлоза перед прорастанием пыльцы скап-
ливалась вблизи дистальной борозды, а  затем, 
вероятно, перемещалась в  пыльцевую трубку, 
участвуя в построении ее стенки. В самом кончи-
ке трубки целлюлоза, по-видимому, отсутствова-
ла, или ее количество было очень мало (рис. 3а).

При окрашивании калькофлуором на по-
верхности пыльцевых трубок ели в  УФ свете 
проявлялось замкнутое поперечное кольцо цел-
люлозы (рис. 3а, в, д).

Максимальная скорость роста (примерно 
12  мкм/ч) пыльцевой трубки у  ели наблюдалась 
в  течение 10–15 ч (спустя 30–45 ч после посе-
ва пыльцы). Затем скорость роста трубок начи-
нала постепенно замедляться. Примерно через 
110–112 ч после посева рост трубок визуально не 
наблюдался. Относительно высокая скорость ро-
ста обуславливает некоторые физиологические 
особенности развития пыльцевых трубок у ели.

Начало прорастания пыльцевого зерна 
ели в  пыльцевую трубку показано на рис. 4а. 
При  проращивании пыльцы ели на средах, со-
держащих сахарозу, формировались длинные 
массивные трубки, часто с  булавовидным или 
шаровидным утолщением (вздутием) кончи-
ка (рис. 4б). Длина пыльцевых трубок состав-
ляла 430–480 мкм, иногда она могла достигать 
1000–1200 мкм и более (рис. 4в, г).

При проращивании пыльцы ели in vitro на-
блюдались случаи как простого дихотомическо-
го ветвления, так и биполярный рост пыльцевых 
трубок  [37, 38]. Примеры ветвления, биполяр-
ного роста и  тератологии пыльцевых трубок 
у  ели показаны на рис. 4д, е,  ж, з, и. При  про-
ращивании пыльцы на сахаросодержащей среде 

50 µm
(a)

50 µm
(б)

50 µm
(в)

50 µm
(г)

Рис. 2. Характер флуоресценции пыльцевых зерен ели при окрашивании калькофлуором: а, б – пыльца после 3-ча-
совой гидратации в водной суспензии; в, г – не гидратированная пыльца; а, в – проходящий белый свет; б, г – флу-
оресценция в УФ-свете.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ          том 71          № 6          2024

	 ОСОБЕННОСТИ РОСТА И РАЗВИТИЯ ПЫЛЬЦЕВЫХ ТРУБОК ЕЛИ	 815

избыток гидролизованной глюкозы депониру-
ется в форме крахмала в амилопластах, которые 
могут занимать значительный объем пыльцевой 
трубки (кроме самого кончика).

Пыльцевые зерна у  ели in vivo прорастают 
в  трубки на 2–3 день после попадания на ну-
целлус семязачатка. Период между опылени-
ем и  оплодотворением у  нее составляет около 
30  дней. Образование спермиев происходит 
непосредственно перед оплодотворением. При 
культивировании in vitro пыльцевые трубки 
развиваются относительно автономно и  рас-
тут значительно быстрее, поэтому у ели можно 
наблюдать заключительные стадии развития 
мужского гаметофита, включая образование 
спермиев [39].

В  растущих пыльцевых трубках происходит 
активный синтез и  накопление крахмала, яв-
ляющегося источником глюкозы, необходимой 
для последующего биосинтеза полисахаридов, 
в основном и формирующих стенку пыльцевой 
трубки у голосеменных. В образцах проросшей 
пыльцы ели значительно больше, по сравнению 

20 µm 20 µm

CeIR
CeIRCeIR

CeIR

DFG

(а) (в)20 µm(б)

20 µm(д)20 µm(г)

Рис. 3. Пыльцевые трубки ели после проращива-
ния в течение 24 ч на агаровой среде с 5% сахарозы, 
окрашенные калькофлуором: б-в, г-д – парные ри-
сунки; б, г – проходящий белый свет, а, в, д – флу-
оресценция в УФ свете. DFG – дистальная борозда 
прорастания, CelR – кольцо целлюлозы.

20 µm(а)

50 µm
(д)

200 µm
(е)

200 µm 20 µm100 µm
(ж) (з) (и)

100 µm(б) 50 µm(в)

50 µm(г)

Рис. 4. Пыльцевые трубки ели: а – проращивание в течение 24 ч; б, д, е, ж, з, и – проращивание в течение 72 ч; в, г – 
проращивание в течение 96 ч. Окрашивание: а – бромкрезоловым пурпурным; б – эриохромом черным (стрелками 
показаны границы внешнего кольца целлюлозы); в – DAPI; г – SYPRO Rubi Protein Gel Stain; д, е – метиловым 
зеленым – пиронином G; ж – не окрашенные; з – окрашивание сафранином; и – Кумасси R-250); д-ж – ветвле-
ние; ж, з – биполярный рост; ж, и – тератология. 2-nd PC – вторая проталлиальная клетка, GCN – ядро генера-
тивной клетки, VCN – ядро вегетативной клетки, TCN – ядро клетки трубки, SpCN – ядро спермиогенной клетки, 
StCN – стебельковая клетка с ядром и цитоплазмой.
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Таблица 2. Компонентный состав пыльцевых зерен 
и проросшей пыльцы ели (% от общего количества 
идентифицированных веществ)

Компоненты Пыльцевые 
зерна

Проросшая 
пыльца

Углеводы 15.7 68.1

Алифатические 
углеводороды

15.5 6.3

Ароматические 
углеводороды

0 2.0

Лигнин 8.0 1.0

Танины 1.6 7.5

Фенолы 26.5 5.2

Жиры и жирные 
кислоты

5.0 1.2

Воска 16.0 4.7

ДНК и белки 1.5 2.2

Стероиды 10.2 1.8

Рис. 5. Компонентный состав пыльцевой трубки ели 
по градиенту длины по результатам FT-IR спектро-
скопии (пример). 1 – длина волны 3358 – О-Н груп-
пы: углеводы; 2 – 3030 – С-Н связи: ароматические 
кольца; 3 – 1700 – С=О связи: карбонильные и кар-
боксильные группы (белки, РНК, ДНК, липиды); 
4 – 1632 – пик связанной воды; 5 – 1512 – амино-
кислоты (тирозин, фенилаланин, триптофан) и со-
ответствующие белки и,  возможно, ароматические 
углеводороды (фенол); 6 – 1020 – С-O-С связи: по-
лисахариды.

с не пророщенной пыльцой, содержалось поли-
сахаридов, ароматических углеводородов, тани-
нов, а  также несколько увеличивалось содержа-
ние нуклеиновых кислот и белков. В проросшей 
пыльце ели значительно меньше, по сравнению 
с не проросшей, содержалось алифатических уг-
леводородов, лигнина, фенолов, жиров и восков. 
Все  перечисленные во втором случае компо-
ненты входят в состав экзины пыльцевых зерен, 
которые сохраняются в  образцах c проросшей 
пыльцой. Следует отметить значительное умень-
шение содержания стероидов (кампестерина 
и ситостерина) в пыльцевых трубках по сравне-
нию с не проросшей пыльцой (табл. 2).

Содержание белков, аминокислот, РНК, 
ДНК, липидов и  полисахаридов по градиенту 
длины пыльцевых трубок у  ели довольно ла-
бильно, постепенно возрастало по направле-
нию к растущему кончику, и стабилизировалось 
по достижении примерно половины их макси-
мальной длины. Общее содержание углеводов 
в пыльцевых трубках у ели по градиенту длины 
почти не менялось (рис. 5).

У ели уже на начальной стадии роста пыльце-
вой трубки вновь синтезированная каллоза на-
чинала скапливаться сначала в дистальной части, 
а затем и в самом кончике трубки (рис. 6а, б, в).

Во время роста трубки часть каллозы переме-
щалась на внешнюю поверхность стенки трубки, 
вероятнее всего, через ее кончик, но, возможно, 

также из проксимальной зоны трубки или из на-
ружного слоя интины пыльцевого зерна. Не ис-
ключено, что донором каллозы в  последнем 
случае могли служить тельца Убиша, которые 
содержат значительное количество полисахари-
дов и,  вероятно, контактируют с  поверхностью 
интины пыльцевых зерен, и  активно участву-
ют в их быстрой гидратации [40]. Скорее всего, 
барьером, вокруг которого скапливалась кал-
лоза, служили сформировавшиеся ранее на по-
верхности пыльцевых трубок кольца целлюлозы 
(рис. 3). Не  исключено, что микрофибриллы 
целлюлозы в  этих локациях дезориентированы 
(рис. 4б). В результате на внешней поверхности 
трубки формировалось узкое замкнутое кольцо, 
состоящее, по-видимому, в  основном из калло-
зы. Этот процесс мог повторяться несколько раз, 
и на поверхности трубки могло образовываться 
до 2–3, редко более, таких колец. По мере роста 
трубки эти кольца сохраняли свое исходное по-
ложение, а  ее растущий кончик все более отда-
лялся от них (рис. 6б, в, г, е). Следует отметить, 
что кольца каллозы формировались на поверх-
ности пыльцевых трубок, выращенных как на 
средах, содержащих сахарозу, так и без нее.

Когда к  суспензионной культуре пророщен-
ной пыльцы добавляли водный раствор ламина-
риназы, которая катализирует гидролитическое 
расщепление каллозы, эти кольца довольно бы-
стро элиминировали (рис. 7).
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Показанные на рис. 6 кольца на внешней по-
верхности пыльцевых трубок ели, по-видимому, 
обладают довольно высокой механической проч-
ностью и, плотно сдавливая тело трубки, создают 
избыточное тургорное давление. Сама по себе 
каллоза, имея гелеобразную консистенцию, не 
обладает этими свойствами. По-видимому, такая 
жесткость обеспечивается за счет целлюлозных 
микрофибрилл, встроенных в эти кольца.

Кольца на поверхности пыльцевых трубок 
у  ели можно рассматривать как своеобразные 
клапаны, которые повышают тургор, снижая 
скорость всасывания воды через растущий 
кончик. Кроме того, они, в  определенной сте-
пени, способствуют компартментализации ци-
топлазмы, затрудняя связь дистальной части 
протопласта, ассоциированного с ядром клетки 
трубки, с его проксимальной частью (рис. 6д, е). 
Повышенный тургор в дистальной зоне трубки 
способствовал разрывам плазмалеммы в  этой 
зоне (рис. 6ж), кончиков и стенок трубок у ели 
(рис. 6з, и), сопровождающихся взрывным вы
свобождением избыточного количества накоп-
ленных амилопластов (рис. 6з, и,  к). Такие раз-
рывы являются распространенным явлением, 
но они редко приводят к  фатальному исходу и, 
в  большинстве случаев, легко устраняются как 
с помощью уже накопленной, так и вновь синте-
зируемой каллозы. Следует отметить, что тургор 
в  пыльцевых трубках у  ели может, по-видимо-
му, регулироваться и иными путями (рис. 6л, м). 
Кольца каллозы на поверхности пыльцевых тру-
бок ели недолговечны, и к концу проращивания 
они обычно исчезали.

Локализация каллозы в  пыльцевых трубках 
у  ели сильно варьировала. Следовательно, кал-

20 µm (а) 20 µm 50 µm 50 µm(б) (в) (г) 50 µm 50 µm(е) (ж)50 µm (д)

50 µm 50 µm
(и) (л)50 µm 20 µm 20 µm

(з) (к) (м)

Рис. 6. Локализация каллозы в растущих пыльцевых трубках ели (а, б, в, г, д, е), характер разрушения наружных 
мембран, стенок и кончиков трубок при избыточном тургорном давлении (ж, з, и, к), расхождение боковых стенок 
на кончиках трубок (л, м). Окрашивание: а, б, в, г, ж, з, и, л ‒ анилиновым синим; д, е, к ‒ анилиновым синим – 
J2KJ; м ‒ J2KJ. Флуоресценция в ультрафиолетовом (а, б, в, г, е, ж, и, л) и проходящем белом свете (д, з, к, м), д-е, 
з-и – парные рисунки (левые – проходящий белый свет, правые – флуоресценция). Стрелками показана локализа-
ция колец каллозы.

20 µm 20 µm 20 µm 20 µm

caI caI caI

tcn tcn tcn tcn

(а) (б) (в) (г)

Рис. 7. Разрушение наружного кольца каллозы 
под воздействием ламинариназы в  течение: а  – 0 
мин; б – 10 мин; в – 20 мин; г – 30 мин. cal – калло-
за, tcn – ядро клетки трубки.
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лозу в  пыльцевых трубках у  этого вида следует 
рассматривать как ситуативный антистрессовый 
полисахарид, который не является постоянным 
компонентом стенки трубки.
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Исследован штамм VKM Al-132 зеленой сарциноидной микроводоросли, изолированный из 
каштановой почвы зоны сухих степей (Волгоградская область, Россия). По  результатам свето-
вой и  сканирующей электронной микроскопии, а  также молекулярно-филогенетического ана-
лиза гена 18S рРНК и  спейсера ITS2 штамм был идентифицирован как Chlorosarcinopsis eremi. 
Изучены особенности его роста и  вторичного каротиногенеза в  условиях двухстадийной нако-
пительной культуры. Средняя продуктивность по сухой биомассе за 21 сут. эксперимента состав-
ляла 0.12 г/л·сут., а по суммарным каротиноидам – 0.2 мг/л·сут. В конце стадии вторичного каро-
тиногенеза при доле суммарных каротиноидов в сухой биомассе около 0.25% доминирующими 
фракциями были кантаксантин и  диэфиры астаксантина, причем сумма эфиров астаксантина 
достигала 36% от суммарных каротиноидов. Показано, что штамм VKM Al-132 может служить 
потенциально перспективным объектом дальнейших экспериментальных работ, направленных 
на оптимизацию условий для интенсификации процесса биосинтеза кетокаротиноидов.

Ключевые слова: кетокаротиноиды, морфология, молекулярно-генетический анализ, продуктив-
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ВВЕДЕНИЕ
Зеленые сарциноидные водоросли повсе-

местно распространены в  наземных, прес-
новодных и  морских экосистемах и  харак-
теризуются способностью к  особому типу 
вегетативного деления – десмосхизису, которое 
происходит в различных плоскостях, в результа-
те чего образуются двух- и трехмерные комплек-
сы клеток. Все три класса зеленых водорослей – 
Ulvophyceae, Trebouxiophyceae и  Chlorophyceae 
(UTC-клада), которые составляют ядро отдела 
Chlorophyta, включают роды с сарциноидной ор-
ганизацией таллома. Однако наиболее представ-
лены сарциноидные микроводоросли в  классе 

1	 Дополнительные материалы размещены в электронном виде по 
DOI статьи: 10.31857/S0015330324060159
Сокращения: ВКГ – вторичный каротиногенез, ККар – кетока-
ротиноиды, СБ  – сухая биомасса, СЭМ  – сканирующая элек-
тронная микроскопия, ТСХ  – тонкослойная хроматография, 
Хл а – хлорофилл а, Хл b – хлорофилл b.

Chlorophyceae, которые ранее были объединены 
по этому признаку в порядок Chlorosarcinales [1]. 
В порядок были включены водоросли с “жестки-
ми” (Spongiococcum, Tetracystis, Fasciculochloris, 
Heterotetracystis, Borodinellopsis, Axilosphaera) 
и  “голыми” (Borodinella, Friedmannia, 
Pseudotetracystis, Ignatius, Chlorosarcina, Desmotetra, 
Planophila, Neochlorosarcina, Chlorosarcinopsis, 
Chlorosphaeropsis, Chloroplana) зооспорами, что 
и  явилось признаком для разделения их на се-
мейства Tetracystidaceae и  Chlorosarcinaceae, 
соответственно  [2]. Однако с  развитием моле-
кулярно-филогенетического анализа было неод-
нократно показано, что порядок Chlorosarcinales 
является искусственным и, согласно последнему 
таксономическому пересмотру, микроводорос-
ли с  “голыми” зооспорами входят в  порядок 
Chlamydomonadales (=Volvocales) [3–5].

Интерес к  сарциноидным микроводорос-
лям обусловлен способностью некоторых из них 
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в  неблагоприятных условиях (дефицит влаги 
и биогенных элементов, высокая освещенность, 
температура и  т.д.) накапливать большое коли-
чество специфических вторичных экстрапла-
стидных кетокаротиноидов (ККар), структурно 
и  функционально не связанных с  фотосинте-
тическим аппаратом клетки и  выполняющих 
защитную функцию в  условиях абиотического 
стресса  [6]. Это  астаксантин и  близкие ему по 
структуре и  биологической активности мета-
болические предшественники (кантаксантин, 
адониксантин, адонирубин)  [7, 8]. В  качестве 
мощных антиоксидантов и  иммуномодулято-
ров ККар представляют ценность для пищевой 
и косметической промышленности, фармаколо-
гии, сельского хозяйства.

Зеленые микроводоросли (Chlorophyta) – са-
мая многочисленная группа микроорганизмов, 
обладающая способностью синтезировать и  на-
капливать ККар. Процесс вторичного кароти-
ногенеза (ВКГ) характерен преимущественно 
для представителей порядков Sphaeropleales 
и  Chlamydomonadales, среди которых наибо-
лее изучены роды Haematococcus, Neochloris, 
Chromochloris и  Coelastrella  [9]. Тем  не менее 
удешевление и  активное введение в  практику 
полногеномного секвенирования позволило во 
многих микроводорослевых геномах обнару-
жить ортологи β-каротин кетолазы – фермента, 
обеспечивающего синтез ККар из β-кароти-
на [7]. Это свидетельствует о том, что число ви-
дов каротиногенных микроводорослей гораздо 
больше, чем принято считать.

Род Chlorosarcinopsis (Chlamydomonadales), 
представители которого являются обитателями 
почвенных и  песчаных (часто засушливых) ме-
стообитаний и колонии которых в неблагоприят-
ных условиях приобретают ярко-оранжевый цвет 
за счет аккумуляции ККар  [2, 9], изучен недо-
статочно. По  немногочисленным литературным 
данным во фракционном составе его ККар до-
минирует кантаксантин  [8, 9]. Перспективность 
изучения рода была подтверждена несколькими 
исследованиями по секвенированию пластидно-
го и митохондриального геномов [10, 11].

Цель данной работы заключалась в изучении 
морфологических и  молекулярно-генетических 
характеристик штамма VKM Al-132, исследо-
вании особенностей его роста в  условиях двух-
стадийной накопительной культуры и  анализе 
фракционного состава кетокаротиноидов на 
стадии вторичного каротиногенеза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования

Объектом исследования являлся штамм 
сарциноидной зеленой микроводоросли VKM 
Al-132 (ранее ACSSI 132) из Всероссийской кол-

лекции микроорганизмов (ВКМ) Института 
биохимии и  физиологии микроорганизмов им. 
Г.К.  Скрябина РАН. Штамм был изолирован 
в 2014 г. из верхнего горизонта каштановой солон-
цеватой почвы около с.  Перегрузное Волгоград-
ской области (47°53ʹ21ʺ с.ш., 44°0ʹ50ʺ в.д.) путем 
посева почвенной суспензии на твердую пита-
тельную среду BG11 с азотом (1% агар, pH = 7.0) 
и  многократного пересева отдельных колоний 
микроводорослей методом истощающего штриха.

Световая и электронная микроскопия
Изучение морфологии и  жизненного цикла 

штамма проводили методами световой микро-
скопии с  помощью микроскопа Leica DM750 
(“Leica”, Германия). Результаты наблюдений 
документированы фотографиями, снятыми 
с помощью цифровой камеры Leica Flexacam C3 
(“Leica”, Германия). Сроки наблюдения состав-
ляли от 2 нед. до  6 мес. При  морфологической 
идентификации учитывали форму, структуру 
и размеры пакетов; форму и размеры отдельных 
вегетативных клеток; тип хлоропласта; наличие, 
количество пиреноидов и  тип крахмальной об-
кладки; особенности размножения и  другие 
характеристики  [2]. Для  сканирующей элек-
тронной микроскопии (СЭМ) 0.5 мл культу-
ры фиксировали 2% глутаровым альдегидом 
в 6.67 мМ Na-К-фосфатном буфере (ФБ) с пост-
фиксацией 0.005% раствором Люголя в  ФБ 
и  дегидратировали в  серии возрастающих кон-
центраций этанола [12]. СЭМ-изображения кле-
ток получали с  помощью сканирующего элек-
тронного микроскопа Hitachi SU3500 (“Hitachi”, 
Япония).

Молекулярно-генетический анализ
Тотальную ДНК из штамма выделяли с  по-

мощью колоночного набора DNeasy Plant Mini 
Kit (“Qiagen”, США), следуя протоколу произ-
водителя. Для  амплификации использовали го-
товую смесь Screen Mix-HS (“Евроген”, Россия).

Для полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
гена 18S рРНК и  спейсера ITS2 были исполь-
зованы праймеры, рекомендованные в  статьях 
Katana [13] и White [14], соответственно (Допол-
нительные материалы, табл. S1).

Детекцию целевых ПЦР-продуктов прово-
дили электрофоретически в  1% агарозном геле. 
Для  дальнейшей очистки ампликонов из геля 
применяли набор Cleanup Mini (“Евроген”, Рос-
сия). Секвенирование нуклеотидных последова-
тельностей осуществляли на базе ЗАО Синтол, 
(“Синтол”, Россия).

Далее осуществлялась сборка гена 18S рРНК 
и  поиск гомологии по алгоритму BLASTn 
в  GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Для 
выбора модели нуклеотидных замен исполь-
зовали программу jModelTest. Реконструкцию 
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филогенетических взаимосвязей осуществляли 
методом максимального правдоподобия (ML) 
в  программе PhyML. Статистическая поддерж-
ка топологии дерева была оценена с  помощью 
бутстрэп-анализа (1000 повторностей) и указана 
в узлах ветвей в виде процентов. За основу была 
принята филогенетическая реконструкция из 
статьи T. Nakada  [15, 16], но с  более расширен-
ной кладой Arenicolinia. Генетические различия 
между нуклеотидными последовательностями 
гомологичных генов охарактеризовали с  помо-
щью генетических дистанций. Мерой генетиче-
ских различий являлся процент несовпадений 
нуклеотидов при попарном сравнении вырав-
ненных последовательностей, вычисление ко-
торого проводили в  программе MEGA 6.0 с  ис-
пользованием двухпараметрической модели 
Кимуры (K2P). Филогенетические связи визуа-
лизировали с помощью программы FigTree v1.3.1. 
Полученные нуклеотидные последовательности 
были депонированы в  GenBank (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) под номерами KY086471 (18S 
рРНК) и MG523292 (ITS2).

Условия культивирования
Водоросли выращивали методом двухста-

дийной накопительной культуры [17], который 
позволяет в  рамках одного эксперимента по-
лучить данные, характеризующие рост и  ме-
таболизм каротиногенных микроводорослей 
на стадиях активного роста культуры (“зеле-
ная” стадия) и вторичного каротиногенеза как 
защитной реакции клеток на абиотический 
стресс (“красная” стадия). В  качестве пита-
тельной среды использовали среду ВВМ  [18], 
в 1 л которой содержится: NaNO3 – 241 мг; Mg-
SO4·7H2O – 75 мг; NaCl – 25 мг; K2HPO4·3H2O – 
75 мг; KH2PO4  – 175 мг; (Na2-ЭДТА)  – 50 мг; 
KOH – 31 мг; Н3ВО3 – 11 мг; ZnSO4·7H2O – 8.82 
мг; MnCl2·4H2O – 44 мг; Na2MoO4·2H2O – 2.42 
мг; CuSO4·5H2O – 1.57 мг; Co(NO3)2·6H2O – 0.49 
мг; FeSO4·7H2O – 4.98 мг; H2SO4 конц. – 1 мкл; 
CaCl2 – 18.9 мг.

Инокулят выращивали на среде ВВМ при 
одностороннем боковом освещении светодиод-
ными лампами Feron DL 20W T4 6400K (“Feron”, 
Россия) в течение 7 сут. Плотность потока ФАР 
составляла 52 мкмоль/(м2·с)  с фотопериодом, 
приближенным к  природному и  рекомендован-
ным для выращивания каротиногенных микро-
водорослей – 15 ч свет/9 ч темнота [19], и темпе-
ратуре 24°С.

В  эксперименте штамм культивировали 
в  пластиковых флаконах Tissue Culture Flasks 
(“Falcon”, США) объемом 0.75 л, исходный 
объем культур с  начальным содержанием сухой 
биомассы (СБ) 0.3 г/л составлял 0.6 л.

На “зеленой” стадии штамм VKM Al-132 
рос при естественном освещении на подокон-

нике окна, ориентированного на юго-запад. 
Культуру барботировали атмосферным возду-
хом при помощи аквариумного компрессора 
Resun ACO-9630 при скорости 0.44 л/(мин.·л). 
Продолжительность “зеленой” стадии состав-
ляла 9 сут.

При переводе культуры на “красную” ста-
дию, принимая во внимание недостаточность 
литературных сведений о  характере реакции 
штамма на абиотический стресс, для индукции 
ВКГ был использован “облегченный” вариант 
стрессирования. Культура была переведена на 
двустороннее круглосуточное освещение све-
тодиодными лампами Feron DL 20W T4 6400K 
(“Feron”, Россия) с плотностью потока ФАР 130 
мкмоль/(м2·с)  с каждой стороны. Температура 
в культуре составляла 28–29°С. На протяжении 
светового периода уровень рН 7.0 ± 0.5 поддер-
живали путем дозированной подачи углекислого 
газа (объемная доля СО2 – 99.8% по ГОСТ 8050–
85) при помощи электромагнитного клапана 
Camozzi А7Е (“Camozzi”, Италия) и цифрового 
рН-контроллера Aqua Medic pH 2001C (“Aqua 
Medic”, Германия). Для  дополнительной сти-
муляции ВКГ во флаконах 3% объема культуры 
заменили на 1% раствор NaCl до конечной кон-
центрации в  среде 5 мМ. Продолжительность 

“красной” стадии составляла 12 сут.

Определение сухой биомассы 
и пигментный анализ

Содержание сухой биомассы (СБ) измеряли 
гравиметрически  [20] на мембранных нитро-
целлюлозных фильтрах с размером пор 3.0 мкм 
(“Владисарт”, Россия).

Содержание хлорофиллов и  суммарных ка-
ротиноидов (Кар) в  биомассе микроводорос-
лей определяли спектрофотометрически на 
СФ‑2000 (ОКБ “Спектр”, Россия) в  диметил-
сульфоксидных  [21] и  в ацетоновых  [22] экс-
трактах. Пигментный состав в конце “красной” 
стадии исследовали методом тонкослойной 
хроматографии (ТСХ) ацетоновых экстрактов 
на пластинах “Silica gel 60” (“Merck”, Герма-
ния) с  использованием последовательно двух 
систем растворителей: I  – гексан-ацетон 9:1; 
II  – гексан-бензол-ацетон 5:3.75:0.8. Иденти-
фикацию доминирующих фракций проводили 
путем сравнения со стандартами при совмест-
ной хроматографии, а также по спектрам погло-
щения в  различных растворителях. Стандарт 
кантаксантина получали из цист ракообразно-
го Artemia sp., эфиров астаксантина – из зрелых 
апланоспор микроводоросли Haematococcus 
pluvialis [23].

Измерения проводили в трех биологических 
и  трех аналитических повторностях. На  рисун-
ках и  в тексте приведены средние значения (х) 
и их стандартная ошибка (m).
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Микроскопический анализ
Результаты наблюдений с  помощью световой 

и сканирующей электронной микроскопии позво-
лили предположить принадлежность штамма VKM 
Al-132 к роду Chlorosarcinopsis, для которого харак-
терно наличие клеточных пакетов, голых зооспор, 
пристенного хлоропласта и  одного пиреноида 
с прерывистой крахмальной обкладкой. Молодые 
вегетативные клетки имели шаровидную форму 
до 8 мкм в  диаметре, далее образовывали диады, 
тетрады и более сложные комплексы в результате 
десмосхизиса (рис. 1). Псевдонитчатых скоплений 
клеток не наблюдали. У стареющих культур (после 
6 мес. хранения) отмечалось изменение цвета био-
массы с зеленой на красно-коричневую, что может 
свидетельствовать о  синтезе ККар при дефиците 
азота в истощенной среде. Именно это послужило 
основой интереса к данному штамму.

Культура была переведена на жидкую ми-
неральную среду ВВМ после 9 лет хранения на 
твердой агаризованной (1%) среде BG-11 при 
температуре +15°С с ежегодным пересевом. Воз-
можно, столь продолжительный срок стал при-
чиной длительной адаптации штамма к  усло-
виям автотрофного роста: процесс получения 
генерации вегетативных делящихся клеток за-
нял около 4 мес. с  еженедельным пересевом. 
В начале адаптационного периода вегетативные 
клетки имели размер 3–5 мкм. Также было отме-
чено (преимущественно в первой половине дня) 
наличие подвижных зооспор, которые затем за-
медляли движение, останавливались и  округля-
лись. Возможно, небольшие размеры в  период 
адаптации объясняются тем, что мы наблюдали 

клетки, только вышедшие из клеточных паке-
тов, либо остановившиеся зооспоры. Заданные 
стабильные внешние условия (освещенность 
и  температура) и  многократные частые пересе-
вы жидкой культуры на подготовительном этапе 
позволили получить к началу эксперимента син-
хронизированную культуру.

Молекулярно-генетический анализ
По данным 18S рРНК анализа изучаемый 

штамм VKM Al-132 со 100% статистической 
поддержкой вошел в  кладу Arenicolinia (рис. 2). 
Однако внутри клады не наблюдалось хорошо 
поддерживаемых групп из-за консервативности 
выбранного молекулярного маркера. Генетиче-
ские различия изучаемого штамма с  аутентич-
ным штаммом C. arenicola UTEX 1697, штаммом 
C. variabilis UTEX 1600 и аутентичным штаммом 
C. eremi UTEX 1186 составили 0.9, 0.4 и 0.1% со-
ответственно.

Сравнение более вариабельного спейсе-
ра ITS2 исследуемого штамма VKM Al-132 
(MG523292) c единственной последовательно-
стью ITS2 для перечисленных трех видов Chloro-
sarcinopsis – C. eremi UTEX 1186 (HQ246438) по-
казало их 100% сходство. Таким образом, штамм 
VKM Al-132 был идентифицирован как C. eremi.

Ростовые характеристики штамма в условиях 
двухстадийной культуры

При заданных внешних условиях на “зеле-
ной” стадии в первые двое сут. биомасса C. eremi 
увеличилась в  два раза (рис. 3). К  концу “зеле-
ной” стадии средняя продуктивность штамма 
VKM Al-132 составила 0.11 ± 0.00 г/л·сут. Со-
поставимые результаты были получены нами 

(б)

(а) (в) (г)

Рис. 1. Штамм C. eremi VKM Al-132. а – молодые вегетативные клетки (СЭМ). Световая микроскопия: б – “голые” 
зооспоры, в – сарциноидные пакеты, г – слизистые сложные комплексы клеток. Шкала: а – 2 мкм, б, в, г – 10 мкм.
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ранее для микроводорослей порядка Sphaero-
pleales: Bracteacoccus minor, Coelastrella rubescens, 
Chromochloris zofingiensis, и  порядка Chlamy-
domonadales: Pseudospongiococcum protococcoides 
(0.08–0.09 г/ л·сут.) [24].

После стресс-воздействия на “красной” ста-
дии биомасса продолжала увеличиваться за счет 
активного накопления клетками запасных ве-
ществ (рис. 3), что является характерной особенно-
стью каротиногенных микроводорослей  [25,  26], 
и средняя за весь эксперимент продуктивность по 
СБ составила 0.12 ± 0.00 г/л·сут.

Пигментный состав клеток штамма 
на разных стадиях культивирования

На “зеленой” стадии содержание хлоро-
филлов в культуре C. eremi резко увеличивалось 
в первые двое сут. (рис. 4а, б). Далее уровень хло-
рофиллов возрастал вплоть до перевода культур 
на стадию ВКГ, тогда как в биомассе снижался 
в течение всего эксперимента (рис. 4г, д).

Визуально наблюдаемое изменение цвета 
культур от зеленого до болотно-желтого послу-
жило оценочным критерием готовности культур 
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Рис. 3. Динамика биомассы (СБ) штамма C. eremi 
VKM Al-132, на “зеленой” (I) и “красной” (II) ста-
диях эксперимента (X ± m).
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Рис. 4. Динамика пигментного состава в культуре и биомассе штамма C. eremi VKM Al-132, на “зеленой” (I) и “крас-
ной” (II) стадиях эксперимента: а, г – Хл а, б, д – Хл b, в, е – суммарные Кар (X ± m).
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к переводу на стадию ВКГ. В течение “красной” 
стадии содержание Хл а и Хл b в культуре и био-
массе снизилось почти до нуля. Содержание сум-
марных Кар в  культуре на 8 сут. ВКГ  увеличи-
лось в 1.9 раза, тогда как их массовая доля в СБ 
изменялась незначительно на протяжении всей 
стадии ВКГ и составляла около 0.25% (рис. 4в, е). 
Это согласуется с опубликованными нами ранее 
данными для зеленых водорослей P. protococcoides, 
B. minor, C. rubescens и C. zofingiensis: массовая доля 
Кар в  их биомассе составляла 0.23–0.39%  [22], 
а также с работами других авторов: у Botryococcus 
braunii доля Кар в  СБ варьирует в  пределах 

0.25–0.55%  [8], у  Chromochloris zofingiensis состав-
ляет 0.31%  [27]. Тем  не менее подчеркнем, что 
сравнение данных, приведенных различными 
авторами для каротиногенных Chlorophyta, часто 
затруднено из-за несходства условий стрессиро-
вания (природа стресс-агента, температурный 
и световой режимы).

К  концу “красной” стадии культура при-
обрела темно-оранжевый цвет в  результате де-
струкции фотосинтетических пигментов и  на-
копления ККар (рис. 5, 6а). Продуктивность по 
суммарным Кар (за весь эксперимент) составила 
0.19 ± 0.01 мг/л·сут., что сравнимо с  этим по-
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Рис. 5. Штамм VKM Al-132 на разных стадиях эксперимента: (а) – “зеленой”, (б) – “красной”. Шкала 15 мкм.

Рис. 7. Спектры ацетоновых экстрактов каротинои-
дов штамма C. eremi VKM Al-132 в конце “красной” 
стадии эксперимента. 1 – лютеин, 2 – ß-каротин, 3 – 
кантаксантин, 4 – адониксантин (моноэфиры), 5 – 
астаксантин (диэфиры), 6 – астаксантин (моноэфи-
ры), 7 – адонирубин (моноэфиры), 8 – эхиненон.

Рис. 6. Культура  C. eremi VKM Al-132 (а)  и хрома-
тограмма каротиноидов (б) в  конце “красной” ста-
дии. 1  – лютеин, 2  – адониксантин (моноэфиры), 
3 – астаксантин (моноэфиры), 4 – кантаксантин, 5 – 
адонирубин (эфиры), 6  – астаксантин (диэфиры), 
7 – β-каротин.
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казателем у  представителей порядка Sphaero-
pleales: C. zofingiensis и  Neochloris wimmeri 0.21 
и 0.22 мг/л·сут., соответственно [28].

Пигментный состав клеток определяли 
в  конце “красной” стадий. По  данным хрома-
тографического анализа в  красных культурах 
C. eremi доминировали диэфиры астаксантина 
и  кантаксантин при значительной доле моно-
эфиров адониксантина (рис. 6б, 7, табл. 1). В со-
вокупности ККар составляли 87.12 ± 0.36% от 
суммарных Кар (табл. 1), причем доля эфиров 
астаксантина в них превышала 36%.

ОБСУЖДЕНИЕ
По данным морфологического анализа 

изученный штамм был идентифицирован как 
член рода Chlorosarcinopsis. Однако отсутствие 
в  культуре псевдонитчатых скоплений клеток 
не позволило установить его принадлежность 
к виду C. eremi. Использование консервативного 
маркера – гена 18S рРНК – выявило филогене-
тическое родство штамма VKM Al-132 с  вида-
ми C. eremi, C. arenicola и C. variabilis. И только 
вариабельный маркер ITS2 однозначно опре-
делил штамм как C. eremi. Род требует ревизии, 
т.к. его представители принадлежат как минимум 
четырем различным филогенетическим груп-
пам, относящимся к  трем кладам Arenicolinia, 
Stephanosphaerinia и Dunaliellinia [5, 15]. Однако 
это выходит за рамки данного исследования.

Продукционные характеристики исследо-
ванного штамма VKM Al-132 оказались сопо-
ставимы с  полученными нами ранее для дру-
гих видов порядка Sphaeropleales: у  C. rubescens 
и  C.  zofingiensis доля ККар в  суммарных Кар 
достигала 42–68% и  92–95% соответственно. 
Доля эфиров астаксантина в  суммарных Кар 

достигала 19–28% у  C. rubescens и  43–47% у  C. 
zofingiensis, а  кантаксантина  – 8–19% и  25–31% 
соответственно  [26, 29]. Отличительной чертой 
C. eremi оказалось значительное содержание лю-
теина (около 2.5% от суммарных Кар) в красных 
клетках, чего не наблюдали у ранее исследован-
ных видов. Характерной оказалась относительно 
невысокая массовая доля всех форм астаксанти-
на (немногим более 36%), а  в каротиноидном 
спектре явно преобладали кантаксантин и  ди-
эфиры астаксантина. Сходство каротиноид-
ного состава C. eremi с  таковым у  микроводо-
рослей порядка Sphaeropleales (представители 
родов Chromochloris, Bracteacoccus, Coelastrella) 
и  Chlamydomonadales (Pseudospongiococcum) мо-
жет свидетельствовать о сходстве путей биосин-
теза астаксантина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам микроскопирования и  моле-

кулярно-генетического анализа гена 18S рРНК 
была установлена таксономическая принадлеж-
ность штамма VKM Al-132 к роду Chlorosarcinopsis 
клады Arenicolinia (Chlamydomonadales, 
Chlorophyta). Использование более вариабель-
ного маркера ITS2 позволило идентифициро-
вать штамм как C. eremi. Его  физиолого-биохи-
мические показатели в  условиях двухстадийной 
накопительной культуры хорошо сопоставимы 
с  результатами, полученными ранее для каро-
тиногенных зеленых микроводорослей порядка 
Sphaeropleales. В каротиноидном спектре C. eremi 
преобладали высокоценные ККар (кантаксан-
тин и  эфиры адониксантина и  астаксантина). 
Исследуемый штамм может быть потенциально 
перспективным объектом дальнейших исследо-
ваний, направленных на подбор оптимальных 

Таблица 1. Состав каротиноидов штамма C. eremi VKM Al-132 в конце “красной” стадии эксперимента (х ± 
m).

Фракции каротиноидов
Массовая доля фракции 

в суммарных Кар, %
Содержание фракции в культуре, 

мг/л

Окончание “красной” стадии

Астаксантин (диэфиры) 28.50 ± 3.08 1.70 ± 0.05

Кантаксантин 28.33 ± 2.28 1.69 ± 0.01

Адониксантин (моноэфиры) 15.75 ± 2.05 0.96 ± 0.20

Астаксантин (моноэфиры) 7.88 ± 1.37 0.47 ± 0.04

Адонирубин (моноэфиры) 4.88 ± 0.14 0.29 ± 0.02

Лютеин 2.55 ± 0.28 0.15 ± 0.01

Эхиненон 1.80 ± 0.13 0.11 ± 0.02

β-каротин 1.74 ± 0.11 0.11 ± 0.01
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условий культивирования на обеих стадиях (тем-
пературный и  световой режим, обеспеченность 
культур питательными веществами, характер 
стресс-воздействия и  пр.) для интенсификации 
процесса биосинтеза кетокаротиноидов.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Министерствa науки и  высшего об-
разования Российской Федерации (№  075-15-
2021-1051) и  в рамках государственного зада-
ния “Комплексное исследование механизмов 
функционирования морских биотехнологи-
ческих комплексов с  целью получения биоло-
гически активных веществ из гидробионтов” 
(№ 124022400152-1).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

Настоящая статья не содержит каких-ли-
бо исследований с участием людей и животных 
в качестве объектов исследований.
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