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Оксид азота – универсальная сигнальная молекула, вовлекаемая в модуляцию метаболической ак-
тивности в ходе нормального роста и развития растений, и при формировании их устойчивости к
стрессовым факторам окружающей среды. В обзоре представлены ключевые сведения, отражающие
современное состояние проблемы регуляторной роли NO в растениях. Приведены краткие сведения
о физико-химических свойствах NO, методах его исследования, путях биосинтеза и функциональной
активности на разных этапах развития растений (прорастание, вегетативный рост, цветение, корне-
образование, симбиоз, минеральное питание). Кроме того, описано проявление защитных эффектов
NO в условиях дефицита влаги, поскольку нарушение водного режима и обезвоживание растений на-
блюдается при воздействии разных абиотических стрессовых факторов, включая засуху, засоление,
гипо- и гипертермию. Особое внимание уделено молекулярным механизмам NO-зависимого сигна-
линга, которые реализуются в растениях на геномном, протеомном и пост-протеомном уровнях в ходе
множественных реакций нитрования. Понимание механизмов регуляторного действия NO в норме и
при стрессе имеет важное теоретическое и прикладное значение в связи с необходимостью фунда-
ментального обоснования возможности практического применения NO с целью повышения устой-
чивости и продуктивности культурных растений.
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DOI: 10.31857/S0015330322600437, EDN: GKKMZN

ВВЕДЕНИЕ
Оксид азота (NO) – газообразная молекула,

выполняющая сигнальные функции у всех живых
организмов, включая растения, участвующая в
регуляции множественных физиолого-биохими-
ческих процессов. О способности растений к об-
разованию NO стало известно еще в 1970-х г.г.,
когда была выявлена его эмиссия у бобовых куль-
тур при их обработке гербицидами [1]. Однако
вплоть до начала 1990-х г.г. он рассматривался в
качестве токсичного соединения, поскольку его
значительные количества обнаруживались среди
компонентов выхлопных газов и промышленных
отходов. Смена представлений относительно ток-
сичности NO произошла после установления его
роли в регуляции деятельности сердечно-сосуди-
стой системы человека. В связи с этим в 1992 г.
NO был признан молекулой года [2], а в 1998 г. трое
американских ученых фармаколога – Ф. Мюрад,
Р. Фарчготт и Л. Игнарро – были удостоены Но-
белевской премии в области физиологии и меди-
цины. С того времени проведено колоссальное

количество работ, посвященных исследованию
функциональной активности NO в разных биологи-
ческих объектах, благодаря чему было неопровер-
жимо доказано, что он необходим для нормального
протекания жизнедеятельности не только живот-
ных и человека, но и представителей всех царств
живых организмов. В растениях он вовлекается в
реализацию онтогенетических программ на всех
этапах их роста и развития от прорастания до цве-
тения и созревания, а также в формирование
стрессоустойчивости.

Выполнение оксидом азота множественных
функций связано с его физико-химическими
свойствами. Он является нейтральной двухатом-
ной молекулой, растворимой в воде и в липидах.
Наличие неспаренного электрона в структуре NO
обуславливает его высокую реакционную способ-
ность и короткое время жизни, исчисляемое се-
кундами [3, 4]. Благодаря амфифильной природе
и свободно-радикальным свойствам он способен
легко проникать через липидную фазу мембран и
диффундировать через цитоплазму, быстро вступая
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в реакции со своими многочисленными молекуляр-
ными мишенями. NO и его активные производ-
ные объединяют в группу активных форм азота
(АФА), к числу которых в частности относят:
NO– – нитроксильный анион (анион нитрозо-
ния); NO+ – нитрозильный катион (катион нит-
розония);  – нитрит анион;  – нитрат
анион; ONOO─ – пероксинитрит, который высту-
пает в качестве одного из главных нитрирующих
агентов, функционирующих в NO-зависимых про-
цессах передачи сигнала [4, 5]. В качестве АФА так-
же рассматриваются некоторые S-нитрозотиолы
(SNO), например S-нитрозоглутатион (GSNO),
образуемый путем взаимодействия NO с глутати-
оном, выполняющим важные функции в поддер-
жании гомеостаза NO, его отдаленном транспорте и
передаче NO сигнала. При этом NO-зависимые
пути регуляции растительного метаболизма свя-
заны с реакциями транс-нитрозилирования, при-
водящие к модуляции активности генетических
программ и к различным пост-трансляционным
модификациям (NO-PTM) белков, среди которых
наиболее хорошо изученными являются процессы
нитрования по тирозину и S-нитрозилирования [6].
Таким образом, обладая высокой реакционной
способностью и свободно радикальными свой-
ствами, NO обусловливает запуск колоссального
множества цепных реакций, чем объясняется
чрезвычайно широкий спектр его биологическо-
го действия [7–10]. Вместе с тем необходимо отме-
тить, что в избыточных концентрациях NO спосо-
бен оказывать цитотоксическое действие, вызывая
в живых организмах нитрозативный стресс [11, 12].

Особый интерес к NO вызван его участием в
развитии устойчивости растений к стрессовым
факторам среды биотического и абиотического
происхождения. Среди них наиболее широко
распространенным и непредсказуемым факто-
ром является засуха. Вызывая в растениях нару-
шение водного режима и обезвоживание тканей,
засуха негативно отражается на всех звеньях рас-
тительного метаболизма, процессах роста и раз-
вития, и формирования урожая [13–16]. Обезво-
живание растительных тканей наблюдается также
при других неблагоприятных воздействиях абио-
тического происхождения, например при засоле-
нии, гипо- и гипертермии [17]. Поэтому одним из
наиболее актуальных направлений современной
науки о растениях является поиск эффективных и
безопасных способов защиты растений от пагубно-
го действия водного стресса. Данные о повышении
стрессоустойчивости культурных растений под
влиянием экзогенной обработки NO, а также о его
способности стимулировать процессы роста в нор-
мальных условиях произрастания (табл. 1), указы-
вают на возможность его использования в практи-
ческом растениеводстве с целью повышения устой-
чивости и продуктивности культурных растений.

2NO−
3NO−

Вместе с тем практическое применение оксида
азота предполагает глубокое понимание молекуляр-
ных механизмов его физиологического действия в
норме и при стрессе [18, 19]. В данном обзоре про-
водится последовательное описание проявлений
функциональной активности NO в ходе основных
этапов растительного онтогенеза, включая прорас-
тание, вегетативный рост, цветение, корнеобразо-
вание, минеральное питание и установление сим-
биотических связей. Кроме того, на физиологиче-
ском и биохимическом уровнях рассматриваются
NO-индуцированные защитные реакций растений,
подвергнутых водному стрессу. Особое внима-
ние уделено молекулярным механизмам NO-за-
висимого сигналинга, которые реализуются в
растениях в норме и при неблагоприятных воз-
действиях на геномном, протеомном и пост-
протемном уровнях.

1. ОБРАЗОВАНИЕ И ПОДДЕРЖАНИЕ 
ГОМЕОСТАЗА NO В РАСТЕНИЯХ

Пути образования оксида азота в растительных
организмах подробно рассматриваются в ряде оте-
чественных и зарубежных обзоров [4, 18, 20, 21].
Коротко следует напомнить, что совокупность
биохимических превращений, приводящих к
продукции молекулы NO, протекает по двум аль-
тернативным механизмам: (1) – окислительному
и (2) – восстановительному [4, 22]. В первом слу-
чае биосинтез NO происходит при окислении
различных субстратов, таких как L-аргинин, по-
лиамины и гидроксиламин с образованием про-
дуктов окисления и высвобождением молекулы
NO [4]. На примере млекопитающих хорошо изу-
чена реакция окисления L-аргинина, протекаю-
щая в присутствии молекулярного кислорода при
участии специфических ферментов NO-синтаз
(NOS), конечными продуктами которой являются
L-цитруллин и молекула NO [4]. Реакцию можно
выразить в виде схематичного уравнения:

Однако NOS-ферменты у высших растений
пока не идентифицированы, о чем свидетельствуют
данные крупномасштабного скрининга более чем
2000 секвенированных растительных геномов [23].
Среди фотосинтезирующих организмов NOS-по-
добные последовательности выявлены у 15 видов
одноклеточных зеленых водорослей, включая Ost-
reococcus tauri, для которой также было продемон-
стрировано наличие функционально активного
NOS фермента, обладающего высокой степенью
гомологии с NO-синтазами млекопитающих [20,
22, 23]. Вместе с тем сведения об угнетении син-
теза NO в растениях под влиянием ингибиторов
NOS-активности животных, а также данные, в
которых продукция NO оценивалась по образова-
нию цитруллина, позволяют предполагать суще-

2L-аргинин O L-цитруллин .+ → + ↑NO
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Таблица 1. Роль NO в регуляции ответных реакций растений

Растительный 
объект NO обработка Стресс Наблюдаемые эффекты Ссылка

Латук посевной 
(L. sativa)

SNP (100 μM)
SNAP (100 μM)
проращивание семян в 
присутствии доноров NO

− Стимуляция прорастания семян  [44]

Пшеница
(T. aestivum L.)

SNP (200 μM)
Присутствие в среде 
выращивания проростков

− Стимуляция прорастания
семян, усиление роста корней
и побегов, активация клеточного 
деления, повышение митотиче-
ского индекса апикальной мери-
стемы корней, накопление 
гормонов цитокининовой при-
роды

 [45]

Нут (C. arietinum) SNAP (500 μM)
SNP (500 μM)
Присутствие в среде
прорастания. Оценка 
показателей через
24, 48, 72 ч

− Стимуляция прорастания семян, 
активация экспрессии генов, 
связанных с утилизацией саха-
ров (Hexokinase 1; Phosphofruc-
tokinase 6; Alpha amylase) и генов 
клеточного цикла (cyclin-D4-1-like; 
cyclin-B1-4-like)

 [46]

Пшеница
(T. aestivum), 
ячмень (H. vulgare), 
соя (G. max),
рис (O. sativa), 
кукуруза (Z. mays), 
рапс (B. napus),
горчица (B. juncea)

SNP (0.5 × 10−3 mol/L–)
12-ч обработка семян

− Стимуляция прорастания семян, 
повышение ферментативной 
активности β-амилазы

 [47]

Кукуруза (Z. mays) NaNO2 (10–7 М)
SNP (10–10 М)
S-нитрозотиолы (GSNO; 
нитроцистеин).
Присутсвие в среде 
прорастания

− Стимуляция роста корней,
регуляция активности
мембранных Ca2+-каналов

 [49]

Томат 
(L. esculentum),
огурец (C. sativus)

SNP (200 μM)
3-дневные растения
инкубировали в присут-
ствии донора NO в течение 
5 суток

− Изменение архитектуры корней 
(активация роста боковых 
и придаточных корней на фоне 
замедления роста первичного 
корня), усиление экспрессионной 
активности генов циклинов 
CYCD 3;1 и CYCA 2;1

 [52, 53]

Боб обыкновенный 
(V. fava)

SNP (10, 100 и 150 μM)
ABК (10 μM)
Инкубирование отрезков 
эпидермиса листьев 
в растворе SNP в присут-
ствии или отсутствии АБК

− Стимуляция закрытия устьиц. 
АБК-индуцированное накопле-
ние NO в замыкающих устьица 
клетках

 [80]



118

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 2  2023

АЛЛАГУЛОВА и др.

Растения кукурузы 
(Z. mays) дикого 
типа. Мутантные 
линии: yellow stripe1 
(ys1) и yellow stripe3 
(ys3) с нарушением 
усвоения Fe

SNP (100 μM)
SNAP (100 μM)
1. Опрыскивание растений 
растворами доноров NO
2. Внесение доноров NO
в питательный раствор

Умеренный 
дефицит Fe
(50 μM 
Fe-EDTA).
Сильный 
дефицит железа 
(10 μM
Fe-EDTA)

Поддержание уровня накопле-
ния биомассы, предотвращение 
хлороза листьев, повышение 
уровня хлорофилла, поддержание 
структурной целостности хлоро-
пластов; активация экспрессии 
генов хлоропластных белков: 
rbcL (Rubisco large subunit) psbA 
(D1 protein). Восстановление 
нормального фенотипа 
у Fe-дефицитных мутантов

 [56]

Люпин белый 
(L. albus)

SNP (50 μM)
1. Присутствие SNP в среде 
прорастания в течение 3-х 
недель
2. Инкубирование корней 
в течение 24 ч

Дефицит P
(присутствие/ 
отсутствие
KH2PO4
в питательном 
растворе)

NО-индуцированная стимуляция 
роста латеральных корней, 
формирование кластерной 
структуры корней, сопровождае-
мое повышением уровня экссу-
дации цитратов и улучшением 
усвоения фосфора. Усиление 
продукции NO в корнях 3, 7,
14-дневных растений, необрабо-
танных NO и подвергнутых 
дефициту фосфора.

 [61]

Фасоль 
обыкновенная 
(Ph. vulgaris), вигна
(V. unguiculata)

SNP (10−4 M)
Ежедневное опрыскивание 
4-дневных растений 
в течение 10 сут

Дефицит влаги 
(ограничение 
полива)

NO-индуцированное повышение 
устьичной проводимости,
поддержание уровня ОСВ 
листьев и целостности 
мембранных структур

 [78]

Виноград
(V. vinifera)

− Дефицит влаги 
(ограничение 
полива)

Продукция NO в замыкающих 
устьица клетках. Параллельное 
повышение концентрации NO и 
АБК в листьях. Выявление 
корреляции между накоплением 
АБК, NO и закрытием устьиц. 
Роль NO в предотвращении 
потери влаги растением 
в условиях засухи

 [79]

Индийская
горчица (B. juncea)

SNP (100 μM)
Инкубирование 20-дневных 
растений в течение 
4 сут в присутствии донора 
NO

Дефицит влаги
(10% PEG)

Поддержание водного режима 
(ОСВ, транспирации, устьичной 
проводимости); фотосинтетиче-
ской активности, уровня ассими-
ляции CO2, функционирования 
ЭТЦ в хлоропластах и ФСII, 
поддержание уровня хлоро-
филла, активности фотосинтети-
ческих ферментов (RuBisCo; 
глицероальдегид-3-фосфатде-
гидрогеназы; фосфорибулоки-
назы)

 [82]

Растительный 
объект NO обработка Стресс Наблюдаемые эффекты Ссылка

Таблица 1. Продолжение
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Физалис угловатый 
(Ph. angulata)

SNP (50, 75, 100 μM)
Опрыскивание 20-дневных 
растений перед стрессовой 
обработкой

Засуха:
(относительная 
влажность 
грунта 20%)

Смягчение негативных эффектов 
стресса на ростовые параметры 
(сырая, сухая масса растений, 
площадь листьев), поддержание 
фотосинтетической активности 
и состояния водного режима 
растений

 [83]

Сахарный тростник
(Saccharum spp.)

GSNO (10, 100, 500 μM)
Опрыскивание листьев 
25-дневных растений 
за 3 сут до стресса

Осмотический 
стресс PEG 8000 
(–0.75–0.111 mPa)

Улучшение показателей роста 
(сырая и сухая масса листьев и 
корней), водного режима (ОСВ; 
устьичной проводимости), асси-
миляции CO2, поддержание 
фотосинтетической активности

 [84]

Соя (G. max) SNP (100 μM)
Опрыскивание растений
в течение 21 сут

15% PEG 6000 Поддержание роста, смягчение 
окислительного стресса (сниже-
ние уровня MDA, H2O2, экзоос-
моса электролитов, активности 
LOX). Активация антиоксидант-
ных ферментов (SOD, CAT, 
POX, APX), накопление нефер-
ментативных антиоксидантов 
(фенольных соединений, флаво-
ноидов, токоферолов). Накопле-
ние осмопротектантов (пролин, 
глицинбетаин)

 [88]

Рис (O. sativa L.) SNP (50, 100, 150 μM)
1. Предпосевное замачива-
ние семян;
2. Опрыскивание растений 
на стадии 5 листьев

Засуха:
(относительная 
влажность 
грунта 50%; 
ограниченный 
полив растений 
на стадии 4х 
листьев)

Снижение негативного действия 
засухи на ростовые параметры, 
состояние водного режима рас-
тений риса. Снижение уровня 
окислительных повреждений, 
повышение стабильности мем-
бранных структур и фотосинте-
тической активности

 [89]

Люцерна (M. sativa 
L.)

SNP (100 μM)
Предпосевное замачивание 
семян с последующим
проращиванием в течение 
7 сут в присутствии донора 
NO

Дефицит влаги 
(присутствие 
10% PEG 6000
в среде прорас-
тания)

Поддержание роста, водного 
статуса и уровня хлорофилла. 
Усиление накопления пролина и 
активности антиоксидантных 
ферментов (SOD, POD, CAT, 
APX). Модуляция экспрессии 
чувствительных к засухе генов: 
транскрипционных факторов, 
фотосинтетических белков, 
генов редокс-гомеостаза (GST, 
SOD, GPX, RBOH) и генов, 
вовлекаемых в сигналинг
фитогормонов (АБК, этилена,
ауксинов)

 [93]

Растительный 
объект NO обработка Стресс Наблюдаемые эффекты Ссылка

Таблица 1. Окончание
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ствование окислительного аргинин-зависимого
пути биосинтеза NO, для которых специфиче-
ские ферменты еще только предстоит идентифи-
цировать [4, 22].

Восстановительные механизмы связаны с ре-
акциями восстановления нитрата при участии
нитратредуктазы (NR – nitrate reductase). Этот
фермент катализирует первую стадию ассимиля-
ции азота – реакцию двуэлектронного восстанов-
ления нитрата ( ) до нитрита ( ), который
далее с участием ассимиляторной нитритредукта-
зы (NiR – nitrite reductase) восстанавливается до
аммония, необходимого для синтеза аминокис-
лот. Вместе с тем NR способна катализировать
реакцию одноэлектронного восстановления нит-
рита с образованием NO [24, 25]. Суммарно про-
цесс восстановительной продукции NO можно
условно выразить в виде двух уравнений:

NR-зависимое образование NO было выявлено у
разных видов растений [4, 24, 26]. В модельном
растительном объекте Arabidopsis thaliana иденти-
фицировано две изоформы фермента NR1 и NR2,
кодируемые генами NIA1 и NIA2 [25]. Растения с
оверэкспрессией NIA1 и NIA2 генов и накоплени-
ем соответствующих NR1 и NR2 белков характе-
ризовались значительным повышением продук-
ции NO [27].

Участие NR в процессе образования NO может
быть связано не только с ее нитрит восстанавли-
вающей активностью, но также со способностью
передавать электроны на другой фермент амидок-
симредуктазу (mARC – mitochondrial Amidoxime
Reducing Component), непосредственно катализи-
рующий реакцию восстановления  до NO. По-
этому mARC растений предложено обозначать с
использованием аббревиатуры NOFNiR (NO
forming nitrite reductase), а саму двухкомпонентную
NO-продуцирующую систему, образованную NR
совместно с mARC в виде записи NR:NOFNiR
[24, 28]. Потенциальной способностью восста-
навливать нитрит до NO обладают три других
фермента: сульфитоксидаза (SO), ксантиноксидо-
редуктаза (XOR) и альдегидоксидаза (AO), поэто-
му их наряду с NR и mARC предложено объеди-
нить в самостоятельный класс “неспецифических
NO-образующих нитритредуктаз” [26]. Кроме того,
восстановительная продукция NO может проте-
кать в митохондриях с участием ЭТЦ митохон-
дрий, а также в хлоропластах, пероксисомах и в
апопласте [4, 14, 22].

Поддержание гомеостаза NO в растениях
осуществляется путем его депонирования в виде
S-нитрозоглутатиона (GSNO) или в форме нит-

3NO−
2NO−

3 2 2NO 2e 2H NO H O,− − + −+ + → +

2 2NO 2e 2H H O .− − ++ + → + ↑NO

2NO−

ро-жирных кислот (NO2-FA – Nitro-fatty acids)
[29, 30]. Свой вклад в регуляцию эндогенного уров-
ня NO вносят фитоглобины, принадлежащие к
семейству несимбиотических гемоглобинов, кото-
рые способны передавать атом кислорода на моле-
кулу NO с образованием нитрита, выступая, таким
образом, в качестве своеобразных “тушителей”
NO [3, 31]. Существование такого разнообразия
метаболических процессов, связанных с поддер-
жанием гомеостаза NO в растениях объясняется
их потребностью в поддержании базового уровня
NO, выполняющего чрезвычайное множество ре-
гуляторных функций в ходе их нормального раз-
вития и адаптации к меняющимся условиям сре-
ды [4].

2. ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ
NO В РАСТЕНИЯХ

Современные подходы к изучению NO. Исследо-
вание функциональной активности NO в расти-
тельных объектах проводится с помощью широкого
арсенала методов, включая фармакологические, ге-
нетические подходы, качественные и количе-
ственные методы оценки эндогенного NO [12].
Фармакологические подходы связаны с экзоген-
ной обработкой растений донорами NO. Для это-
го чаще всего используются нитропруссид натрия
SNP (sodium nitroprusside), S-нитрозо-N-ацетилпе-
ницилламин SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicillamine)
и S-нитрозоглутатион GSNO (S-nitrosoglutathi-
one). Дополнительным доказательством проявле-
ния конкретных эффектов доноров NO служат
данные, полученные с параллельным примене-
нием скавенджеров и/или ингибиторов эндоген-
ной продукции NO [16]. К скавенджерам NO от-
носятся PTIO (2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidaz-
oline-1-oxyl-3-oxide) и его производное – cPTIO
(2-4-carboxyphenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-
1-oxyl-3-oxide). Ингибиторами продукции NO
являются вольфрамат натрия (Na2WO4) и L-NAME
(NG-nitro-L-arginine methyl ester), угнетающими
восстановительные и окислительные реакции об-
разования NO, соответственно [14, 16, 20]. При-
менение доноров позволяет имитировать эффек-
ты NO в растениях. Вместе с тем эндогенная про-
дукция NO может модулироваться с помощью
генетических технологий, основанных на получе-
нии мутантных и трансгенных линий растений с
измененной продукцией NO. Важные сведения о
механизмах продукции и функциональной ак-
тивности NO были получены с использованием
таких линий [15, 32].

У модельного растительного объекта A. thaliana,
описаны nia1 и nia2 мутанты с дефектами по NIA1
и NIA2 генам, кодирующим две изоформы нитра-
тредуктазы NR1 и NR2, соответственно, а также
двойные мутанты nia1nia2. С их помощью было
установлено участие NR в реакциях образования
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NO, и его вовлечение в протекание процессов
формирования корней, инициации цветения и в
регуляцию устьичных движений [24, 25, 27]. Цен-
тральная роль NR в нитрит-зависимой продук-
ции NO была подтверждена в экспериментах с
трансгенными линиями A. thaliana, характеризу-
ющимися повышенной продукцией NO, обу-
словленной оверэкспрессией NIA1 и NIA2 генов
[27]. Пониженными уровнями эндогенного NO
характеризуются noa1 мутанты A. thaliana по гену
NOA1-белка (Nitric oxide-associated protein 1), ко-
торый ранее рассматривался в качестве расти-
тельной NO-синтазы. В последующем было уста-
новлено, что данный белок NOS-ферментом не
является, а принадлежит к числу ГТФ-аз и оказыва-
ет плейотропное влияние на растительный метабо-
лизм, в том числе на окислительную продукцию
NO. В связи с чем noa1 мутанты широко приме-
няются для исследования регуляторной роли NO
в растениях [15, 33]. Тройные nia1nia2noa1 мутанты
A. thaliana с дефицитной NO-продукцией прояв-
ляют гиперчувствительность к недостатку влаги,
связанную с нарушениями АБК-контролируемых
устьичных движений, что подтверждает важную
роль NO в регуляции засухоустойчивости расте-
ний [15, 34].

Для A. thaliana охарактеризованы nox1 мутант-
ные линии с повышенной продукцией NO с де-
фектами по гену CUE1 (chlorophyll a/b binding
protein underexpressed 1), кодирующему хлоро-
пластный фосфоенолпируват/фосфат транслока-
тор [35]. В этих мутантах выявлено повышенное
содержание аргинина, чем, по-видимому, обу-
славливается сверхпродукция в них оксида азота,
однако CUE1-зависимый механизм образования
NO пока не понятен [32]. Тем не менее, nox1 ли-
нии были успешно использованы в протеомных
исследованиях, проведенных с помощью двумер-
ного электрофореза с последующим MALDI-TOF
MS-анализом при изучении профиля и иденти-
фикации NO-модулируемых белков [32, 35]. С
помощью других мутантных линий gsnor1-3 с повы-
шенным содержанием NO, дефицитных по S-нит-
розоглутатион редуктазе (GSNOR), исследовалась
роль процесса S-нитрозилирования в регуляции ак-
тивности различных белков [17]. В частности, было
установлено, что при S-нитрозилировании моду-
лируется активность NADPH-оксидазы, задей-
ствованной в программируемой клеточной смер-
ти [36], NPR1-белка, активирующего экспрессию
генов защитных белков при инфицировании па-
тогенами [17], и SnRK2-протеинкиназы, вовлека-
емой в АБК-зависимое NO-опосредованное за-
крытие устьиц [37].

К настоящему времени получены трансгенные
линии A. thaliana с конститутивной экспрессией
гена нейронной NO-синтазы крыс (nNOS) [38], ге-
на OtNOS NO-синтазы водорослей Ostreococcus tauri
[39] и линии O. sativa, экспрессирующие nNOS

ген млекопитающих [40]. С использованием этих
трансгенов проводились экспериментальные ра-
боты, по выявлению роли NO в развитии устой-
чивости растений к окислительному стрессу, за-
сухе и засолению [15, 32, 38–40].

Среди количественных методов оценки эндо-
генного NO наиболее давним и хорошо известным
способом является метод Грисса, основанный на
образовании азоткрасителя с максимумом погло-
щения при 540 нм, которое оценивают спектро-
фотометрически [20, 41]. Большой массив данных
получен с помощью электронно-парамагнитного
резонанса (ЭПР), газовой хроматографии, пря-
мой и непрямой хемилюминисценции [16]. Для
детекции NO посредством конфокальной микро-
скопии используются флуоресцентные красители
диаминофлуоресцины (DAFs) и их различные
модификации, которые позволяют четко отсле-
живать изменения уровня эндогенного NO и вы-
являть места его образования в растительных тка-
нях [12, 20].

2.1. УЧАСТИЕ NO В РЕГУЛЯЦИИ
РОСТА И РАЗВИТИЯ РАСТЕНИЙ

В настоящее время получен большой массив
данных, указывающих на выполнение оксидом
азота кардинально важных функций в ходе всего
жизненного цикла растений на разных стадиях их
развития в нормальных условиях произрастания.
Доказано его участие в регуляции покоя и про-
растания семян, клеточного цикла, вегетативного
роста, дифференциации тканей, формирования
архитектуры корней, развития симбиотических
связей, цветения и созревания плодов [8, 18, 42].

Оксид азота характеризуется ярко выраженной
способностью индуцировать прорастание семян,
стимулируя выведение их из состояния покоя, ко-
торое было продемонстрировано на примере раз-
ных растительных объектов (табл. 1), в частности
A. thaliana, ячменя Hordeum vulgare L. [43], салата
Lactuca sativa [44], пшеницы Triticum aestivum L.
[45]. На примере L. sativa было показано, что ин-
дуцирующий прорастание семян эффект доноров
SNP или SNAP носил дозозависимый характер и
нивелировался при использовании NO-скавен-
джера cPTIO [44]. Обработка семян нута Cicer
arietinum донорами NO вызывала в них индукцию
экспрессии генов гексокиназы 1, фосфофрукто-
киназы 6, пируват-киназы, α-амилазы, связан-
ных с утилизацией сахаров, и активацию генов
циклинов (cyclin-D4-1-like и cyclin-B1-4-like), за-
действованных в процессе регуляции клеточного
цикла [46]. Тогда как в семенах пшеницы под
влиянием экзогенного NO наблюдалось повыше-
ние ферментативной активности β-амилазы и
уровня окисления NADPH, чем обуславливается
усиление процессов гидролиза полисахаридов и
пентозофосфатного пути катаболизма глюкозы,
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соответственно, что в целом могло найти свое от-
ражение в стимуляции прорастания семян [8, 47].
NO-индуцированное усиление активности β-ами-
лазы и стимуляция прорастания наблюдалась также
при обработке семян ячменя (Hordeum vulgare L.),
сои (Glycine max L.), риса (Oryza sativa L.), кукурузы
(Zea mays L.), резуховидки Таля (Arabidopsis thali-
ana L.), арбуза (Citrullus vulgaris), рапса (Brassica na-
pus L.), индийской горчицы (Brassica juncea L.) [47].

Первые сведения о вовлечении NO в регуля-
цию вегетативного роста были получены почти
три десятилетия назад, когда была выявлена од-
новременная эмиссия NO и этилена стареющими
листьями гороха [48]. При этом в низких концен-
трациях оксид азота снижал ингибирующее дей-
ствие дефицита влаги на рост листьев. Благопри-
ятное действие NO на рост листьев объяснялось
его способностью понижать уровень содержания
в них этилена [8, 48]. Инкубирование кончиков
корней 3-суточных проростков кукурузы в при-
сутствии различных доноров NO, включая SNP,
GSNO, нитрит натрия и нитроцистеин, стимули-
ровало их элонгацию (табл. 1) [8, 49]. NO индуци-
ровал деэтиолирование гипокотиля растений са-
лата, подавляя при этом увеличение его линейных
размеров [44]. Присутствие в среде прорастания
SNP в концентрациях от 50 до 200 μM способство-
вало увеличению линейных размеров 4-суточных
проростков пшеницы и активации процессов кле-
точного деления, о чем свидетельствовали показа-
тели митотического индекса апикальной меристе-
мы корней [45]. В пользу выполнения важной роли
NO в регуляции процессов вегетативного роста
служат данные о дефектах в развитии корней, за-
медлении роста побегов и нарушении цветения у
Atnoa1 мутантных линий A. thaliana, характеризую-
щихся сниженной продукцией NO [15, 33].

При исследовании участия NO в регуляции
процессов цветения было выявлено его омолажи-
вающее действие, которое проявляется в тормо-
жении перехода растительного онтогенеза от ста-
дии вегетативного роста к репродуктивной фазе
развития. В пользу омолаживающих эффектов
оксида азота служат данные о более позднем за-
цветании сверх продуцирующих NO nox1-му-
тантных линий A. thaliana [35], а также данные об
ускоренном переходе к процессу цветения NO-
дефицитных nos1-мутантов A. thaliana [50]. При
регуляции цветения NO играет роль ключевого
компонента в процессах восприятия фотоперио-
да, роста и взаимной ориентации микропиле и
пыльцевых трубок [51]. Омолаживающий эффект
NO при цветении может быть связан с его анти-
оксидантной активностью. Оказывая влияние на
продукцию аскорбата, а также на активность
ксантиноксидазы и супероксиддисмутазы в цвет-
ках, катализирующих реакции распада перекиси
и нейтрализации супероксид аниона, NO может
способствовать торможению процессов старения,

и увеличивать продолжительность периода цвете-
ния [8]. Такие эффекты NO могут представлять
практический интерес для декоративного цвето-
водства [18].

NO вносит важный вклад в процессы роста и
развития корневой системы, выполняя роль ключе-
вого интермедиата в ауксин-зависимой регуляции
формирования архитектуры корней [8, 18, 52, 53].
Обработка донором NO растений томата и огурца
оказывала на них ауксин-подобный эффект, ко-
торый проявлялся в увеличении степени разветв-
ленности корневой системы, связанной с актива-
цией роста боковых и придаточных корней на фо-
не замедления роста первичного корня (табл. 1)
[52, 53]. С помощью ОТ-ПЦР анализа было выяв-
лено, что под влиянием NO обработки в отрезках
корней томата происходило усиление экспресси-
онной активности генов циклинов CYCD3;1 и
CYCA2;1, связанных с процессами клеточного де-
ления, что может играть свою роль в NO-зависи-
мых процессах корнеобразования [54]. На тесное
взаимодействие NO с ауксинами при регуляции
развития корневой системы указывают данные об
ингибировании ИУК-зависимого образования
придаточных корней в растениях огурца под вли-
янием скавенджера NO [8]. В растениях салата
NO индуцировал дифференциацию специфиче-
ских клеток эпидермиса – трихобластов с обра-
зованием корневых волосков. Увеличение уров-
ня NO в корневых волосках салата при обработке
1-нафтил уксусной кислотой (НУК) подтвержда-
ет его участие в контролируемых ауксинами про-
цессах корнеобразования [18, 55].

Учитывая тот факт, что формирование корне-
вой системы осуществляется с участием NO, ста-
новится ясной его роль в регуляции процессов
минерального питания. Имеются сведения о во-
влечении NO в регуляцию гомеостаза макро- и
микроэлементов, включая азот (N), фосфор (P),
калий (K), магний (Mg), цинк (Zn), железо (Fe)
и т.д. [18]. Экзогенная NO обработка растений
кукурузы способствовала предотвращению инду-
цируемого дефицитом железа развития хлороза ли-
стьев (табл. 1), что может быть связано с активацией
под его влиянием экспрессии генов хлоропласт-
ных белков: rbcL (Rubisco large subunit) и psbA (D1
protein) [56]. У растений томата при нехватке же-
леза в клетках эпидермиса корней наблюдался
быстрый синтез NO, который вовлекался в регу-
ляцию экспрессии генов LeFER, LeFRO1, LeIRT1,
задействованных в процессе поглощения железа
[57, 58]. Аналогичный эффект NO на активность
генов, связанных с усвоением железа, был выяв-
лен в растениях огурца [58]. Экзогенная NO-об-
работка китайской капусты Brassica chinensis L.
снижала ингибирующее действие дефицита же-
леза на протекание реакций фотосинтеза [59].
Оксид азота способствовал ремодуляции структуры
корней в условиях дефицита фосфора или калия,
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усиливая их поступление в ткани растений [60]. На
примере Lupinus albus было показано, что в усло-
виях дефицита фосфора NO повышает уровень
экссудации цитратов, способствуя солюбилиза-
ции фосфатов в почве и улучшению усвоения
фосфора растением [61]. Имеются сведения о повы-
шении уровня NO в клетках в условиях дефицита
калия [18, 62]. В растениях A. thaliana NO, генериру-
емый в ответ на нехватку калия, вовлекался в регу-
ляцию активности К+-каналов (AKT1), что может
вносить свой вклад в поддержание гомеостаза ка-
лия в растительной клетке [63, 64]. Взаимосвязь
NO с азотным питанием растений в настоящее
время не вызывает сомнений, поскольку одним
из основных источников его образования в расти-
тельных организмах являются нитрат/нитрит-зави-
симые пути, в которых центральную роль играет
ключевой фермент азотного обмена – ассимилятор-
ная NR [4]. NO находится в центре тонкой настрой-
ки гомеостаза азота, поскольку NO, продуцируемый
в ходе реакций ассимиляции нитрата, может моду-
лировать активность нитратных транспортеров,
регулируя скорость поступления нитратов в корни
растений [25]. Кроме того, NO играет множе-
ственные функции в регуляции растительно-
микробных взаимодействий и установлении сим-
биотических связей [8, 18].

Одним из первых доказательств участия NO в
симбиотических взаимодействиях относят дан-
ные электронно-парамагнитного резонанса (ЭПР)
об образовании нитрозил-леггемоглобиновых
(NO-Lbs) комплексов в клубеньках корней сои и
нута [65]. В последующем было показано, что
взаимодействие NO с леггемоглобинами клу-
беньков индуцировалось при обработке этих рас-
тений растворами нитритов [66]. К образованию
NO-Lbs комплексов были способны только моло-
дые активно метаболизирующие клубеньки, по-
скольку в состарившихся структурах такие ком-
плексы не выявлялись [65–67]. В пользу участия
NO в симбиотических взаимодействиях свиде-
тельствуют данные о проявлении NOS-подобной
активности в клубеньках люпина белого Lupinus
albus [8, 68]. Получены сведения об инициации
симбиоза у люцерны Medicago truncatula под влия-
нием растительной NOS-подобной и NR-актив-
ности, тогда как бактериальная NOS- и NR-актив-
ности, а также дыхательная цепь N2-фиксирую-
щих бактерий служили в качестве дополнительных
источников NO в процессе развития симбиотиче-
ских связей [69]. Установлено, что липополисаха-
риды, синтезируемые на поверхности клеток Me-
sorhizobium loti, необходимые для растительно-ри-
зобиального распознавания в корнях растений
Lotus japonicus, являются NO-индуцируемыми
факторами [70]. Регуляторная роль NO выявлена
при разных типах симбиозов, например, при акти-
норизобиальном взаимодействии в корнях ольхи
Alnus sp., симбиотическом взаимодействии в про-

цессе регидратации лишайника, а также микори-
зобиальном симбиозе у оливы [8, 71–73].

Таким образом, оксид азота играет важную
роль в регуляции жизнедеятельности растений на
разных стадиях их развития, а также при взаимо-
действии с симбионтами, подтверждая тот факт,
что NO является обязательным участником реали-
зации физиологических программ в нормальных
условиях произрастания. Вместе с тем к настояще-
му времени получены многочисленные данные о
вовлечении NO в формирование устойчивости рас-
тений к стрессовым факторам биотического и
абиотического происхождения, что представляет
большой практический интерес. Для обоснова-
ния применения NO на практике с целью повы-
шения устойчивости и урожайности культурных
растений необходимо понимание механизмов его
защитного действия в растительных организмах.
Поскольку среди абиотических стрессовых фак-
торов наиболее широко распространены засуха,
засоление, гипо- и гипертермия, вызывающие
нарушение водного режима и обезвоживание расте-
ний, приводящих к существенному ограничению
их продуктивности, особый интерес представляет
рассмотрение защитного действия NO на расте-
ния при воздействии дефицита влаги [15, 16, 32].

2.2. ЗАЩИТНОЕ ДЕЙСТВИЕ NO
В УСЛОВИЯХ ДЕФИЦИТА ВЛАГИ

Данные о повышении продукции NO в расти-
тельных организмах при воздействии водного
стресса и активации в них защитных программ
под влиянием экзогенной NO-обработки свиде-
тельствуют в пользу его участия в развитии устой-
чивости к условиям дефицита влаги. В частности,
индуцированное засухой усиление синтеза NO
было продемонстрировано у растений пшеницы,
петрушки Petroselinum crispum [74], ячменя [75],
риса [40], в разных представителях бобовых [76], в
модельном растительном объекте Arabidopsis thali-
ana [63] и многих других видах растений [14, 16, 17].
Защитное действие NO может быть связано с ак-
тивацией осмопротекторной, а также антиокси-
дантной системы защиты растений, способствую-
щей снижению уровня стресс-индуцированного
образования активных форм кислорода (АФК), и
реализуется на молекулярном уровне путем нитро-
вания различных биополимеров, которое приводит
к изменению их пространственной конфигурации
и функциональной активности. Так, нитрование
могут претерпевать белковые факторы транскрип-
ции, обуславливающие NO-зависимые перестрой-
ки в экспрессионной активности множества NO-
индуцируемых генов [4, 14, 16–18].

Проявление защитного действия NO на физио-
логическом уровне. На физиологическом уровне
действие засухи, а также засоления, неблагопри-
ятных температур, ионов тяжелых металлов ска-
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зывается на состоянии водного режима растений
[16, 17]. Его регуляция тесно связана с функцио-
нированием устьиц, выполняющих главную роль
в процессе транспирации. Возникающие при
стрессе сдвиги между уровнем транспирации и
поступлением воды приводят к развитию водного
дефицита, в результате которого происходит из-
менение таких показателей водного режима, как
относительное содержание воды (ОСВ), овод-
ненность, водоудерживающая и водопоглощаю-
щая способность тканей и органов растений [13].
При действии мягкой засухи устьичная проводи-
мость и интенсивность транспирации могут возрас-
тать. В условиях сильного стресса устьица быстро
закрываются [13, 16]. Эта защитная реакция, на-
правленная на ограничение потери воды в расте-
ниях, регулируется сложной сетью сигнальных
путей, контролируемых гормональной системой,
преимущественно АБК, и осуществляется с уча-
стием SnRK2-протеин киназы [16, 37].

Оксид азота выступает важным участником
АБК-контролируемого каскада сигнальных реак-
ций, приводящих к закрытию устьиц в условиях
водного стресса (табл. 1). Об этом свидетельствуют
данные, полученные с использованием NO-дефи-
цитных Atnoa1 или nia1nia2 мутантов A. thaliana, не
способных к АБК-индуцированному закрытию
устьиц [10, 34]. В модельных опытах с использова-
нием отрезков эпидермиса Vicia faba была выявлена
повышенная продукция NO в замыкающих клет-
ках устьиц при их закрытии в темноте, которое
значительно снижалось при обработке скавен-
джером NO – cPTIO [77]. Продукция NO в
устьичных клетках при воздействии засухи, а так-
же при обработке АБК была выявлена в растени-
ях Medicago truncatula [76], Phaseolus vulgaris и Vigna
unguiculata [78]. В растениях Vitis vinifera увеличе-
ние продукции NO коррелировало со снижением
устьичной проводимости при засухе [79]. Экзоген-
ная SNP-обработка подавляла открытие устьиц в
отрезках эпидермиса Salpichroa organifolia и Trades-
cantia spp, которое нивелировалось при использова-
нии скавенджера NO (cPTIO) [80, 81]. Вовлекаясь в
регуляцию устьичных движений, NO способен ока-
зывать влияние на другие параметры водного ре-
жима растений. Так, SNP-предобработанные
растения индийской горчицы Brassica juncea при
ПЭГ-индуцированном обезвоживании характе-
ризовались улучшением показателей эффектив-
ности использования воды, что способствовало
поддержанию ростовых параметров и более высо-
кому уровню накопления ими биомассы в отли-
чие от растений, необработанных донором NO
[82]. Опрыскивание листьев растений физалиса
SNP в концентрациях от 25 до 100 μM способ-
ствовало поддержанию в них относительного со-
держания воды (ОСВ) и фотосинтетической ак-
тивности при воздействии полевой засухи, что
отразилось на улучшении показателей ростовых

параметров [83]. Аналогичные результаты были
получены на примере растений сахарного трост-
ника Saccharum spp., в которых NO-индуцируе-
мое поддержание ОСВ в корнях в условиях вод-
ного стресса сопровождалось повышением в них
уровня фотосинтетической активности и накоп-
лением сырой и сухой массы [84].

Проявление защитного действия NO на биохи-
мическом уровне. На биохимическом уровне дей-
ствие обезвоживания негативно отражается на
протекании разных звеньев метаболизма, среди
которых принципиальное значение имеет про-
цесс фотосинтеза. Снижение скорости фотосин-
теза может быть следствием уменьшения площа-
ди листа, недостатка СО2 в листьях, вызванного
закрытием устьиц и нарушением реакций его ас-
симиляции, подавления синтеза хлорофиллов,
каротиноидов и добавочных пигментов, разоб-
щения процессов транспорта электронов и фото-
фосфорилирования, изменений в структуре хло-
ропластов [16] Экспериментально доказано уча-
стие NO в поддержании активности фотосинтеза
и сохранении целостности фотосинтетического
аппарата у подвергнутых водному стрессу расте-
ний (табл. 1) [14, 16]. В этой связи следует напом-
нить, что важным сайтом продукции NO в клетках
являются хлоропласты [4, 85]. В фотосистеме II
(ФСII) выявлены участки взаимодействия с NO,
локализованные между первичными и вторичны-
ми акцепторами электронов хиноновой природы
[14, 85]. Водный стресс индуцирует диссоциацию
базовых белковых комплексов в ФСII, дестаби-
лизируя их структуру и вызывая нарушения в
протекании фотосинтетических реакций. Од-
ним из механизмов NO-опосредованной защи-
ты фотосинтетического аппарата является уча-
стие NO в стабилизации структуры функциональ-
ных белков ФСII при засухе [14]. Наряду с этим NO
вовлекается в регуляцию активности генов, связан-
ных с фотосинтезом, в частности psbA гена пшени-
цы, кодирующего D1 белок в ФСII. Показано, что
поддержание процесса новообразования D1 белка
способствовало репарации инактивированных ре-
акционных центров ФСII и нормальному проте-
канию фотосинтетических реакций на стадии на-
лива зерна в растениях пшеницы [14, 86].

Торможение фотосинтетических реакций также
может обуславливаться ингибированием активно-
сти ключевых ферментов фотосинтеза вследствие
АФК-индуцируемых конформационных наруше-
ний их белковых молекул. Ограничение поступ-
ления CO2 при засухе приводит к снижению уров-
ня восстановления NAD(P)+ до NAD(P)H в хло-
ропластах, вызывая усиление потока электронов
на молекулярный кислород (O2), которое сопро-
вождается повышением продукции супероксид
аниона ( ). Его быстрая дисмутация приводит к
образованию множества других форм АФК, на-

2O −
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пример, гидроксильного радикала (OH•), перекиси
водорода (H2O2), синглетного кислорода (1O2), об-
ладающих чрезвычайно высокой реакционной
способностью [87]. При избыточной продукции
АФК начинают самопроизвольно и неспецифиче-
ски взаимодействовать с различными молекуляр-
ными компонентами клетки, вызывая серьезные
повреждения структуры и функций биомембран,
изменения пространственной организации белков
и нуклеиновых кислот [17, 87]. Негативным по-
следствием конформационных изменений белко-
вых молекул ферментов становится нарушение их
функциональной активности, как это было выяв-
лено для ферментов, катализирующих реакции
цикла Кальвин-Бенсона, включая рибулозо-1.5-
бисфосфаткарбоксилазу/оксигеназу RuBisCo
(ribulose-1.5-bisphosphate carboxylase/oxygenase),
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) и фос-
форибулокиназу PRK (phosphoribulokinase) [82].
Кроме того, вызывая фрагментацию молекул ДНК,
АФК индуцируют процессы мутагенеза и оста-
новку клеточного цикла, что приводит к гибели
клеток и всего организма в целом [16, 82]. Ней-
трализация АФК осуществляется с участием ан-
тиоксидантной системы, включающей фермен-
тативные и неферментативные компоненты [14,
16, 17, 87]. К антиоксидантным ферментам отно-
сятся, в частности, супероксиддисмутаза (SOD),
каталаза (CAT), пероксидаза (POD), аскорбатпе-
роксидаза (APX), полифенолоксидаза (PPO) и др.
К числу антиоксидантов неферментативной при-
роды принадлежат токоферолы, каротиноиды,
аскорбиновая кислота, полиамины, некоторые
белки, пептиды и аминокислоты, например глу-
татион и пролин [16, 17].

Роль NO в смягчении негативных эффектов
АФК, продуцируемых при засухе, была продемон-
стрирована в многочисленных эксперименталь-
ных работах (табл. 1). Было выявлено снижение
продукции свободных липидных радикалов (R*),
супероксид аниона ( ), перекиси водорода
(H2O2) и других свободно-радикальных молекул
под влиянием NO [14, 16, 17, 81]. Опрыскивание
проростков сои Glycine max раствором SNP (100 μM)
способствовало их защите от окислительных по-
вреждений при воздействии обезвоживания (10%
или 15% PEG), о чем свидетельствовали данные
по снижению аккумуляции в проростках переки-
си и МДА, активности липоксигеназы (LOX) и
уровня экзосмоса электролитов [88]. Кроме того,
NO-обработанные растения сои характеризова-
лись повышением активности антиоксидантных
ферментов SOD, CAT, POD, APX, PPO. В спектр
NO-индуцируемых защитных реакций растений
сои от окислительных повреждений при обезво-
живании могут вовлекаться вторичные метаболиты,
поскольку NO-обработка проростков Glycine max

2O −

способствовала дополнительному накоплению
при стрессе полифенолов, флавоноидов и токофе-
ролов, а также активации ферментов фенилала-
нин-аммиак-лиазы (PAL) и тирозин-аммиак-лиа-
зы (TAL), вовлекаемых в биосинтез фенольных со-
единений и флавоноидов [88]. Имеются данные,
что снижение АФК-индуцируемого уровня пере-
кисного окисления липидов в проростках люцер-
ны Medicago sativa L. может быть опосредовано
через MAPK-зависимую экспрессию генов анти-
оксидантных ферментов [38]. Предполагается,
что активность SOD, CAT, APX, дегидроаскор-
батредуктазы может регулироваться через меха-
низм S-нитрозилирования, что может играть
свою роль в защите клеточных структур под влия-
нием NO [17, 38, 89]. Кроме того, NO может ока-
зывать стабилизирующее действие на фосфоли-
пиды мембран, обуславливая поддержание их те-
кучести и эластичности в неблагоприятных
условиях [18, 90].

Устойчивость растений к засухе во многом
определяется их способностью к осморегуляции,
связанной с активностью осмопротекторной си-
стемы, функционирующей при участии различ-
ных осмотически активных соединений, к числу
которых принадлежит гетероциклическая ими-
нокислота пролин [91]. Он характеризуется вы-
полнением множественных защитных функций
при обезвоживании растительной клетки. Хоро-
шо известна роль пролина в поддержании функ-
циональной активности белоксинтезирующего
аппарата [14, 91]. К настоящему времени получе-
ны сведения об усилении индуцируемого засухой
синтеза пролина под влиянием NO в разных
культурах, например в растениях пшеницы и риса
[14, 86, 89]. Конститутивная экспрессия кодиру-
ющего NO-синтазу крысы (nNOS) трансгена в
растениях Oryza sativa сопровождалась повыше-
нием уровня накопления пролина, индуцирован-
ного при воздействии засухи или засоления [40].
Усиление синтеза пролина под влиянием NO в
условиях дефицита влаги также выявлялось в дру-
гих видах растений, как например, Glycine max,
Lycopersicon esculentum, Ginkgo biloba, Triticum aes-
tivum (табл. 1) [15, 88]. Вместе с тем нужно отме-
тить, что в нормальных условиях произрастания
SNP, как правило, не оказывает существенного
влияния на содержание пролина. Существует мне-
ние, что NO-индуцированное накопление проли-
на носит, вероятно, стрессо-специфический ха-
рактер и зависит от степени стрессовой нагрузки.
Для установления роли NO в регуляции синтеза
пролина и проявления его защитных свойств в
растениях в норме и при воздействии стрессовых
факторов необходимо проведение дополнитель-
ных исследований [14, 15]. Другим важным осмо-
протектантом растений является глицин-бетаин
(GB), который может быть участником NO-зави-
симых защитных реакций. В пользу этого предпо-
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ложения свидетельствуют результаты опытов, в
которых было показано, что опрыскивание ли-
стьев кукурузы донором NO стимулировало в них
активацию бетаин-альдегид дегидрогеназы и на-
копление самого GB [15, 92]. Аналогичные дан-
ные были получены на примере растений сои,
подвергнутых водному стрессу, в которых допол-
нительная аккумуляция GB наблюдалась вслед-
ствие SNP-обработки (табл. 1) [88].

3. МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
РЕГУЛЯТОРНОГО И ЗАЩИТНОГО 

ДЕЙСТВИЯ NO
Процессы NO-зависимого сигналинга реали-

зуются в растениях на геномном, протеомном и
пост-протеомном уровнях в ходе множествен-
ных реакций нитрования, осуществляемых с
участием различных нитрирующих агентов (АФА,
GSNO, пероксинитрит, нитрожирные кислоты)
[14, 16, 20]. В пользу участия NO в регуляции рас-
тительного метаболизма на геномном уровне сви-
детельствуют данные, полученные с использова-
нием трансгенных линий A. thaliana, экспрессиру-
ющих нейронную NO-синтазу млекопитающих
(nNOS), которые характеризовались повышением
транскрипционной активности 184 генов и ее
угнетением более чем у 200 генов [38]. В ходе прове-
дения транскриптомного анализа в растениях лю-
церны Medicago sativa L., подвергнутых действию
обезвоживания (10% PEG), обработанных или
необработанных донором NO (SNP 150 μM), была
выявлена дифференциальная экспрессия более
2000 генов, среди которых свыше 800 были отне-
сены к разряду NO-модулируемых [16, 93].

NO способствовал дополнительному повыше-
нию активности генов факторов транскрипции,
принадлежащих к семействам MYB, bHLH, bZIP,
HSF и HB, выполняющих функции регуляторов
стрессового ответа у растений [15, 16, 93]. В ответ
на NO-обработку наблюдалось усиление тран-
скрипционной активности генов, вовлекаемых в
сигналинг фитогормонов (АБК, этилен, аукси-
ны). Так, в подвергнутых обезвоживанию про-
ростках под влиянием NO происходило повыше-
ние экспрессии генов рецепторов АБК семейства
PYL (pyrabactin resistance-like) и гена SnRK2-про-
теинкиназы, функционирующей при в АБК-кон-
тролируемом закрытии устьиц [37, 93]. SNP-об-
работка снижала экспрессионную активность генов
этиленового сигналинга, например генов ETR1
(ethylene receptor 1), ERF1 (ethylene response fac-
tor1), указывая на то, что NO может выступать ан-
тагонистом этилена при воздействии водного
стресса [93]. NO нивелировал ингибирующее
действие засухи на экспрессию чувствительных к
ауксину генов семейства SAUR (small-auxin-up-
RNAs), с чем может быть связано положительное
влияние NO на ростовые процессы [93]. SAUR-

белки функционируют в качестве позитивных
эффекторов при ауксин-зависимом растяжении
клеток и стимуляции ростовых процессов [16].

Под влиянием NO происходило повышение
активности генов антиоксидантных ферментов
GST (glutathione S-transferase), POD (peroxidase),
CAT (catalase), SOD (superoxide dismutase) и GPX
(glutathione peroxidase). Наряду с этим NO снижал
экспрессионную активность гена RBOH-оксидазы,
являющейся компонентом АФК-генерирующей
системы. NO-индуцируемое усиление экспрес-
сии генов антиоксидантных ферментов и сниже-
ние активности RBOH-гена сопровождалось сни-
жением степени окислительных повреждений в
проростках люцерны при воздействии обезвожи-
вания (табл. 1) [93]. Интересно, что NO-обработка
проростков M. sativa снижала в них уровень
стресс-индуцируемой экспрессии генов биосин-
теза вторичных метаболитов (флавоноидов, тер-
пеноидов, фенилпропаноидов), обладающих ан-
тиоксидантными свойствами. По мнению авторов
это могло быть связано с уменьшением уровня
окислительных повреждений, обусловленным
усилением экспрессионной активности генов ан-
тиоксидантных ферментов под влиянием NO,
при котором дополнительного участия вторичных
метаболитов для антиоксидантной защиты про-
ростков люцерны уже не требуется [93]. Вместе с
тем данные о дополнительном NO-индуцирован-
ном накоплении фенолов, флавоноидов и токо-
ферола в проростках Glicine max при воздействии
обезвоживания, а также сведения о повышении в
них активности TAL- и PAL-ферментов, указыва-
ют на высокую вероятность участия вторичных
метаболитов в NO-контролируемых защитных
реакциях растений сои к дефициту влаги [88]. В
трансгенных растениях риса O. sativa с конститу-
тивной экспрессией NOS-гена млекопитающих
наблюдалось усиление экспрессионной активно-
сти генов каталазы (OsCATA и OsCATB) и перок-
сидазы (OsPOX1) [40]. SNP-обработка люцерны
оказывала позитивное влияние на экспрессион-
ную активность генов, кодирующих компоненты
фотосистем (ФС), например Psa- и Psb-генов ре-
акционных центров, а также Lcha- и Lchb-генов
светособирающих комплексов ФС I и ФС II, со-
ответственно, что могло найти свое отражение в
поддержании уровня хлорофилла, фотосинтети-
ческой активности и в целом улучшении росто-
вых параметров растений, подвергнутых водному
стрессу (табл. 1) [16, 93].

В литературе имеются сведения об усилении
экспрессии генов, вовлекаемых в продукцию NO
под влиянием дефицита влаги. Например, в ли-
стьях растений Citrus aurantium при воздействии
засухи повышалась транскрипционная активность
генов нитратредуктазы (NR), нитритредуктазы
(NiR) и полиаминооксидазы (POA) [94]. На при-
мере растений индийской горчицы Brassica jun-
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cea, пекинской капусты Brassica rapa, риса Oryza
sativa, было показано участие NO в стабилизации
структуры ДНК при воздействии водного стресса,
что может способствовать поддержанию актив-
ности генетического аппарата в условиях засухи
[16, 82].

Реализация сигнальных функций NO на про-
теомном уровне связана с NO-индуцированными
посттрансляционными модификациями белков
(ПТМ), которые могут осуществляться путем их
нитрозилирования с участием пероксинитрита
или S-нитрозоглутатиона (GSNO) [20, 95]. Среди
ПТМ наиболее хорошо изученными являются S-
нитрозилирование и нитрование по тирозину [14,
16, 20, 29]. NO может регулировать функциони-
рование металл-содержащих белков в ходе реак-
ции металл-нитрозилирования, которая заклю-
чается в присоединении нитро (NO2)-группы к
иону металла в составе различных белков, в том
числе ферментов, модулируя тем самым их актив-
ность [25, 95]. Нитрование по тирозину происхо-
дит при взаимодействии нитро-группы с арома-
тическим кольцом тирозина, приводящим к об-
разованию 3-нитротирозина (NO2-Tyr) [20, 29].
Ранее считалось, что такая модификация являет-
ся необратимой и обуславливает деградацию бел-
ков при старении или гибели клеток. Поэтому
продукцию NO2-Tyr, как правило, рассматривали
в качестве маркера нитро-окислительного стрес-
са [14, 20]. Однако, к настоящему времени получе-
ны сведения, что нитрование по тирозину может
носить обратимый характер и в этом случае денит-
рификация белков протекает неферментативно
или с участием ферментов [29]. Нитрование бел-
ков по тирозину является важным условием в про-
цессе созревания плодов, как это было наглядно
продемонстрировано у растений перца [96].

S-нитрозилирование происходит при обрати-
мом взаимодействии NO с атомом серы в составе
цистеиновых остатков белков с образованием S-
нитрозотиолов (SNOs). В растениях идентифи-
цировано множество белков, претерпевающих
S-нитрозилирование. Например, S-нитрозили-
рование SnRK2-протеинкиназы способствует
снижению ингибирующего эффекта АБК при про-
растании семян и развитии семядолей [37]. Повы-
шение уровня S-нитрозилирования белков выяв-
лено на стадии прорастания во многих видах рас-
тений, в частности у бобов и A. thaliana [19, 37].
Нитрозилирование/денитрозилирование аскор-
бат пероксидазы (APX1) играет важную роль в
NO-зависимой регуляции роста и формирования
архитектуры корней [97]. Кроме того, уровень
S-нитрозилирования APX при воздействии засу-
хи коррелирует со снижением уровня образова-
ния H2O2 в растительных клетках [14]. Показано,
что при S-нитрозилировании происходит актива-
ция регуляторного белка, вовлекаемого в регуля-

цию функционирования мембранных K+-кана-
лов в замыкающих клетках устьиц, что способ-
ствует закрытию устьиц при засухе. Эти данные
указывают на то, что процесс S-нитрозилирова-
ния играет свою роль при регуляции устьичных
движений, вносящей важный вклад в поддержа-
ние водного режима растений в условиях обезво-
живания [14, 29].

Как было сказано выше, NO-индуцированные
посттрансляционные модификации белков осу-
ществляются путем нитрозилирования с участием
пероксинитрита или в ходе реакций транс-нитро-
зилирования [20, 95]. При этом одним из главных
источников NO в процессе транс-нитрозилирова-
ния выступает S-нитрозоглутатион (GSNO), при-
надлежащий к разряду S-нитрозотиолов, который
образуется при взаимодействии NO с глутатионом.
Еще одной группой соединений, участвующих в ре-
ализации NO-сигналинга являются нитро-жирные
кислоты (NO2-FA – Nitro-fatty acids), образуемые
при взаимодействии ненасыщенных жирных кис-
лот с оксидом азота или его активными производ-
ными [29, 30]. Методом конфокальной микроско-
пии с использованием DAF-FM флуоресцентных
проб было выявлено повышение уровня эндоген-
ного NO в корнях и листьях 30-суточных расте-
ний и в суспензионной культуре клеток A. thali-
ana, инкубированных в присутствии нитро-ле-
нолевой кислоты NO2-Ln [98]. Наличие NO2-FA
выявлено также в растениях гороха (Pisum sa-
tivum) и риса (Oryza sativa) [99]. В экспериментах
in vitro сочетанием методов хемилюминисценции,
ЭПР и спектрофотометрии были получены дан-
ные, указывающие на высвобождение NO из
NO2-Ln, что может указывать на ее функциони-
рование в качестве донора этой сигнальной моле-
кулы [98]. На основании выявленных различий в
содержании NO2-Ln у A. thaliana на разных этапах
развития, включая эмбриогенез, вегетативный
рост и репродуктивную фазу, был сделан вывод о
функционировании нитро-жирных кислот в NO-
опосредованной регуляции растительного онто-
генеза [99]. Кроме того, нитро-жирные кислоты
могут вовлекаться в ответные реакции растений на
неблагоприятные внешние факторы, на что указы-
вают данные о повышении уровня NO2-Ln в расте-
ниях A. thaliana при воздействии механического
стресса, засоления, неблагоприятных темпера-
тур, ионов тяжелых металлов [98, 99].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

История изучения оксида азота в раститель-
ных организмах насчитывает более четырех деся-
тилетий и берет свое начало с работ, в которых
было установлено образование нитрозил-гемо-
глобиновых комплексов в клубеньках бобовых
культур [65], а также их способность к эмиссии
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газообразного NO [1]. Открытие в 1990-х г.г. сиг-
нальной роли NO в регуляции сердечно-сосудистой
системы человека стало настоящим прорывом, и с
того времени в современной биологической науке
наступила новая эра – эра оксида азота. В конце
1990-х г.г. началось целенаправленное исследова-
ние активности NO в жизни растений. В тот же
период было создано научное сообщество “Nitric
Oxide Biology and Chemistry”, которое совместно
с одним из крупнейших мировых издательств “El-
sevier” в 1997 г. учредило выход журнала “Nitric
Oxide”, периодически выпускаемый и в настоя-
щее время. Результаты исследований по изуче-
нию свойств, метаболизма и функционирования
NO в биологических объектах широко публику-
ются во всем мире и в других научных изданиях.
Такой большой интерес к этой маленькой молекуле
не является случайным, поскольку NO способен
управлять жизнедеятельностью всех организмов,
оказывая влияние на множественные обменные
процессы, как на внутриклеточном, так и меж-
клеточном уровнях. В растениях он необходим
для регулирования метаболической активности в
ходе всего онтогенеза, включая прорастание, ве-
гетативный рост, корнеобразование, цветение и
созревание. Оказывая влияние на процессы роста
и формирования корней, оксид азота вносит весо-
мый вклад в установление симбиотических связей и
улучшение минерального питания растений. Кро-
ме того, ему принадлежит важная роль в развитии
устойчивости растений к широкому спектру не-
благоприятных воздействий биотического и абио-
тического происхождения, среди которых наибо-
лее распространенным является водный стресс,
существенно ограничивающим рост и продуктив-
ность культурных растений. В условиях дефицита
влаги NO вовлекается в регуляцию устьичных
движений, активацию осмопротекторной и анти-
оксидантной систем, способствуя тем самым
нормализации водного режима растений, под-
держанию в них фотосинтетической активности
и снижению уровня окислительных поврежде-
ний, что в целом отражается в повышении жизне-
способности и продуктивности растительных
культур. Именно по этой причине широко обсуж-
даются разные методы применения NO в расте-
ниеводстве, например, его использование в виде
газа, доноров NO или NO-высвобождающих на-
ночастиц. Вместе с тем успешное практическое
применение оксида азота предполагает детальное
изучение молекулярных механизмов его физио-
логического действия. Их глубокое понимание
будет способствовать разработке эффективных
стратегий применения NO на практике с целью
повышения устойчивости культурных растений и
максимальной реализации их потенциальной
продуктивности.

Работа выполнена за счет средств гранта Рос-
сийского научного фонда № 22-24-00196.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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В обзоре представлен сравнительный анализ данных об участии наиболее используемых в физиоло-
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и повышать эффективность антиоксидантной системы растений. В условиях действия абиотиче-
ского стресса наночастицы могут действовать как адаптогены, усиливая антиоксидантную защиту
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ВВЕДЕНИЕ
В течение жизненного цикла растения сталки-

ваются с различными абиотическими стресс-
факторами (засуха, засоление, действие низких и
высоких температур, тяжелых металлов и др.), ко-
торые ограничивают их географическое распро-
странение и снижают урожайность. В условиях
глобального изменения климата и возрастающей
антропогенной нагрузки создается дополнительное
давление на биоценозы, а растения вследствие при-
крепленного образа жизни являются наиболее уяз-
вимыми их компонентами. В ходе эволюции расте-
ния сформировали ряд защитных систем, обеспе-
чивающих их стрессоустойчивость. Одна из них
представлена многокомпонентной антиоксидант-
ной системой (АОС), которая выполняет функцию
универсального щита от окислительного стресса –
неотъемлемой составляющей любого абиотиче-
ского воздействия [1, 2]. Для фотосинтезирую-
щих организмов эффективно функционирующая
АОС особенно важна, поскольку именно хлоро-
пласты являются одними из основных источни-
ков активных форм кислорода (АФК) – взаимно
превращающихся реакционноспособных форм
кислорода, таких как, супероксидный анион-ра-

дикал ( ), гидроксильный радикал (•OH), пе-
роксид водорода (H2O2) и др. [3–5]. Если в опти-
мальных условиях генерация АФК представляет
собой неотъемлемую часть жизненного процесса
растительного организма, то под влиянием абио-
тических стресс-факторов их уровень в клетках
может резко возрасти и вызвать развитие окисли-
тельного стресса, следствием которого являются
интенсификация перекисного окисления липидов
(ПОЛ), повреждения органелл, мембран, струк-
туры нуклеиновых кислот, денатурация белков
и др. [5, 6]. Поэтому изучение механизмов регуля-
ции работы АОС, возможностей ее дополнитель-
ного стимулирования, а также поддержания
стрессоустойчивости растений в постоянно ме-
няющихся условиях внешней среды являются ак-
туальной биологической проблемой.

Мощное развитие нанотехнологий привело к
появлению в жизни людей большого количества
разнообразных наноматериалов. С одной стороны,
малые размеры (до 100 нм), высокая реакционная
способность, уникальные физико-химические,
оптические и электрические свойства [7, 8] пред-
полагают определенные риски от взаимодействия
наночастиц (НЧ) с живыми организмами. С дру-
гой стороны, материалы на основе НЧ уже широ-
ко используются в сельском хозяйстве в качестве

Сокращения: АОС – антиоксидантная система, НЧ – на-
ночастицы.
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наноудобрений, регуляторов роста и развития
растений, а также веществ с пестицидной и гер-
бицидной активностью [7, 9]. В связи с этим, пер-
спективы дальнейшего внедрения наноматериа-
лов в биологические науки и сельское хозяйство
представляют особый интерес.

Известно, что НЧ металлов и их оксидов способ-
ны влиять на различные аспекты жизнедеятельно-
сти растительного организма на всех уровнях его
организации. Проникая внутрь растений, НЧ изме-
няют их метаболизм, усиливают или угнетают ро-
стовые процессы, фотосинтез, водный обмен, АОС,
влияют на ультраструктуру клеток и экспрессию ге-
нов [7, 8, 10–12]. Представляется актуальным про-
ведение комплексных исследований, которые бы
не только отражали основные эффекты НЧ на
растительные организмы, но и раскрывали их
роль в стрессовом ответе растений на действие
различных абиотических факторов. Вопросы о
вкладе НЧ в развитие окислительного стресса и
влияния их на АОС, как основную неспецифиче-
скую систему защиты растений, до сих пор не со-
всем ясны, поскольку имеющиеся в современной
литературе многочисленные экспериментальные
данные часто противоречивы. Целью данного
аналитического обзора является систематизация
данных последних лет об участии наиболее ис-
пользуемых НЧ металлов и их оксидов в регуля-
ции про-/антиоксидантного баланса у высших
растений.

ВЛИЯНИЕ НАНОЧАСТИЦ МЕТАЛЛОВ И ИХ 
ОКСИДОВ НА ПРО-/АНТИОКСИДАНТНЫЙ 

БАЛАНС РАСТЕНИЙ
Поступление и распределение НЧ в клетках и

тканях растений, а также эффекты НЧ на расти-
тельный организм, как известно, зависят от цело-
го ряда факторов: типа, размеров, дзета-потенци-
ала НЧ, их дозы (концентрации коллоидного рас-
твора), вида растения, способа обработки и др.
[13, 14]. Мы проанализировали данные о влиянии
НЧ на про-/антиоксидантный баланс высших
растений, учитывая тип НЧ, концентрационный
эффект и специфику объекта (табл. 1). Анализ по-
казал, что наиболее часто в экспериментальных
исследованиях с растениями используются НЧ
серебра (НЧ Ag), золота (НЧ Au), а также оксидов
церия (НЧ CeO2), меди (НЧ CuO), железа (НЧ
Fe2O3 и Fe3O4), титана (НЧ TiO2) и цинка (НЧ ZnO).
Большинство исследователей отмечают, что
практически все эти НЧ вызывали окислитель-
ный стресс, стимулируя генерацию и накопление
АФК и продуктов ПОЛ в тканях растений [15–
43]. Такого рода эффекты наблюдали независимо
от концентраций используемых растворов НЧ на
широком ряде растительных объектов (табл. 1).
Например, под влиянием НЧ TiO2 увеличивалось

содержание H2O2 в листьях горошка [38], а НЧ
ZnO стимулировали накопление конечного про-
дукта ПОЛ – малонового диальдегида (МДА) в
листьях пшеницы [43]. Отдельно следует отме-
тить НЧ Au, которые в низких концентрациях (до
25 мг/л) вызывали обратный эффект – снижение
содержания АФК и продуктов ПОЛ [22, 44, 45].

Однако НЧ металлов и их оксидов способны
не только индуцировать развитие окислительно-
го стресса, но и влиять на АОС растений [17, 19,
21, 23, 24, 27, 31, 33, 36–38, 42–55] (табл. 1). Уве-
личение активности антиоксидантных фермен-
тов одновременно с усилением окислительного
стресса наблюдали под влиянием НЧ Ag у расте-
ний многокоренника и картофеля [17, 19], НЧ Au –
у горчицы и арбуза [23, 24], НЧ CeO2 – у кукурузы
[27] и т.д. (табл. 2). Снижение активности фер-
ментов АОС наблюдалось под влиянием НЧ Ag,
ZnO и Fe3O4 [42, 56, 57]. Можно констатировать,
что все наиболее изученные НЧ металлов и их ок-
сидов в оптимальных условиях (без действия
стресс-фактора) вовлечены в оба процесса – вы-
зывают окислительный стресс, с одной стороны,
и повышают активность ферментов АОС, с дру-
гой (табл. 1). В ряде случаев действие НЧ на эти
процессы имело прямую концентрационную за-
висимость. Например, НЧ CuO в низкой концен-
трации (10–50 мг/л) стимулировали активность
ферментов АОС, а в высокой концентрации
(100–1000 мг/л) приводили к развитию окисли-
тельного стресса у риса [36]. Сходные эффекты
обнаружены под влиянием НЧ Fe2O3 у ослинни-
ка [37].

Следует отметить, что некоторые НЧ металлов
и их оксидов стимулировали накопление в тканях
растений низкомолекулярных антиоксидантов
(табл. 1). Так, обработка НЧ Ag приводила к су-
щественному увеличению содержания пролина у
пшеницы [21] и глутатиона у многокоренника [17]
на фоне усиленного накопления АФК в листьях в
обоих случаях.

В литературе имеются сведения о влиянии НЧ
металлов и их оксидов на уровень экспрессии ге-
нов, кодирующих различные компоненты АОС
(табл. 1). Например, НЧ Ag увеличивали уровень
транскриптов генов, участвующих в синтезе су-
пероксиддисмутазы, каталазы и аскорбатперок-
сидазы у Arabidopsis thaliana и риса [18, 58], а НЧ
CeO2 изменяли экспрессию генов, кодирующих
глутатионсинтетазу [28]. Схожие эффекты обна-
ружены под влиянием НЧ Au [45] и Ti [59].

Проведенный анализ убедительно демонстри-
рует, что в оптимальных условиях НЧ металлов и
их оксидов, преимущественно стимулировали
накопление АФК и продуктов ПОЛ, усиливая
окислительные процессы в тканях растений, но
при этом повышали активность АОС, влияя как
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Таблица 1. Участие наночастиц металлов и их оксидов в регуляции про-/антиоксидантного баланса у растений

Тип наночастиц Доза* Объект Ссылка

Накопление АФК, усиление ПОЛ
Ag 20–80 мг/л Allium cepa  [15]

1–10 мг/л Lemna gibba  [16]
1–10 мг/л Spirodela polyrhiza  [17]
0.5–1 мг/л Oryza sativa  [18]
2–20 мг/л Solanum tuberosum  [19]
500-3000 мг/л Arabidopsis thaliana  [20]
10 мМ Triticum aestivum  [21]

Au 50–100 мг/л Brassica juncea  [22]
300–400 мг/л Brassica juncea  [23]
50–200 мг/л Citrullus lanatus  [24]
10 мг/л Allium cepa  [25]
500–1000 мг/л Oryza sativa  [26]

CeO2 400 и 800 мг/кг Zea mays  [27]
1000 мг/л Arabidopsis thaliana  [28]
500 мг/л Oryza sativa  [29]
10 и 100 мг/л Brassica rapa  [30]

CuO 0.025–5 мг/л Elodea densa  [31]
500 мг/кг Triticum aestivum  [32]
0.5–1.5 ммоль Oryza sativa  [33]
5–20 мг/л Arabidopsis thaliana  [34]
20–500 мг/л Vigna radiata  [35]
100–1000 мг/л Oryza sativa  [36]

Fe2O3 1 г/л Oenthera biennis  [37]
TiO2 2–4% Vicia narbonensis  [38]
ZnO 100, 500, 1000 мг/л Cucumis sativus  [32]

500 мг/кг Pisum sativum  [39]
1600–3200 мг/кг Zea mays  [40]
25–100 мг/кг Triticum aestivum  [41]
1000 мг/кг Solanum lycopersicum  [42]
100–300 мкмоль Triticum aestivum  [43]

Снижение содержания АФК и продуктов ПОЛ
Au 25 мг/л Brassica juncea  [22]

5 мг/л Phaseolus vulgaris  [44]
10 мг/л Arabidopsis thaliana  [45]

Усиление активности ферментов АОС
Ag 1000 мг/л Lycopersicon esculentum  [46]

1–10 мг/л Spirodela polyrhiza  [17]
2–10 мг/л Solanum tuberosum  [19]
5 мг/л Phaseolus vulgaris  [44]
10–40 мг/л Oryza sativa  [47]

Au 10 и 80 мг/л Arabidopsis thaliana  [48]
100–400 мг/л Brassica juncea  [23]
20–200 мг/л Citrullus lanatus  [24]
5 мкг/мл Phaseolus vulgaris  [44]
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Примечание. Доза – концентрация НЧ в коллоидном растворе.

CeO2 400 и 800 мг/кг Zea mays  [27]
400 мкг/мл Triticum aestivum  [49]

CuO 0.025–5 мг/л Elodea densa  [31]
1.0 и 1.5 ммоль Oryza sativa  [33]
10–50 мг/л Oryza sativa  [36]

Fe2O3 0.2 и 0.5 г/л Oenthera biennis  [37]
TiO2 2–4% Vicia narbonensis  [38]

10–50 мг/л Allium cepa  [50]
5 мг/л Cicer arietinum  [51]
100 мг/л Zea mays  [52]

ZnO 1, 10 и 100 мг/л Fagopyrum esculentum  [53]
25–100 мг/кг Triticum aestivum  [42]
3, 6 и 9 г/л Crocus sativus  [54]
25–100 мг/л Triticum aestivum  [55]
100–300 мкмоль Triticum aestivum  [43]

Снижение активности ферментов АОС
Ag 3 мМ Mustard (Brassica sp.)  [56]
Fe3O4 200 мг/л Triticum aestivum  [57]
ZnO 300, 600, 1000 мг/кг Solanum lycopersicum  [42]

Накопление низкомолекулярных антиоксидантов
Ag 1–10 мг/л Spirodela polyrhiza  [17]

10 мМ Triticum aestivum  [21]
Au 100–400 мг/л Brassica juncea  [23]
CuO 10–20 мг/л Arabidopsis thaliana  [34]

100–500 мг/л Vigna radiata  [35]
100–1000 мг/л Oryza sativa  [36]

TiO2 0.2–4% Vicia narbonensis  [38]
Изменение уровня транскриптов генов, кодирующих элементы АОС

Ag 0.5–3 мг/л Arabidopsis thaliana  [58]
0.5–1 мг/л Oryza sativa  [18]

Au 10 мг/л Arabidopsis thaliana  [45]
CeO2 1000 мг/л Arabidopsis thaliana  [28]
Ti 0.25% Vigna radiata  [59]

Тип наночастиц Доза* Объект Ссылка

Таблица 1. Окончание

на ферментативный ее компонент, так и на со-
держание низкомолекулярных антиоксидантов.
Такое двойственное действие НЧ на про-/антиок-
сидантный баланс растений значительно затруд-
няет представления о возможных механизмах и
дальнейшем использовании наноматериалов в
биологии. В связи с этим большой интерес пред-
ставляют данные о влиянии НЧ металлов и их ок-
сидов на окислительные процессы и про-/анти-
оксидантный баланс растений в условиях дей-
ствия абиотических стресс-факторов.

Нами проанализированы сведения об участии
НЧ металлов и их оксидов в регуляции окисли-
тельного стресса, вызванного действием на расте-
ния абиотических стресс-факторов, в частности,
низких температур [51, 60, 61], засоления [62–69],
засухи [55, 70–75] и тяжелых металлов [41, 76–87].
Представленные в таблице 2 данные отражают
эффекты НЧ металлов и их оксидов на растения,
находящиеся в условиях действия абиотического
стресс-фактора по сравнению с эффектами того
же стресс-фактора без обработки НЧ. Как можно
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Таблица 2. Влияние наночастиц металлов и их оксидов на про-/антиоксидантный баланс растений в условиях
действия абиотических факторов

Тип 
наночастиц Доза* Объект Эффект Ссылка

Низкая температура
TiO2 5 мг/л Cicer arietinum Снижение содержания МДА  [60]

5 мг/л Cicer arietinum Снижение содержания АФК, усиление 
активности ферментов АОС

 [51]

ZnO 20–100 мг/л Oryza sativa Снижение содержания МДА, АФК,
усиление активности ферментов АОС, 
снижение уровня транскриптов генов, 
кодирующих ферменты АОС

 [61]

Засоление
Ag 300 мг/л Triticum aestivum Снижение содержания МДА, АФК  [62]
Au 300 мг/л Triticum aestivum Накопление АФК, усиление активности 

ферментов АОС, накопление пролина
 [62]

Fe2O3 10–30 мкмоль Mentha piperita Снижение содержания МДА,
активности ферментов АОС

 [63]

60–90 мг/л Dracocephalum moldavica Накопление антиоксидантов,
усиление активности ферментов АОС

 [64]

TiO2 100 мг/л Dracocephalum moldavica Снижение содержания АФК  [65]
60 мкг/мл Zea mays Снижение содержания МДА, усиление 

активности ферментов АОС
 [66]

ZnO 60 мг/л Lupinus termis Снижение содержания МДА, усиление 
активности ферментов АОС

 [67]

10 мг/л Abelmoschus esculentus Усиление активности ферментов АОС  [68]
10–100 мг/л Lycopersicon esculentum Усиление активности ферментов АОС  [69]

Засуха
CeO2 10 мг/л Sorghum bicolor Снижение содержания МДА, АФК  [70]
Cu 52, 69.4 и 86.8 

мкмоль
Zea mays Снижение содержания АФК, усиление 

активности ферментов АОС
 [71]

Fe2O3 5–40 мкмоль Melissa officinalis Снижение содержания МДА, АФК, 
активности ферментов АОС

 [72]

0.5–1 мг/мл Brassica napus Снижение содержания МДА  [73]
TiO2 10–500 мг/л Linum usitatissimum Снижение содержания МДА, АФК  [74]
ZnO 100 мг/л Zea mays Повышение содержания МДА, АФК, 

усиление экспрессии генов, кодирующих 
ферменты АОС

 [75]

25–100 мг/л Triticum aestivum Снижение содержания МДА, АФК,
усиление активности ферментов АОС

 [55]

Тяжелые металлы
Au 100 мг/л Oryza sativa Снижение содержания МДА, АФК,

усиление активности ферментов АОС
 [76]

200 мкмоль Oryza sativa Снижение содержания МДА, усиление 
активности ферментов АОС

 [77]

Fe 1 и 2% Helianthus annuus Усиление активности ферментов АОС  [78]
25–50 мг/л Oryza sativa Снижение содержания МДА, усиление 

активности ферментов АОС
 [79]

FeO 100 мг/кг Triticum aestivum Снижение содержания МДА, АФК,
активности ферментов АОС

 [80]

Fe2O3 50 и 100 мг/кг Oryza sativa Снижение содержания МДА, АФК,
усиление активности ферментов АОС

 [81]
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видеть, растения, обработанные НЧ, отличались
более высокой стрессоустойчивостью к действу-
ющим на них абиотическим факторам, чем кон-
трольные (необработанные НЧ) растения. Наблю-
даемое увеличение стрессоустойчивости растений в
большинстве случаев было сопряжено с предотвра-
щением развития окислительного стресса и усиле-
нием антиоксидантной защиты (табл. 2). Так, у
растений нута, обработанных НЧ TiO2 и подверг-
нутых последующему охлаждению, активность
каталазы, аскорбатпероксидазы и гваяколперок-
сидазы усиливалась, а содержание МДА и H2O2 в
листьях снижалось по сравнению с необработан-
ными растениями в тех же условиях [51]. У про-
ростков риса, обработанных НЧ ZnO, при дей-
ствии низких температур наблюдали снижение
содержания МДА и H2O2 в тканях на фоне усиле-
ния активности супероксиддисмутазы и каталазы
и изменения уровня транскриптов генов, кодиру-
ющих их [61]. В условиях засоления под влиянием
НЧ Au отмечено снижение скорости генерации
АФК наряду с увеличением активности фермен-
тов АОС и накоплением пролина в листьях пше-
ницы [62]. Корневая обработка растений риса на-
нокомпозитами, содержащими НЧ Au, снижала
токсический эффект кадмия, препятствуя его аб-
сорбции клетками корней и нивелируя риски раз-
вития окислительного стресса [76, 77]. Обработка
растений подсолнечника, сои, риса и пшеницы
НЧ Fe, Ti, Zn и их оксидов приводила к сниже-
нию окислительного стресса, вызванного дей-
ствием тяжелых металлов [78–86].

Приведенные данные позволяют предполагать
возможность использования различных НЧ ме-
таллов и их оксидов в качестве адаптогенов, уси-

ливающих устойчивость растений к абиотиче-
ским стрессовым факторам, действие которых,
как правило, сопровождается повышенной гене-
рацией АФК и, как следствие, развитием окисли-
тельного стресса. Механизмы действия НЧ на
растения активно обсуждаются, однако в значи-
тельной степени они носят гипотетический ха-
рактер.

МЕХАНИЗМЫ ВЛИЯНИЯ 
НАНОЧАСТИЦ МЕТАЛЛОВ И ИХ ОКСИДОВ

НА ОКИСЛИТЕЛЬНЫЕ ПРОЦЕССЫ
В РАСТЕНИЯХ

Представления о возможных механизмах влия-
ния НЧ металлов и их оксидов на развитие и регуля-
цию окислительного стресса у растений в обобщен-
ном виде представлены на рис. 1. Установлено, что
в оптимальных условиях НЧ способны, с одной
стороны, вызывать развитие окислительного
стресса, а с другой, регулировать его за счет влия-
ния на компоненты АОС. Рассмотрим отдельные
аспекты этих процессов.

Прежде всего, усиление генерации АФК и по-
следующее развитие окислительного стресса под
влиянием НЧ металлов и их оксидов – это типич-
ная ответная реакция растительного организма
на поступление в него чужеродного химического
вещества [88, 89]. Ионы металлов могут высво-
бождаться из состава НЧ и непосредственно по-
вреждать клетки и их структурные компоненты и
усиливать образование АФК. Кроме того, НЧ мо-
гут вступать в контакт с биомолекулами, напри-
мер, белками и липидами, формируя новые по
своей природе биохимические комплексы с вы-
сокой химической активностью [88, 89]. Внутри

Примечание. Доза – концентрация НЧ в коллоидном растворе.

Fe3O4 2.0 г/л Triticum aestivum Снижение содержания МДА, усиление 
активности ферментов АОС

 [82]

TiO2 100–300 мг/кг Glycine max Повышение содержания МДА  [83]
10, 15, 20 мг/л Oryza sativa Снижение содержания МДА,

усиление активности ферментов АОС
 [84]

ZnO 25 мг/л Leucaena
leucocephala

Снижение содержания МДА, усиление 
активности ферментов АОС

 [85]

25–100 мг/кг Triticum aestivum Усиление активности ферментов АОС  [41]
25–100 мг/л Triticum aestivum Усиление активности ферментов АОС  [86]
100 мг/л Glycine max Повышение содержания МДА, АФК  [81]
25–50 мг/л Glycine max Повышение содержания МДА, АФК, 

накопление низкомолекулярных антиок-
сидантов и изменение уровня экспрессии 
кодирующих их генов

 [87]

Тип 
наночастиц Доза* Объект Эффект Ссылка

Таблица 2. Окончание
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этих комплексов возможно образование относи-
тельно стабильных свободных радикальных интер-
медиатов, участвующих в инициировании АФК.
Именно высокая химическая активность НЧ обу-
словливает усиление генерации АФК, включая
такие высокореакционные формы как  и •OH,
которые напрямую или посредством активации
ферментативных процессов индуцируют разви-
тие окислительного стресса в клетках растений
[88, 90].

Кроме того, в литературе активно обсуждается
способность НЧ металлов и их оксидов запускать
классические стрессовые сигнальные реакции,
например, Ca2+ – ассоциированный сигнальный
путь. Так, НЧ Ag повышали концентрацию Ca2+ в
цитозоле [20], а также связывались непосред-
ственно с Ca2+-связывающими белками, усили-
вая АФК-сигналинг [90], а НЧ Co и Fe влияли на
уровень транскриптов генов, кодирующих Ca2+-
связывающие белки [90]. Есть сведения, что не-
которые НЧ индуцировали синтез стрессовой
сигнальной молекулы NO [91, 92], запускающей
каскад защитных реакций в организме [93]. Пред-
полагают, что НЧ могут “мимикрировать” под
сигнальные молекулы, связываясь с белками и за-
пуская различные процессы в клетках, в том чис-
ле, генерацию АФК [90].

Следует отметить, что сигнальные функции
АФК и продуктов ПОЛ очень важны и реализуются

2O −

через регуляцию кальциевого статуса, гормональ-
ную сигнализацию и сигнализацию с участием ре-
докс-сигнальных систем, а также факторов тран-
скрипции и регуляторов экспрессии некоторых
хлоропластных и ядерных генов [4]. Именно
АФК выступают в качестве своеобразного “счет-
чика” стрессовой нагрузки и в определенный мо-
мент “запускают” работу АОС [3, 4]. Поэтому НЧ
металлов и их оксидов, выступая в качестве тригге-
ров окислительного стресса, одновременно усили-
вают антиоксидантную защиту растений (рис. 1).

Характер влияния НЧ металлов и их оксидов
на развитие и регуляцию окислительного стресса
в оптимальных условиях и при действии абиоти-
ческих стресс-факторов отражен в таблице 3. Ес-
ли в оптимальных условиях НЧ, за небольшим
исключением, усиливали окислительный стресс,
то в условиях действия абиотических стресс-фак-
торов – снижали его риски. При этом как в опти-
мальных, так и в неблагоприятных (стрессовых)
условиях НЧ металлов и их оксидов стимулирова-
ли активность АОС (табл. 3). Следует отдельно
подчеркнуть, что таблица 3 является схематической,
и отмеченные стрелками эффекты проявляются не
всегда, однако достаточно часто отмечаются во мно-
гих работах. Еще раз отметим, что эффекты НЧ за-
висят от целого ряда параметров, включая как
тип, размер, концентрацию коллоидного раство-
ра НЧ, так и особенности объектов и условий по-
становки опыта.

Рис. 1. Механизмы влияния наночастиц металлов и их оксидов на развитие и регуляцию окислительного стресса у рас-
тений.

Наночастицы металлов и их оксидов

Развитие
окислительного стресса

Усиление антиоксидантной
защиты

1. Повреждение клеток и их
структурных компонентов НЧ и
освобождающимися из них
ионами металлов
2. Образование внутри клеток
биохимических комплексов с
высокой химической
активностью
3. Генерация АФК через
сигнальные пути
(NO, Ca2+ и др.)

1. Активация АОС через
сигнальные функции АФК и
продуктов ПОЛ
2. Регуляция фотосинтетических
процессов за счет плазмонного
резонанса
3. Каталитическая активность НЧ
4. Индукция неспецифических
защитных механизмов
5. Влияние на экспрессию генов
АОС, ФСА, стрессового ответа
и микроРНК
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Логично возникает вопрос – за счет чего НЧ в
условиях действия абиотических стресс-факторов
способны снижать риски развития окислительного
стресса и увеличивать стрессоустойчивость расте-
ний? Только ли посредством сигнальных функций
АФК и продуктов ПОЛ осуществляется регуля-
ция АОС растений под влиянием НЧ в условиях
действия стрессоров?

Для многих НЧ металлов и их оксидов харак-
терно явление поверхностного плазмонного ре-
зонанса [94]. Суть эффекта заключается в том, что
благодаря высокому отношению площади поверх-
ности частицы к ее объему активность электронов
в составе НЧ многократно увеличивается под вли-
янием света определенной длины волны [94].
Именно с этим эффектом связывают способность
НЧ регулировать интенсивность процесса фото-
синтеза – основного источника АФК. Так, выска-
зана гипотеза о способности НЧ “улавливать” фо-
тоны света и облегчать передачу энергии в свето-
собирающем комплексе (ССК) [95]. При этом в
присутствии НЧ отмечают усиление скорости
электронного транспорта, реакции Хилла, измене-
ние параметров флуоресценции хлорофилла [95].

С эффектом поверхностного плазмонного ре-
зонанса, видимо, связаны каталитические свой-
ства НЧ [14, 96]. Впервые этот термин был приме-
нен в 2004 г. для нанокластеров золота со свой-
ствами рибонуклеазы [97]. В качестве первого
“наноэнзима” с антиоксидантной активностью
описаны НЧ CeO2, способные обезвреживать 
за счет быстрого перехода между Ce3+ и Ce4+ в со-

2O −

ставе НЧ, а также разлагать Н2О2 [98]. Схожие ан-
тиоксидантные свойства отмечены для НЧ Au
[99, 100], НЧ оксидов Co [101] и Fe [102]. Напри-
мер, Gao с соавторами [102] описали POD-подоб-
ную активность НЧ Fe3O4, которые способны
вступать в реакцию с H2O2, преобразуя ее в гид-
роксильные радикалы (реакция Фентона). Было
показано, что каталитическая активность НЧ
Fe3O4 увеличивается с уменьшением размера ча-
стиц и проявляется в кислой среде (рН 4.8) [14, 98,
102]. Особое значение имела способность атомов
в составе НЧ быстро менять степень окисления в
связи с высокой подвижностью электронов [96].
Проявление каталитической активности НЧ за-
висело от их типа, формы, размеров, концентра-
ций и экспозиции. Поскольку в стрессовых усло-
виях активность НЧ как “наноэнзимов” может
усиливаться, в исследованиях по действию НЧ на
растения в условиях абиотического стресса они,
как правило, снижали окислительные риски.

Некоторые авторы придерживаются точки
зрения, согласно которой НЧ действуют как ин-
дукторы неспецифических (универсальных) за-
щитных механизмов, активируя гены, кодирую-
щие протеинкиназы, антиоксиданты, осмолиты
и другие молекулы с протекторными свойствами
[103]. Например, НЧ Ag регулировали экспрессию
генов, кодирующих белки-переносчики анионов, и
ферменты, вовлеченные в протеолитические про-
цессы [104], а также изменяли экспрессию генов,
кодирующих аквапорины [58]. Показано участие
многих НЧ в индукции Ca2+-зависимых сигналь-

Таблица 3. Характер влияния наночастиц металлов и их оксидов на регуляцию про-/антиоксидантного баланса
в оптимальных условиях и при действии абиотических стрессов

Примечание. Эффекты наночастиц: ↑ – стимулирующий, ↓ – подавляющий, “–” – не наблюдали.

Тип
наночастиц

Оптимальные условия Абиотические стрессы
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Ag ↑ ↑↓ ↑ ↑↓ – –

Au ↑↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑
CeO2 ↑ ↓ – ↑ ↑ –

Cu, CuO ↑ ↓ ↑ ↑ ↑ –

Fe, FeO, Fe2O3, Fe3O4 ↑ ↑↓ – ↑ ↑ –

Ti, TiO2 ↑ ↑↓ ↑ ↑ ↑ –

ZnO ↑ ↓ – ↑↓ ↑ ↑
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ных путей [20, 90, 91]. Способствуя индукции
стрессовых сигнальных путей, НЧ “включают”
ассоциированные с ними гены, увеличивая
стрессоустойчивость растений [91]. Так, в литера-
туре имеются сведения о том, что НЧ Ag регули-
ровали экспрессию генов, вовлеченных в стрес-
совый ответ на засоление [104], засуху [105], а НЧ
ZnO изменяли экспрессию генов холодового от-
вета [61]. Показано влияние многих НЧ на экс-
прессию генов, кодирующих синтез осмолитов и
ферментов АОС [18, 28, 45, 58, 59]. Важно также
отметить, что многие НЧ, такие как Cu, Fe, Ni,
Mn, Si, Co, Se и Zn, могут активировать ферменты и
белки, а ионы, освободившиеся из НЧ, способны
замещать металлы в составе некоторых ферментов
[106]. Так, ионы Mn2+ эффективно активировали
РНК-полимеразу хлоропластов, ФЕП-карбокси-
киназу и Mn-супероксиддисмутазу [107], а НЧ Zn
и Se стимулировали активность Na+/К+-АТФ-
азы и Ca2+/Mg2+-АТФ-азы у растений в условиях
абиотического стресса [87].

Более того, установлено, что под влиянием НЧ
изменялся уровень экспрессии ряда микроРНК.
Так, НЧ Au влияли на экспрессию miR398, miR408,
miR164, miR167 и miR169 у растений A. thaliana в
оптимальных условиях. При этом экспрессия
miR398 была связана с работой генов, регулирую-
щих прорастание семян и рост растений, за счет
влияния на пути передачи ауксинового сигнала.
Изменение экспрессии miR169, miR368 и miR408
влияло на размеры проростков, развитие их корне-
вой системы, и было причиной раннего цветения
растений и ускоренного созревания семян [48].

Упоминаются также факты влияния НЧ на
экспрессию генов, кодирующих белки фотосин-
тетического аппарата (ФСА). Например, НЧ TiO2
изменяли экспрессию генов, участвующих в син-
тезе РБФК/О [108] и кодирующих белки ССК [94,
109], а НЧ ZnO – генов, кодирующих белки син-
теза хлорофиллов [40]. Учитывая все перечислен-
ные факты, можно предполагать, что НЧ способ-
ны “перепрограммировать” онтогенез растений,
усиливая или угнетая экспрессию генов и мик-
роРНК, вовлеченных в регуляцию роста и разви-
тия, процесса фотосинтеза, антиоксидантного
статуса и стрессового ответа.

Таким образом, НЧ металлов и их оксидов
действуют как стрессовые сигнальные молекулы,
которые в растительном организме “включают”
молекулярные механизмы адаптационных про-
цессов, незадействованные обычно в нормаль-
ных условиях [89, 110]. Под влиянием абиотиче-
ских стрессовых факторов может наблюдаться
некоторое наложение программы, запущенной
НЧ, на программу адаптации растений к кон-
кретному стрессору, и это вызывает дополнитель-
ные адаптационные эффекты. В нашем исследо-

вании с использованием НЧ Au было установле-
но, что в условиях действия низких температур
они усиливали программу холодовой адаптации
озимой пшеницы, ингибируя ростовые процес-
сы, поддерживая на высоком уровне фотосинте-
тическую активность и накопление растворимых
сахаров, выполняющих многочисленные протек-
торные функции [110]. Изучая влияние НЧ TiO2
на растения нута в условиях охлаждения, Moham-
madi с соавт. [51] сделали вывод, что НЧ включа-
ют “конфронтационный метаболизм” (confronta-
tion metabolism), стимулируя дополнительную
индукцию стрессового ответа растений. Отме-
тим, что в целом ряде обзорных исследований
убедительно показана роль многих НЧ как адап-
тогенов, усиливающих устойчивость растений к
различным абиотическим факторам [14, 90, 91,
94, 105]. Решающее значение в этом процессе иг-
рала способность НЧ выступать в качестве деток-
сификаторов АФК, индукторов АОС и регулято-
ров работы ФСА [14, 91].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ литературы последних лет свидетель-
ствует о двойственной роли НЧ металлов и их окси-
дов в регуляции про-/антиоксидантного баланса,
причем с одной стороны, НЧ усиливали генерацию
АФК, вызывая интенсификацию окислительных
процессов в клетках и тканях растений, а с дру-
гой, регулировали их интенсивность, активируя
компоненты АОС. Важно, что под влиянием
абиотических стрессовых факторов НЧ действо-
вали как адаптогены, усиливая антиоксидантную
защиту растений. Хотя в целом ряде исследова-
ний показано позитивное влияние многих НЧ на
сельскохозяйственные объекты, широкое их ис-
пользование в агробиологии ограничено, по-
скольку эффекты НЧ зависимы от ряда факторов
(тип, размер, заряд и доза НЧ, способ обработки
растений и длительность экспозиции, особенно-
сти объектов, сопутствующих условий), а это уве-
личивает экологические риски от их применения.
Необходимы дальнейшие исследования НЧ с це-
лью разработки четких рекомендаций по их ис-
пользованию не только как индукторов роста и
развития растений, но и как антистрессовых
адаптогенов. Для этого важно продолжить изуче-
ние механизмов действия НЧ и факторов, опре-
деляющих их эффекты на растения. Подчеркнем,
что механизмы действия НЧ на растения исследу-
ются, однако пока носят гипотетический харак-
тер. Изучение возможностей генетического “пе-
репрограммирования” растений под влиянием
НЧ может стать одним из перспективных направ-
лений современной экспериментальной биоло-
гии. Важным аспектом должно быть изучение
особенностей накопления разных типов НЧ в
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растительном организме и возможной их транс-
локации по пищевым цепям. Такого рода иссле-
дования необходимы для оценки токсикологиче-
ских рисков от использования НЧ в биологии и
сельском хозяйстве как адаптогенов.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (тема № 122042700044–6).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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В противоположность естественному фотопериоду, включающему чередование дня и ночи в суточ-
ном цикле, круглосуточное освещение обеспечивает непрерывное поступление световой энергии,
необходимой для фотосинтеза, вызывает постоянное фотоокислительное воздействие, сигнальное
воздействие на фоторецепторы и приводит к рассогласованию внутренних (циркадных) биоритмов
с внешним циклом свет/темнота (циркадная асинхрония). У многих видов растений в условиях
круглосуточного освещения развивается характерный и потенциально летальный межжилковый
хлороз и некроз. Данный феномен (фотоповреждение листьев растений в условиях длинных фото-
периодов, включая круглосуточное освещение) был описан более 90 лет назад, однако причины
этого до сих пор не вполне ясны. Хотя понимание его биологической природы важно не только в
теоретическом плане, но и с практической точки зрения, поскольку выращивание растений в усло-
виях круглосуточного освещения при относительно невысокой плотности потока фотонов считает-
ся потенциально одним из наиболее эффективных способов экономии ресурсов и повышения про-
дуктивности растений в теплицах и на фабриках растений с искусственным освещением. В обзоре
обобщены и проанализированы имеющиеся на сегодняшний день литературные и собственные
данные в поддержку или опровержение гипотезы о накоплении углеводов и, в частности, гиперак-
кумуляции крахмала, в листьях как основной причине появления фотоповреждений у растений, на-
ходящихся в условиях круглосуточного освещения или длинных фотопериодов. Проведенный ана-
лиз большого числа работ свидетельствует о том, что накопление углеводов не является главной и
тем более единственной причиной повреждения листьев растений при круглосуточном освещении,
хотя и исключить роль этого фактора в развитии фотоповреждений тоже нельзя. По мнению авто-
ров, в процессе появления и развития фотоповреждений, вызванных круглосуточным освещением,
участвует не один, а несколько факторов одновременно (фотоокисление, стресс-индуцированное
старение, циркадная асинхрония и др.). При этом удельный вклад каждого из них может существен-
но варьировать в зависимости от биологических особенностей объекта (видовая и сортовая принад-
лежность, возраст и фаза развития) и условий внешней среды.

Ключевые слова: круглосуточное освещение, углеводный обмен, фотопериод, хлороз
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ВВЕДЕНИЕ

Свет необходим фотосинтезирующим орга-
низмам для нормальной жизнедеятельности как
источник энергии, обеспечивающей многие их
функции и потребности. Вместе с тем, избыток
света может быть опасен и вреден для них. Хоро-

шо известно, что повышение фотосинтетической
активности растений с увеличением освещенно-
сти достигает в определенный момент предела
(светового насыщения), после чего избыток света
выступает как агрессивный фактор, вызывая фо-
тоингибирование, фотодинамическое разруше-
ние фотосинтетического аппарата и даже гибель
клеток [1, 2]. Помимо высокой освещенности, из-
быток света может возникать в условиях длинных
фотопериодов. Многочисленные данные свиде-
тельствуют о негативном влиянии длинных фото-

Сокращения: ИДО − интеграл дневного освещения, CL −
круглосуточное освещение (от англ. Continuous Lighting),
LMA − сухая масса листа на единицу площади (от англ.
Leaf Mass per Area).

УДК 581.1

ОБЗОРЫ
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периодов (>17–20 ч), и прежде всего 24-часового,
на рост и продуктивность растений [3–5]. У мно-
гих видов растений в условиях круглосуточного
освещения (СL, от англ. Continuous Lighting) раз-
вивается характерный и потенциально летальный
межжилковый хлороз и некроз (рис. 1). Симпто-
мы светового повреждения листьев при CL отме-
чены у таких культур как томат [3, 5–31], бакла-
жан [28, 32–34], сладкий перец [14, 15, 28, 35–37],
огурец [31, 38, 39], картофель [40–44] и некото-
рых других. В качестве возможных причин свето-
вого повреждения называют фотоокисление, ин-
дукцию процесса старения, циркадную асинхро-
нию и др. [5, 20, 24]. Но в большинстве работ [3, 6,
11–13, 15, 16, 18, 32, 45, 46] авторы называют (или
предполагают) главным фактором, вызывающим
появление и развитие повреждений растений под
влиянием CL, накопление в листьях большого
количества крахмала и растворимых сахаров. В то
же время имеется достаточно большое число ра-
бот [6, 20, 24, 25, 38], в которых связь между раз-
витием хлороза и накоплением крахмала в усло-
виях длинных фотопериодов не только не под-
тверждается, но даже опровергается.

Таким образом, несмотря на то, что феномен
светового повреждения листьев у растений, нахо-
дящихся в условиях CL был описан более 90 лет
назад, причины этого до сих пор не вполне ясны.
Хотя понимание биологической природы данного
феномена важно не только в теоретическом пла-
не, но и с практической точки зрения, поскольку
выращивание растений в условиях CL при отно-
сительно невысокой плотности потока фотонов
считается потенциально одним из наиболее эф-
фективных способов экономии ресурсов и повы-
шения продуктивности растений.

Данная работа посвящена обзору имеющихся
на сегодняшний день литературных и собствен-
ных данных, поддерживающих или, наоборот, не
поддерживающих гипотезу о накоплении углево-
дов и, в частности, гипераккумуляции крахмала,
в листьях как основной причине появления фото-
повреждений у растений, находящихся в услови-
ях CL или длинных фотопериодов.

ДАННЫЕ В ПОДДЕРЖКУ ГИПОТЕЗЫ 
О ГИПЕРАККУМУЛЯЦИИ КРАХМАЛА 

КАК ОСНОВНОЙ ПРИЧИНЕ 
ФОТОПОВРЕЖДЕНИЯ ЛИСТЬЕВ

В целом ряде работ, выполненных на томатах в
условиях длинных фотопериодов, отмечалось вы-
сокое содержание крахмала и растворимых саха-
ров в листьях растений [10–12, 18, 47, 48] и было
высказано предположение, что развитие свето-
вых повреждений, таких как хлороз и некроз ли-
стьев, связано с накоплением именно этих соеди-
нений. Было, в частности, установлено, что в мо-
лодых листьях томата в условиях CL ассимиляция

СО2 и содержание крахмала увеличиваются в те-
чение первых 6 сут., а затем, с появлением повре-
ждений, поглощение СО2 постепенно снижается,
тогда как содержание крахмала продолжает уве-
личиваться, хотя и с меньшей скоростью [11]. Ис-
следования на других видах растений подтверди-
ли гипотезу о существовании определенной связи
между развитием хлороза в условиях CL и накоп-
лением крахмала и сахаров. Так, CL вызывало на
4-5 сут. развитие хлороза листьев у баклажана, что
совпадало с пиком накопления крахмала, глюко-
зы и фруктозы, указывая, что после того как рас-
тения достигают максимума в содержании крах-
мала, у них начинает развиваться хлороз [32]. Что
касается сахарозы, то данные относительно ее со-
держания более противоречивы. В одних работах
наблюдалось увеличение содержания сахарозы
наряду с крахмалом [12, 49], тогда как другие ав-
торы [11, 32, 50, 51] отмечали более низкое содер-
жание сахарозы в листьях при CL. В ряде исследо-
ваний было показано, что у растений томата [11,
12, 52] и баклажана [32] в условиях CL, а также у
огурца при низкотемпературном стрессе [53] из-
быточное накопление крахмала в листьях может
нарушать структуру и функциональную актив-
ность хлоропластов, приводя к развитию хлороза.
Увеличение содержания крахмала при длинных
фотопериодах происходит, вероятно, в результате
его постепенного ежедневного накопления, пока
потребности акцепторов удовлетворяются за счет
пулов гексоз и сахарозы [12, 32, 54, 55].

Как известно, органы, производящие и по-
требляющие ассимиляты, образуют в растении
единую, хорошо сбалансированную донорно-ак-
цепторную систему [56, 57]. Первичными донорами
являются фотосинтезирующие взрослые зеленые
листья, снабжающие ассимилятами все другие ор-
ганы и ткани, а гетеротрофные части растения, как
правило, выступают в роли акцепторов. Интенсив-
ность, направленность транспорта ассимилятов и
их распределение между органами и тканями
контролируются функциональной активностью
как донорных, так и акцепторных органов, при-
чем наиболее эффективно − при одновременном

Рис. 1. Симптомы светового повреждения листьев
растений томата (хлороз) (а), огурца (хлороз) (б) и
баклажана (хлороз, некроз) (в), выращенных в усло-
виях 24-часового фотопериода и постоянной темпе-
ратуры 23°С.

(б) (в)(a)
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участии этих двух элементов донорно-акцепторной
системы [58]. В условиях CL доноры обеспечивают
непрерывное поступление сахаров. Очевидно, что
при этом не происходит пропорционального увели-
чения запроса со стороны акцепторов [59] и/или
способности экспортировать сахарозу [3, 45], по-
этому возникающий избыток сахаров не может
быть экспортирован и остается в листьях. Так,
снижение запроса со стороны акцептора вслед-
ствие уменьшения плодонагрузки у растений то-
мата и перца (только один плод в кисти) не сказы-
валось на накоплении крахмала и сахаров при 14- и
24-часовом фотопериодах и не увеличило степень
повреждения, вызванного СL [18, 36]. Следователь-
но, лимитирующим фактором может выступать не-
способность листа экспортировать фотоассимиля-
ты. Имеются также данные, что неспособность экс-
портировать продукты распада крахмала может
вызывать хлороз и деградацию хлоропластов у
арабидопсиса [60]. Сходным образом мутанты tie-
dyed1 кукурузы, которые неспособны экспортиро-
вать углеводы наравне с немутантными растениями,
демонстрировали сильный светозависимый хлороз,
предположительно связанный с накоплением угле-
водов [61–63]. Было также показано, что высокий
запрос со стороны акцептора может, наоборот,
снижать повреждение. При выращивании в усло-
виях CL двух видов лука, у вида Allium cepa L., ко-
торый формировал луковицу, не наблюдалось
ингибирование фотосинтеза, в то время как у не-
формирующего луковицу A. fistulosum L. отмечено
снижение скорости фотосинтеза [59]. Сходные
результаты были получены на картофеле [64]. В
обоих случаях хороший рост в условиях СL был
связан с высоким запросом акцептора, т.е. у луко-
виц и клубней. Таким образом, имеются данные,
свидетельствующие о том, что повреждения, вы-
званные СL, положительно коррелируют с гипер-
аккумуляцией углеводов и отрицательно с аттра-
гирующей активностью акцептора.

У томата помимо повышения содержания крах-
мала и растворимых сахаров и развития хлороза СL
вызывало снижение скорости фотосинтеза и ак-
тивности фермента сахарозофосфатсинтазы [65].
Этот фермент является ключевым в синтезе саха-
розы (главного экспортируемого сахара) и может
влиять на распределение углеводов. Например,
показано, что у трансгенных растений томата со
сверхэкспрессией сахарозофосфатсинтазы, было
снижено содержание крахмала, увеличено содержа-
ние сахарозы и скорости фотосинтеза по сравнению
с обычными растениями [66–68]. На основании
этого высказано предположение, что накопление
крахмала и сахаров в условиях СL может быть вы-
звано ограниченным синтезом сахарозы вслед-
ствие снижения активности данного фермента.
Однако изменение его активности происходило
на 6-8 нед. воздействия СL на растения, то есть
примерно тогда, когда развивался хлороз листьев,

а содержание крахмала и гексоз в листьях увели-
чилось значительно раньше (в первые 4 нед. экс-
перимента). Очевидно, что снижение активности
фермента произошло после увеличения содержа-
ния крахмала и гексоз, поэтому трудно предпола-
гать, что именно он ответственен за их накопле-
ние. Тем не менее, возможно, что активность са-
харозофосфатсинтазы in vivo лимитирована, что
может объяснить накопление гексоз. Это предпо-
лагает, что лимитирующим этапом экспорта фо-
тоассимилятов у томата является синтез сахарозы
и это объясняет отсутствие роста и увеличения
продуктивности в условиях СL. Кроме того, по-
вышенный уровень гексоз в цитоплазме по принци-
пу обратной связи ограничивает экспорт триозо-
фосфатов (промежуточных продуктов фотосинтеза)
из хлоропластов, которые затем перенаправляются
на синтез крахмала, обеспечивая увеличение его
содержания в пластидах [3]. Более того, накопле-
ние крахмала “перегружает” цикл Кальвина, вы-
зывая постепенное снижение ассимиляции СО2.
Возможно, что подобная “перегрузка” цикла
Кальвина может уменьшать использование АТФ
и НАДФН, образованных в световой фазе фото-
синтеза, вызывая тем самым “перегрузку” ЭТЦ
хлоропластов, фотоокисление хлорофилла и сни-
жение его содержания, объясняя таким образом
наблюдаемый хлороз листьев [3]. На основании
этих исследований был сделан вывод, что в нега-
тивных эффектах длинных фотопериодов на рас-
тения томата определенную роль может играть уг-
леводный обмен. У растений перца в тех же усло-
виях влияние фотопериода на углеводный обмен
не наблюдалось и это может объяснять их бóль-
шую, чем томатов, устойчивость к СL [48].

В одной из недавних работ показана возмож-
ность выращивания растений огурца (сорт Bon-
well RZ F1 mini) в течение всего продукционного
цикла с использованием дополнительного осве-
щения светодиодными лампами, обеспечиваю-
щего 24-часовой фотопериод [69]. В отсутствие
хлороза урожай растений, выращенных в услови-
ях СL, был сходен с контролем, но экономически
такой режим был более выгодным, т.к. позволил
сократить не только начальные затраты на осве-
тительные приборы, но и операционные затраты
за счет перераспределения освещения на ночное
время, когда стоимость электроэнергии ниже
благодаря ночным тарифам. В отличие от огурца,
в таких же условиях у растений томата развивался
хлороз листьев. Авторы подчеркивают, что эти
две важные тепличные культуры (томат и огурец)
по-разному реагируют на схожие световые условия,
что возможно связано с различиями в их углевод-
ном обмене, а именно в процессе экспорта углеро-
да. У томата основным транспортным углеводом
является сахароза, а у огурца − раффиноза и стахи-
оза [70, 71]. Кроме того, у томатов работает меха-
низм апопластной загрузки флоэмы, в то время
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как у огурца происходит симпластная загрузка.
Эти два механизма существенно отличаются,
причем апопластная загрузка флоэмы представ-
ляет собой более сложный путь с участием фер-
ментов и транспортеров, являющихся потенци-
альными пунктами регуляции [70, 72], а сим-
пластная загрузка флоэмы более “рудиментарна”
с минимальным уровнем регуляции [71]. Благода-
ря разнице в способе загрузки флоэмы и образо-
ванию раффинозы и стахиозы огурец отличается
быстрым экспортом недавно связанного углеро-
да, сводя тем самым к минимуму накопление уг-
леводов (крахмала) в листьях [73]. Следовательно,
при обсуждении избыточного накопления угле-
водов в листьях в условиях СL и его потенциаль-
ных последствий нельзя упускать из виду ско-
рость оттока сахаров из листьев. Предполагается,
что у огурца избыточное накопление сахаров про-
является в меньшей степени, чем у томата, имен-
но благодаря высокой скорости экспорта, что де-
лает огурец более устойчивым к СL [69].

Интересная серия опытов для проверки обсуж-
даемой гипотезы была проведена на растениях ба-
клажана, которые выращивали при СL, но лишая
их СО2 в атмосфере на 6 или 12 ч ежесуточно [32].
В отсутствие СО2 в атмосфере в течение 12 ч, крах-
мала и гексоз накапливалось меньше, чем при по-
стоянном присутствии СО2 и хлороз листьев не
развивался. Содержание крахмала и сахарозы в ва-
рианте с 6-часовым отсутствием СО2 было проме-
жуточным и хлороз развивался на 4 дня позже,
чем у растений, не испытывавших дефицита СО2.
Уменьшение времени снабжения СО2 привело с
снижению фотосинтетической активности ли-
стьев, несмотря на то что уровень освещенности
был постоянным. В этой ситуации накопление
крахмала в хлоропластах до критического уровня
заняло больше времени. В результате опытов был
сделан вывод, что дестабилизация углеводного
обмена и последующее накопление фотоассими-
лятов в листьях, в частности крахмала, может иг-
рать основную роль в развитии хлороза при длин-
ных фотопериодах [32].

Помимо прочего, накопление углеводов в
условиях СL может вызывать нарушения и повре-
ждения в растениях вследствие усиления генерации
АФК [5]. В разных условиях накопление углеводов
ассоциируется с подавлением фотосинтеза, в том
числе при длительной экспозиции при высокой
концентрации СО2 [74], дефиците магния [75],
сахарной подкормке [76] и мутациях, влияющих
на обмен углеводов [62, 63]. Фотосинтетическая
регуляция, включающая подавление фотосинтеза
и ретроградный сигнальный путь − это ряд кратко-
срочных и долгосрочных адаптационных измене-
ний, которые оказывают на фотосинтез регулирую-
щее воздействие таким образом, что образование
АТФ и НАДФН в световых реакциях сбалансиро-

вано со скоростью их утилизации, предотвращая
сверхвосстановление компонентов хлоропласт-
ной ЭТЦ [77]. Накопление углеводов, вызванное
CL, ведет к чрезмерному восстановлению акцеп-
торов электронов, в результате чего фотосинтети-
ческая ЭТЦ передает электроны на молекулярный
кислород, генерируя АФК, вызывающие окисли-
тельное повреждение [5, 75]. С другой стороны,
растворимые сахара, такие как сахароза, глюкоза
и фруктоза, когда они присутствуют в более высо-
кой концентрации, могут нейтрализовать АФК и
предотвращать фотоповреждения за счет сниже-
ния окислительного пентозофосфатного пути и
усиления биосинтеза аскорбиновой кислоты и
каротиноидов [78].

Ретроградные сигналы (от пластид к ядру) ока-
зывают регулирующее воздействие на экспрес-
сию генов PhANGs (photosynthesis-associated nuclear
genes), направленное на согласование потребно-
стей и состояния хлоропластов [79, 80]. Недавние
исследования показывают, что ретроградный
сигнальный путь пересекается с сетью светового
сигналинга [81–83]. Например, на дисфункцио-
нальных хлоропластах показано, что пластидный
сигнал может перенаправить световой сигнал так,
что вместо индукции экспрессии происходит ре-
прессия некоторых генов, ассоциированных с фо-
тосинтезом. Отчасти это может объяснять влияние
спектрального состава света [3, 7, 16, 33, 84, 85] на
степень повреждений, вызванных СL.

Таким образом, логично предположить, что
СL изменяет редокс-состояние компонентов ЭТЦ
хлоропластов, как следствие накопления углево-
дов и сверхвосстановления акцепторов электронов,
приводя к подавлению фотосинтеза и развитию
фотоповреждений листьев [20]. В подтверждение
развития окислительного стресса у растений в
условиях СL в ряде работ был показан более вы-
сокий уровень активности антиоксидантных
ферментов при выращивании растений в усло-
виях 24-часового фотопериода по сравнению с
обычными фотопериодами [24, 34, 86].

Еще один возможный путь влияния избытка
крахмала на фотоповреждения растений связан с
тем, что на углеводный обмен оказывает влияние
циркадная ритмика [87–89]. Высказано предпо-
ложение, что у растений, выращиваемых в усло-
виях СL, непрерывное поступление сахарозы мо-
жет нарушать синхронизацию циркадных ритмов
побегов и корней [90].

ДАННЫЕ, НЕ ПОДДЕРЖИВАЮЩИЕ 
ГИПОТЕЗУ О ГИПЕРАККУМУЛЯЦИИ 

КРАХМАЛА КАК ОСНОВНОЙ ПРИЧИНЕ 
ФОТОПОВРЕЖДЕНИЯ ЛИСТЬЕВ

В предыдущем разделе приведены примеры
работ, в которых появление хлороза, по мнению
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авторов, прямо или косвенно было обусловлено
избыточным накоплением крахмала и/или дру-
гих углеводов. Однако, анализ литературы пока-
зывает, что точно также имеется значительное
количество работ, результаты которых позволяют
высказывать гипотезы, отводящие накоплению
углеводов второстепенную роль в развитии хло-
роза в условиях длинных фотопериодов или даже
вообще отрицающие их участие. Так, например, у
растений огурца в условиях СL признаки хлороза
отмечались через 4 нед., а через 5 нед. наблюдался
сильный хлороз и некроз листьев [38]. Однако со-
держание крахмала в пробах, взятых через 4 и 5 нед.
СL было даже ниже, чем в листьях растений, вы-
ращиваемых при 18-часовом фотопериоде. Эти
данные не поддерживают гипотезу о гиперакку-
муляции углеводов как причине развития хлоро-
за, но сами авторы не исключают, что это может
быть связано с тем, что пробы были взяты на до-
вольно поздних стадиях развития повреждений, а
содержание углеводов до появления хлороза не
анализировалось.

В листьях картофеля ассимиляция СО2 и содер-
жание крахмала сильно снижались после появле-
ния повреждений, вызванных СL [42]. Отмечено,
что в первые 5 сут в условиях СL при постоянной
температуре сохранялась нормальная структура
хлоропластов, способность к фотосинтезу и син-
тезу крахмала, но затем большие участки листьев
резко теряли способность к ассимиляции СО2,
поддержанию резервов крахмала и сохранению
целостности мембран хлоропластов [43]. При
этом структура хлоропластов в отдельных участ-
ках листа заметно деградировала до появления
видимых признаков повреждения. Кроме того,
было показано [42, 43], что снижение ассимиляции
СО2 листьями картофеля не было связано с ограни-
чениями со стороны устьиц. Следовательно, асси-
миляция СО2 могла снижаться вследствие того,
что большие участки листьев утрачивали способ-
ность к фотосинтезу, а не из-за ограниченного га-
зообмена. Уменьшение ассимиляции СО2, содер-
жания крахмала и нарушение целостности мем-
бран хлоропластов, проявившиеся на 6 или 7 сут,
были самыми ранними событиями, четко ассоци-
ированными с появлением повреждений. Инте-
ресно, что полная потеря функций хлоропластов
на большой площади листа картофеля никак не
отразилась на процессе роста листа. В условиях
СL у поврежденных листьев увеличение площади
происходило с такой же скоростью и до такого же
размера, как у неповрежденных листьев [42].

Изучение чувствительных и устойчивых к СL
сортов картофеля показало, что у чувствительных
сортов скорость фотосинтеза и биомасса расте-
ний в условиях СL были значительно ниже, чем у
устойчивых сортов, но при этом концентрация
крахмала у них была в 10 раз меньше [42]. Однако,

по концентрации растворимых сахаров две груп-
пы сортов не различались. Эти результаты пока-
зывают, что более низкая скорость ассимиляции
СО2 и торможение роста у чувствительных сортов
не связаны с избыточным накоплением углево-
дов в листьях.

В серии работ на томате авторы [24, 25] наблю-
дали нарушение суточной динамики содержания
углеводов в условиях CL. При 24-часовом фотопе-
риоде уровень содержания сахаров практически не
менялся в суточном цикле из-за непрерывного по-
ступления фотоассимилятов, что может быть связа-
но с ингибированием под влиянием света активно-
сти ферментов, расщепляющих углеводы [91].
Однако гипераккумуляции углеводов при этом не
происходило, что позволило предположить, что
снижение скорости фотосинтеза и повреждение
листьев при СL не были связаны с накоплением
углеводов. Снижение скорости фотосинтеза у
растений томата в условиях СL при постоянной
температуре было вызвано не закрытием устьиц и
накоплением углеводов, а уменьшением карбок-
силирования и регенерации РБФК/О [25]. Выра-
щивание томата в условиях СL с применением
переменных температур дня и ночи (термоперио-
да) с градиентом 10°С значительно снижало сте-
пень повреждения листьев, однако содержание
углеводов в них было сопоставимо или даже вы-
ше, чем у растений, выращенных при постоянной
температуре, у которых развивался сильный хло-
роз [25].

В работах с использованием монохроматиче-
ского света было показано, что СL синим светом
приводило к развитию сильного хлороза листьев
томата [92]. При этом содержание крахмала и рас-
творимых сахаров в листьях этих растений было
ниже, чем у растений с более слабой степенью
хлороза (при облучении монохроматическим
красным светом или красно-синими светодиод-
ными лампами). В серии опытов с использовани-
ем монохроматического света разных спектров и
разных соотношений (1 : 1, 1 : 3) красного и сине-
го спектров линейный регрессионный анализ
между такими показателями как доля площади
хлоротичных участков листьев и содержанием
крахмала и растворимых сахаров через 14 дней
действия СL показал отсутствие корреляции, ука-
зывая на то, что разная степень хлороза не объяс-
няется различиями в содержании углеводов. При
этом была выявлена высокая корреляция (коэффи-
циенты детерминации 0.88−0.95) между содержа-
нием глюкозы и фруктозы и степенью эпинастии
листьев. На основании полученных данных, авто-
ры [92] пришли к заключению, что хлороз листьев
и эпинастии, возникающие в условиях СL явля-
ются двумя типами ответных реакций растений,
не связанными друг с другом и управляемыми
разными механизмами. Кроме того, в этих рабо-
тах [25, 92] было показано, что степень хлороза
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листьев не коррелирует с содержанием H2O2 и

скоростью генерации , что в противополож-
ность ранее высказанным предположениям ис-
ключает их непосредственное участие в развитии
фотоповреждений листьев.

Надо отметить, что в работах, подтверждаю-
щих гипотезу о гипераккумуляции крахмала как
причине фотоповреждений листьев у чувстви-
тельных видов [11, 15, 18, 32], поддержание оди-
накового уровня освещенности в вариантах опы-
тов с разной продолжительностью фотопериода
привело к различиям в интеграле дневного осве-
щения (ИДО) (ИДО = фотопериод _ ФАР). Расте-
ния, выращенные в условиях СL, суммарно полу-
чали больше света в день, что могло увеличить
скорость фотосинтеза и привести к большему на-
коплению углеводов в листьях по сравнению с
растениями, получающими меньший ИДО. В ра-
ботах на томате [24, 46], огурце [38] и картофеле
[42], где ключевая роль углеводов в развитии фо-
топовреждений поставлена под вопрос, сохра-
нялся один и тот же ИДО за счет использования
разных уровней освещенности в вариантах опыта
с разными фотопериодами. Возможно, различия
в постановке экспериментов могут частично объ-
яснить несовпадение результатов и выводов. В
наших экспериментах было показано [31], что
при разном ИДО растения томата и огурца в усло-
виях 24-часового фотопериода имели значения
сухой массы листа на единицу площади (LMA, от
англ. Leaf Mass per Area) на 31 и 14% выше, чем при
14-часовом фотопериоде, соответственно. При
этом содержание хлорофилла снижалось на 38 и
24% и наблюдался хлороз листьев. В опытах, ко-

2O− 
гда ИДО был одинаковым, у томата значения
LMA в условиях СL были ниже на 25% по сравне-
нию с 14 ч фотопериодом, а у огурца не изменя-
лись. При этом также наблюдался хлороз и содер-
жание хлорофилла при СL было ниже на 27% у
обоих видов. Следовательно, деградация хлоро-
филла и развитие хлороза листьев происходили
независимо от накопления углеводов в листьях, о
чем можно косвенно судить по значениям LMA.
В серии экспериментов со взрослыми растения-
ми томата и баклажана мы имели возможность
измерить LMA у хлоротичных и зеленых (без при-
знаков хлороза) листьев, находящихся в условиях
СL [30]. Наличие зеленых листьев связано с суще-
ствованием возрастной изменчивости в чувстви-
тельности растений к СL. Взрослые растения ста-
новятся менее чувствительными и хлороз листьев
не развивается (рис. 2). Значения LMA у хлоро-
тичных листьев были на 45 и 12% выше у томата и
баклажана по сравнению с 16-часовым фотопери-
одом (при разном ИДО). Содержание хлорофилла
при этом было на 30 и 23% ниже, соответственно.
В этих же условиях у зеленых листьев томата и ба-
клажана значения LMА были в 2 и 1.5 раза, соот-
ветственно, выше таковых при 16-часовом фото-
периоде. Содержание хлорофилла было ниже на
19 и 15% у томата и баклажана, но признаков хло-
роза и некроза не наблюдалось. Таким образом, и
в этих опытах не наблюдалось связи между на-
коплением углеводов в листьях и развитием фо-
топовреждений.

Исследования с использованием молекуляр-
но-биологических методов показали, что устой-
чивость к СL у дикого томата обусловлена геном

Рис. 2. Растение баклажана, выращенное в течение 3 недель при 16-часовом фотопериоде и затем в течение 4 недель в
условиях 24-часового фотопериода и постоянной температуры 23°С.
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LHCB type III CAB-13, связь которого с углевод-
ным обменом не установлена [19]. Этот ген коди-
рует белок светособирающего комплекса ФС I.

Вместо подавления процесса фотосинтеза по
принципу обратной связи у растений, выращивае-
мых в условиях СL, высокая концентрация сахаров
может быть триггером старения [5]. Было высказа-
но предположение, что повреждения, вызванные
СL, имеют признаки ускоренного старения [17, 43].
СL вызывает повышение концентрации сахаров и
этилена – потенциальных триггеров старения ли-
стьев [93, 94]. Однако заметим, что гипотеза, пред-
полагающая, что высокие концентрации сахаров
запускают старение листьев, противоречива. В об-
зоре [95] рассмотрены две гипотезы: первая о том,
что программируемая клеточная гибель может
быть вызвана углеводным голоданием листьев и,
вторая – накоплением углеводов в клетках ли-
стьев. Но ни одна из них не нашла достаточного
экспериментального подтверждения [5].

Развитие симптомов повреждений при СL в
листьях чувствительных сортов картофеля дей-
ствительно напоминает процесс старения, когда
основные белковые и углеводные компоненты
листа деградируют и продукты их распада переме-
щаются в другие части растения [96]. Возможно, что
симптомы повреждений, вызванных СL, сходны с
другими похожими на старение событиями, осо-
бенно теми, которые индуцированы разными ви-
дами стресса, поскольку хорошо известно, что
стресс может привести к быстрой утрате фото-
синтетической способности, потере содержания
крахмала, появлению некроза и старению тканей
листа. Нельзя также исключить, что все симпто-
мы повреждений, описываемые при действии на
растения СL на самом деле носят вторичный ха-
рактер и обусловлены каким-то пока не установ-
ленным первичным событием.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В условиях CL растения попадают в ситуацию,
с которой они не встречаются в природных усло-
виях. В противоположность естественному фото-

периоду, включающему чередование дня и ночи в
суточном цикле, CL обеспечивает непрерывное
поступление световой энергии, необходимой для
фотосинтеза, вызывает постоянное фотоокисли-
тельное воздействие и постоянное сигнальное
воздействие на фоторецепторы (если в какой-то
момент не произойдет их десенситизация), а так-
же может приводить к рассогласованию внутрен-
них (циркадных) биоритмов с внешним циклом
свет/темнота (циркадная асинхрония) (рис. 3).
Поскольку влияние энергетического и сигнального
компонентов CL на растения происходит одновре-
менно, то однозначно определить какой из них яв-
ляется первопричиной повреждения листьев, за-
труднительно. Энергетический компонент может
вызывать повреждения, приводя к углеродному
дисбалансу и в результате фотоокислению. Сиг-
нальный компонент также может играть важную
роль в развитии повреждений, на что указывает
тот факт, что при выращивании растений в усло-
виях термопериода (переменных суточных тем-
ператур) у чувствительных растений степень хло-
роза намного ниже или он не развивается вообще
[3, 4, 25, 26, 33, 43, 97–99]. Участие циркадной
асинхронии в развитии фотоповреждений листьев
под влиянием CL также находит в последние годы
все новые подтверждения [5, 20]. Наконец, не ис-
ключено, что хлороз, наблюдаемый в условиях CL у
некоторых чувствительных к избыточному свету
видов растений, может быть проявлением супрес-
сированной светозависимой хлорофиллдефект-
ности [28].

В целом, анализ имеющихся литературных и
собственных данных приводит нас к выводу, что
поскольку влияние разных компонентов (состав-
ляющих) CL на растения происходит одновре-
менно, то наиболее вероятно, что все они участ-
вуют в той или иной степени в фотоповреждении
листьев. Хотя в каждой конкретной ситуации
удельный вклад любого из них может существенно
варьировать, в зависимости от биологических осо-
бенностей объекта (вида, сорта, генотипа) и/или от
условий внешней среды. Поэтому накопление угле-
водов не может, на наш взгляд, рассматриваться в
качестве главной и тем более единственной причи-

Рис. 3. Предполагаемые механизмы, обуславливающие подавление фотосинтеза и повреждение листьев растений в
условиях круглосуточного освещения (по Velez-Ramirez et al., 2011, с модификациями).

Круглосуточное
освещение

Энергетический
компонент

Сигнальный
компонент

Накопление
углеводов

Циркадная
асинхрония

Накопление
АФК

Сверхвосстановление
акцепторов
электронов

Фотоокислительное
повреждение

Старение

Подавление
фотосинтеза

Хлороз
листьев



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 2  2023

ВОЗМОЖНЫЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ ФОТОПОВРЕЖДЕНИЯ 155

ны повреждения листьев растений в условиях CL
и длинных фотопериодов. Но и исключать роль
этого фактора в появлении и развитии фотопо-
вреждений листьев тоже нельзя.

Следовательно, установление причин, опреде-
ляющих появление и развитие повреждений ли-
стьев у растений в условиях CL является сложной
и многоплановой задачей, требующей продолже-
ния исследований. Очевидно, что ее решение бу-
дет иметь не только важное фундаментальное, но
и прикладное значение, т.к. понимание биологи-
ческой природы данного феномена получит свое
отражение в сельскохозяйственной и растение-
водческой практике, в частности, при выращива-
нии в условиях контролируемой внешней среды
овощных, цветочных и декоративных растений,
масштабы производства которых во всем мире
постоянно растут.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований в рамках научного проекта № 20-
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научного оборудования Центра коллективного
пользования Федерального исследовательского
центра “Карельский научный центр Российской
академии наук” в рамках государственного зада-
ния КарНЦ РАН (FMEN-2022-004).
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Зеленые глобулярные тела (от англ. green globular bodies, GGB) представляют собой особые побеги –
пропагулы, формирующиеся при культивировании тканей растений in vitro. Благодаря высокой
скорости размножения, GGB считаются экономически выгодными для регенерации in vitro важных
пищевых и декоративных папоротников. Кроме того, размножение с использованием этих мери-
стемных структур открывает большие перспективы сохранения редких или находящихся под угрозой
исчезновения папоротников. Ткани GGB можно использовать для долгосрочного хранения мето-
дом криоконсервации клеточных культур in vitro. В обзоре представлено современное состояние ис-
следований по размножению папоротников in vitro через регенерацию GGB. Рассмотрены понятие
GGB и этапы их развития. Обсуждаются условия для введения в культуру in vitro GGB, их инициа-
ции, пролиферации, дифференциации, а также укоренения и акклиматизации спорофитов. Особое
внимание уделено влиянию на эффективность размножения GGB состава питательных сред.

Ключевые слова: зеленые глобулярные тела, культура in vitro, папоротники, спорофит, эксплант
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ВВЕДЕНИЕ

Папоротники (монилофиты) и ликофиты со-
ставляют около 4% всех растений Земли. Среди
папоротников представлены виды, обладающие
экономической, лекарственной, пищевой и био-
технологической ценностью [1‒5]. Некоторые
виды могут быть использованы в качестве биоин-
дикаторов радиационного загрязнения или для
фиторемедиации, поскольку способны извлекать
из почвы и накапливать в своих тканях вредные
для окружающей среды вещества [6‒10]. Большое
число видов папоротников находится под угрозой
исчезновения из-за разрушения и загрязнения
местообитания, бесконтрольного сбора, внедре-
ния инвазивных видов и изменения климатиче-
ских условий. Многие виды папоротников вклю-
чены в национальные и региональные Красные

книги [11, 12]. Получение таких меристемных
структур как зеленые глобулярные тела (от англ.
green globular body, GGB) для дальнейшего массо-
вого размножения спорофитов in vitro является
перспективным и наиболее экономически выгод-
ным для сохранения и воспроизводства хозяй-
ственно-значимых, декоративных, редких или
находящихся под угрозой исчезновения видов
папоротников, а также для выведения их новых
разновидностей [13, 14].

Цель обзора − обобщение информации о GGB
как системе размножения папоротников в куль-
туре in vitro.

ПОНЯТИЕ GGB И ЭТАПЫ ИХ РАЗВИТИЯ
Меристемные структуры, о которых пойдет

речь, впервые были описаны в 1987 г. в публика-
ции по микроразмножению папоротника Nephro-
lepis cordifolia (L.) C. Presl Higuchi с соавторами [13].
В этой системе размножения впервые применяли
термин “green globular body” (GGB). Меристемные
многоклеточные тела были использованы в каче-
стве промежуточной стадии для размножения перед
получением спорофитов, а органогенез GGB кон-
тролировался единственным регулятором роста –
6-бензиламинопурином (БАП). Позднее, в 1989 г.

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330322600498 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: МС ‒ полный состав минеральной основы
МС-среды, 1/2МС ‒ половинная концентрация мине-
ральной основы МС-среды, 1/4МС ‒ 1/4 концентрация
минеральной основы МС-среды, 1/8МС ‒ 1/8 концентра-
ция минеральной основы МС-среды, 3/4МС ‒ 75% кон-
центрация минеральной основы МС-среды, GGB ‒ зеле-
ные глобулярные тела (green globular body).

УДК 581.1
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в статье Higuchi и Amaki был опубликован прото-
кол по размножению in vitro папоротника Aspleni-
um nidus L., для которого была использована та же
система [15]. Учеными было отмечено несколько
преимуществ использования GGB для размноже-
ния папоротников: возможность легко контроли-
ровать ход органогенеза во время этапов культи-
вирования, просто добавляя или удаляя регулятор
роста растений, а также высокие коэффициенты и
скорость размножения [16‒18]. Последнее утвер-
ждение обусловлено тем, что материнские и до-
черние GGB могли участвовать в одновременном
формировании следующего вегетативного поко-
ления [19].

По мнению Amaki и Higuchi, инициированная
структура (GGB) функционально подобна прото-
корму орхидей [16], поскольку у обоих были мощ-
ные центры клеточного деления (клетки меристе-
мы), которые регенерировали в придаточные по-
беги [15]. Однако протокормы представляют собой
образующиеся спонтанно, свободно растущие
многоклеточные комплексы, тогда как GGB не
формируются на частях тканей экспланта до тех пор,
пока не происходит инициация в культуре in vitro.
Согласно другим исследователям, GGB имеют
схожие с каллусом морфологические черты, так
как функционально являются частью меристемы,
в которой агрегированы зачатки побегов [20]. Тем
не менее, формирование каллуса и регенерация
побега – это две разные стадии в культуре тканей
растений, образования одного каллуса недоста-
точно для регенерации побегов в отличие от GGB.
Предполагают, что GGB представляют собой лу-
ковички, выводковые почки или меристематиче-
ские узелки [19, 21‒23]. В публикации 2021 г.
GGB назвали особым побегом ‒ пропагулой,
инициируемой в системах культивирования рас-
тений in vitro [14]. Интересно, что GGB, происхо-
дящие от разных видов папоротников, проявляли
отличительные особенности с точки зрения ско-
рости роста, внешнего вида и размера [17, 19, 24].
Тем не менее, эти структуры окрашены в зеленый
цвет из-за наличия хлорофилла в клетках и имели
округлую форму, напоминающую стеклянные
бусинки. При этом оттенки зеленого варьировали
от коричнево- и желто-зеленого до ярко- и тем-
но-зеленого [17, 22, 24, 25]. В процессе развития
GGB были связаны с материнской меристемной
тканью через корнеобразные структуры – блед-
но-коричневые ризоиды [14, 17, 24]. Иногда на
поверхности некоторых культур GGB помимо
этих ризоидов, можно было увидеть чешуйчатые
или трихомоподобные структуры [14, 17, 21, 24, 25].

Однако исследователи детально не рассматри-
вали цито- и гистологическое происхождение
GGB. Наиболее общей чертой GGB является то,
что они содержат области множественных кле-
точных делений во внутренних тканях и/или в

эпидермальном слое самих GGB [13, 16], а также
развивающиеся проводящие ткани внутри [14].

Этапы развития GGB можно наблюдать под
бинокуляром. Процесс инициации начинается с
формирования твердой массы зеленой меристем-
ной ткани на экспланте. По одним данным она
напрямую связана с основной системой сосуди-
стых пучков эксплантов, однако эта связь исчеза-
ла после развития GGB [19]. По другим данным,
между ними не было обнаружено соединяющей
их проводящей ткани. Вместо этого связь между
тканью и эксплантом обеспечивали клетки, кото-
рые выглядели инвазивными в тканях экспланта
[14]. Следующий этап – это непосредственно
пролиферация GGB. В это время одиночное тело
едва различимо, оно не отделяется от зеленой
массы, либо отделяется с трудом. Его верхняя
часть имеет плоскую или куполообразную форму
[25]. Тем не менее, возникшие множественные
меристематические области отчетливо видны на
поверхности или во внутренней части GGB. Впо-
следствии развившиеся GGB легко отделяются от
основной массы и способны дифференцировать-
ся в спорофиты [17, 26]. Это проявлялось в виде
удлинения тела и появления выступа на поверх-
ности GGB. Чем больше развивалось спорофитов,
тем меньше площади поверхности GGB остава-
лось для мест активного деления и размножения
клеток меристем. Как только масса GGB оказы-
валась полностью покрыта регенерированными
спорофитами, одиночный GGB деформировался
и прекращал дальнейшее размножение [17]. Про-
цессы пролиферации и дифференциации чаще
всего накладывались друг на друга, поскольку
шли одновременно [14]. Есть мнение, что способ-
ность к самостоятельному формированию на-
чальной многопобеговой меристемы GGB одина-
кова лишь на начальной стадии побегообразования
in vitro, а впоследствии качественные и количе-
ственные показатели различаются при одинако-
вых условиях для разных видов [19].

Способ пролиферации GGB у разных видов
папоротников может отличаться. Например, ме-
ристемы могут быть локализованы во внутренней
части GGB, окружая центральную систему сосу-
дистого пучка, при этом каждая меристема связа-
на с сосудистой системой. С развитием меристе-
матических тканей в GGB некоторые меристемы
выходят на поверхность, и каждый выступ фор-
мирует новый GGB [13]. С другой стороны, кле-
точные деления могут активизироваться и на пе-
риферии GGB [13, 15]. При этом на поверхности
GGB зарождаются многочисленные меристемы,
некоторые из которых формируют новые GGB [15].
Иногда эти способы пролиферации могут соче-
таться [14].

Отдельный GGB обладает двумя важными об-
ластями меристемы: апикальной меристемой в
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верхней части и корневой меристемой в нижней
части. Во время стадии дифференциации апи-
кальная меристема преобразуется в молодой по-
бег, а корневая меристема дает начало корням
или нескольким корнеобразным структурам, в
результате чего один GGB всегда формирует один
спорофит [24, 25]. Следует отметить, что в процессе
регенерации спорофитов из GGB исследователями
также было отмечено несколько примеров спон-
танной апоспории с образованием гаметофитов,
соответствующих гаметофитам, продуцируемым
из спор [21, 25].

Все растения, полученные с помощью этой си-
стемы размножения in vitro, были фенотипически
однородными и соответствовали фенотипу расте-
ний-доноров [15, 16, 21, 46]. Фенотипическую од-
нородность проверяют путем сравнения морфо-
логических признаков папоротников-доноров и
папоротников, полученных в результате размноже-
ния in vitro через регенерацию GGB, акклиматизи-
рованных и выращенных в тепличных условиях.

Принято считать, что регенерация через систему
GGB в условиях in vitro является уникальной си-
стемой для размножения папоротников [13, 24].
Однако есть информация, что подобные GGB
структуры наблюдали у трех видов цветковых рас-
тений [27‒29].

В качестве наглядного примера на рисунке 1
показаны группы GGB трех видов папоротников:
Matteuccia struthiopteris (L.) Tod., Polystichum craspedo-
sorum (Maxim.) Diels. и Aleuritopteris kuhnii (Milde)
Ching, а также отдельные стадии формирования
GGB и спорофитов на примере M. struthiopteris.

ЭКСПЛАНТЫ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ GGB
На данный момент известно о 24 видах папо-

ротников, принадлежащих к 11 семействам, раз-
множенных через регенерацию GGB (табл. 1).

В качестве донора для получения GGB ряд ав-
торов использовали спорофиты из природных
популяций, коллекций ex situ и коммерческого

Рис. 1. Размножение папоротников в культуре in vitro через регенерацию зеленых глобулярных тел (green globular bod-
ies, GGB): а ‒ GGB Matteuccia struthiopteris; б ‒ GGB Polystichum craspedosorum; в ‒ GGB Aleuritopteris kuhnii; г ‒ начало
развития GGB на экспланте M. struthiopteris. Стрелка указывает на формирующуюся меристему; д ‒ одиночный GGB
M. struthiopteris; е, ж, з ‒ дифференциация GGB M. struthiopteris. Стрелками отмечены выступы на GGB; и ‒ спорофиты
M. struthiopteris, развившиеся из GGB. а‒и: масштаб 1 мм.

(б) (в)

(г)

(ж) (з) (и)

(д) (е)

(a)
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Таблица 1. Регенерация различных видов папоротников в культуре in vitro посредством GGB

Семейство Вид Эксплант
Продуцирование GGB

Ссылка
% г шт

Aspleniaceae Asplenium delavayi (Franch.) 
Copel. 
(=Sinephropteris delavayi 
(Franch.) Mickel)

Вайя молодого спорофита 30 – –  [30]

Aspleniaceae Asplenium nidus L. Сегмент корневища 100 – –  [15, 16]

Aspleniaceae Asplenium nidus L.
(=Neottopteris nidus (L.) J. Sm.)

Молодой спорофит in vitro 100 – –  [38]

Aspleniaceae Asplenium scolopendrium var. 
americanum (Fernald) Kartesz 
& Gandhi

Молодой спорофит 84 – –  [39]

Athyriaceae Athyrium niponicum (Mett.) 
Hance

Сегмент корневища 
молодого спорофита
in vitro

– 0.171 –  [37]

Athyriaceae Diplazium nipponicum Tgawa Сегмент корневища – 2.27 –  [31]

Blechnaceae Blechnum spicant (L.) Roth Сегмент корневища
ювенильного спорофита
in vitro

– – –  [35]

Dennstaedtiaceae Pteridium aquilinum (L.) Kuhn – – – –  [14]

Dryopteridaceae Polystichum craspedosorum 
(Maxim.) Diels.

Молодой спорофит in vitro – – 20.2  [26]

Dryopteridaceae Rumohra adiantiformis
“Florida”

Сегмент корневища – – –  [16]

Cibotiaceae Cibotium barometz (L.) J. Sm. Ювенильный спорофит
in vitro

86.67 – –  [25]

Nephrolepidaceae Nephrolepis cordifolia (L.) C. 
Presl

Сегмент корневища 73.3 – –  [13, 16]

Nephrolepidaceae Nephrolepis exaltata (L.) Schott Сегмент корневища – – 8  [42]

Nephrolepidaceae Nephrolepis exaltata (L.) Schott Сегмент корневища 100 – –  [32]

Nephrolepidaceae Nephrolepis exaltata Schott cv. 
bostoniensis

Сегмент корневища – – –  [23]

Nephrolepidaceae Nephrolepis exaltata
“Bostoniensis Murano”

– – – –  [49]

Onocleaceae Matteuccia struthiopteris (L). 
Tod.

Боковые побеги 
на корневище

78.8 – –  [22]

Onocleaceae Matteuccia struthiopteris (L). 
Tod.

Молодой спорофит – – –  [46]

Onocleaceae Matteuccia struthiopteris (L). 
Tod.

– 98.24 – –  [47]

Polypodiaceae Drynaria roosii Nakaike Сегмент ювенильного 
спорофита in vitro

– – –  [48]

Polypodiaceae Platycerium bifurcatum (Cav.) 
C. Chr.

Вайя ювенильного 
спорофита in vitro

90 – –  [21]
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ассортимента папоротников [15, 22, 30‒34]. В
этом случае требовалась подготовка растительного
материала: обрезка и предварительная его промыв-
ка, поскольку сопутствующее загрязнение и/или
лишние ткани могли затруднить процесс обра-
ботки стерилизующими агентами для последую-
щего введения в культуру in vitro. В случае исполь-
зования спорофитов, полученных в асептических
условиях от гаметофитов in vitro, этап с поверх-
ностной стерилизацией тканей исключался [14,
15, 17, 19‒21, 24‒26, 35‒38].

Эксплантами для получения GGB могут слу-
жить различные части зрелых спорофитов: вайи,
листочки с вай или их отдельные сегменты, вер-
хушки и отводки укореняющихся побегов, сег-
менты черешка, сегменты корневища, придаточ-
ных корней и части их боковых побегов [13, 15, 16,
19, 20, 22, 23, 31‒34, 37, 39‒42]. Ряд авторов ис-
пользовали в качестве эксплантов для получения
GGB целые ювенильные, молодые спорофиты и
их отдельные части [14, 21, 24‒26, 30, 35, 39, 41,
43]. Самую низкую способность к образованию
GGB имели кончики корней ювенильного споро-

фита Polypodium cambricum: в основном на этом
типе экспланта развивались гаметофиты [41].

Некоторые исследователи гомогенизировали
ткани вайи или корневища для более активного
образования GGB [40, 41]. Однако в этом случае
имелся ряд недостатков: необходимо было учиты-
вать размер эксплантов и выбирать относительно
молодые растения-доноры. Тем не менее, гомоге-
низация оказалась эффективной в стимулировании
размножения посредством GGB in vitro [19, 40, 41].

ИНИЦИАЦИЯ И ПРОЛИФЕРАЦИЯ GGB

Для поверхностной стерилизации эксплантов
исследователи применяли различные стерилизу-
ющие агенты. Например, использование 70%
этилового спирта с различным временем обра-
ботки было наиболее популярным [15, 31, 32, 42,
39]. В ряде работ использовали 1% гипохлорит
кальция [13], 1% гипохлорит натрия [31, 42],
0.025% [22] и 0.1% HgCl2 [30], стрептомицин [42].
Иногда использовали растворы коммерческих
отбеливателей в различных концентрациях: 15%

Примечание: Прочерк “–” означает отсутствие информации.

Polypodiaceae Platycerium bifurcatum (Cav.) 
C. Chr.

Вайя ювенильного 
спорофита in vitro

95.56 – –  [17]

Polypodiaceae Platycerium grande (A. Cunn.) 
J. Sm.

Вайя ювенильного 
спорофита in vitro

27.1 – –  [43]

Polypodiaceae Platycerium willinckii T. Moore Вайя ювенильного 
спорофита in vitro

58.3 – –  [43]

Polypodiaceae Polypodium cambricum L. Ювенильный спорофит
in vitro

80 – –  [41]

Pteridaceae Adiantum capillus-veneris L. Листочек с вайи – – –  [33]

Pteridaceae Adiantum capillus-veneris L. Свернутая вайя “улитка” – – –  [34]

Pteridaceae Adiantum raddianum
“Fritz Luthi”

Сегмент корневища 100 – –  [16]

Pteridaceae Pteris aspericaulis var. tricolor 
Moore in Lowe

Ювенильный спорофит
in vitro

90 – –  [24]

Pteridaceae Pteris cretica “Wilsonii” Сегмент корневища – 0.01 –  [20]

Pteridaceae Pteris ensiformis Burm. Сегмент корневища
ювенильного спорофита
in vitro

– – –  [35]

Pteridaceae Pteris ensiformis “Victoriae” Сегмент корневища 100 – –  [16]

Woodsiaceae Woodsia alpina (Bolton) Gray Молодой спорофит in vitro – – –  [36]

Семейство Вид Эксплант
Продуцирование GGB

Ссылка
% г шт

Таблица 1. Окончание
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(5.25% гипохлорит натрия) [23], 10% [32], 1 : 20
(содержание хлора 0.26%) [39]. В некоторых слу-
чаях для лучшего смачивания поверхности экс-
плантов к стерилизующему агенту добавляли
эмульгатор Твин-20 в концентрации 0.1% [13] или
0.05% [39].

Согласно имеющимся публикациям, во всех
исследованиях для инициации и пролиферации
GGB были использованы среды на основе МС-
среды [44] (табл. S1, Дополнительные материа-
лы). Полутвердые среды с агаром поддерживали
рост тканей лучше, чем жидкие среды при посто-
янном перемешивании, поэтому GGB на агари-
зованных средах росли быстрее и были более
компактными, по сравнению с рыхлыми, отсло-
ившимися GGB на жидких средах. Причиной
снижения роста GGB при выращивании на ка-
чалках было механическое повреждение меристе-
мы, инициированное на поверхности GGB, от
прикосновения к культуральному сосуду [15, 22].
Наиболее используемые концентрации агара нахо-
дились в пределах 0.65‒0.80%. Было установлено,
что отсутствие сахарозы или ее избыточная кон-
центрация снижали количественные показатели
размножения GGB [15, 26, 37]. Стандартная кон-
центрация сахарозы для инициации и пролифе-
рации GGB составляла 1‒3%. Согласно боль-
шинству доступных исследований, максимальная
продуктивность в регенерации GGB у разных ви-
дов была достигнута на МС-среде полного соста-
ва или ее половинной концентрации (1/2МС), а
менее всего − на более разбавленных МС-средах
(1/4МС и 1/8МС). Таким образом, уменьшение
концентрации солей приводило к снижению спо-
собности к регенерации и роста GGB [14, 15].

Продуцирование GGB было одинаковым при
освещении белым, синим или красным светом
культуры папоротника Pteris aspericaulis var. tricol-
or [24].

Учитывая, что ткани GGB папоротника Platy-
cerium bifurcatum и Athyrium niponicum при культи-
вировании на среде с активированным углем на-
чинали чернеть, использование такой добавки не
рекомендовано [17, 37].

GGB способны формироваться и размножать-
ся на средах с различными регуляторами роста.
Так, упомянутыми регуляторами роста из группы
цитокининов были БАП, кинетин (Кин), 2-изопен-
тиладенин (2iP), тидиазурон (ТДЗ). Некоторые ис-
следователи включали в состав культуральной сре-
ды сульфат аденина (Ас), который считается пред-
шественником цитокининов и оказывает сходное
с ними действие [42]. В качестве ауксинов в пита-
тельных средах использовали ИУК, НУК и индо-
лилмасляную кислоту (ИМК). В одном из иссле-
дований в среду добавляли АБК, поскольку она
тормозила ростовые реакции, которые вызывали

регуляторы роста, что было полезным при крио-
консервации [39].

Большинство исследователей использовали
БАП (1‒2 мг/л) на стадиях инициации и проли-
ферации [14, 23, 31]. В отдельных случаях, добав-
ление в среду БАП (0.5 мг/л) для культивирова-
ния сегментов GGB Pteris ensiformis “Victoriae” и
БАП (1 мг/л) в сочетании с НУК (1 мг/л) для Adi-
antum raddianum “Fritz Luthi” также способство-
вало пролиферации GGB [16]. В исследованиях Li
с соавт. [33, 38] среда для культивирования A. nidus
была дополнена БАП (2 мг/л) и НУК (0.1 мг/л), а
для Adiantum capillus-veneris − только БАП (2 мг/л),
что оказывало положительный эффект на форми-
рование GGB указанных видов. Любопытно, что
при включении в среды БАП (1.2 мг/л или 2.3 мг/л)
GGB P. bifurcatum имели небольшие различия в
размерах: в последнем варианте GGB были более
мелкими. Однако при использовании обеих кон-
центраций размеры GGB были меньше, чем на
среде без цитокинина. Несмотря на это, наличие
БАП способствовало формированию бóльшого
количества GGB, но их дальнейшая дифферен-
циация была медленнее по сравнению с GGB на
среде без цитокининов, из-за чего разделение
GGB было затруднительно. Есть мнение, что раз-
личия в реакции на добавление БАП зависят от
возраста и исходного размера экспланта [21]. В
исследовании Liao и Wu увеличение концентра-
ции цитокинина (БАП или 2iP) для P. bifurcatum
показало постепенное снижение продуцирова-
ния GGB [17]. Однако добавление БАП на стадии
инициации оказывало более сильный ингибиру-
ющий эффект на формирование GGB, чем при-
менение 2iP. Это связано с тем, что 2iP − есте-
ственно продуцируемый регулятор роста в папо-
ротниках [17]. В другом исследовании [24], с
увеличением концентрации БАП или ТДЗ частота
индукции GGB P. aspericaulis var. tricolor возраста-
ла, а регенерация спорофитов ингибировалась. До-
бавление в питательные среды ТДЗ (1 мг/л) и ТДЗ
(0.6 мг/л) было оптимальным для продуцирова-
ния GGB у Cibotium barometz [25] и у P. aspericaulis
var. tricolor [24], соответственно. Интересно, что
использование НУК (1.2 мг/л) без цитокининов,
напротив, показало наилучший результат у P. bifur-
catum. При этом одиночные GGB хорошо проли-
ферировали на среде с добавлением НУК (1.2 мг/л)
и 2iP (0.5 мг/л). Они показали меньшее образова-
ние спорофитов, но более быстрое увеличение
массы GGB в диаметре [17].

Индукция GGB также была отмечена на пита-
тельных средах без регуляторов роста [13, 15, 17,
20, 26, 32, 37, 41]. Считается, что потребность в
экзогенных регуляторах роста зависит от уровня
эндогенных гормонов в организме растений. Та-
ким образом, образование GGB на эксплантах из
ювенильных спорофитов при культивировании
на питательной среде без регуляторов роста мо-
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жет быть результатом более высоких уровней эн-
догенных гормонов [21]. Ряд исследователей счи-
тают, что чередование сред положительно влияет
на процессы культивирования [15, 16].

Такие показатели как температура, pH пита-
тельной среды и суточный ритм освещения в
большинстве случаев были общими для всех ста-
дий культивирования. Так, температурный ре-
жим варьировал в пределах от 21 до 25°C, а фото-
период составлял 16/8 ч. Питательные среды имели
pH 5.0–5.8. Время до начала регенерации тканей
в GGB по совокупной информации занимало от
нескольких недель до нескольких месяцев.

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ GGB

Долгосрочное сохранение генофонда папо-
ротников методом криоконсервации клеточных
культур in vitro рекомендовано для тех видов, спо-
ры которых трудно собрать или получить даже в
небольших количествах [45]. Однако технология
криоконсервации тканей спорофитов и гамето-
фитов изучена гораздо меньше, чем криоконсер-
вации спор [2]. Опубликовано лишь несколько
сообщений о криоконсервированных тканях спо-
рофитов редких таксонов папоротников, поэтому
это направление является перспективным и нуж-
дается в дальнейших исследованиях. Известно,
что длительное сохранение папоротников in vitro
путем криоконсервации возможно с использова-
нием GGB [2, 38, 39]. Например, GGB Asplenium
scolopendrium var. americanum были успешно замо-
рожены с применением метода инкапсуляции-
дегидратации. Для этого использовали группы
GGB размером 2‒3 мм. В результате исследователи
выяснили, что ткани GGB сохранили жизнеспо-
собность после криоконсервации. Важно отметить,
что предварительное культивирование на среде,
содержащей АБК, увеличивало выживаемость
GGB [39]. В другом исследовании для заморозки
GGB папоротника A. nidus исследователи исполь-
зовали метод витрификации в каплях [38]. Для
этого на этапе подготовки были отобраны GGB
(длина 0.5‒1 мм), а также использованы суспен-
зионные культуры клеток GGB. В течение 30–
90 дней после оттаивания культуры GGB A. nidus
эти структуры прошли различные стадии разви-
тия. Сначала они чернели из-за процессов окис-
ления, а потом регенерировали новую каллусную
ткань и формировали новые меристемы, из кото-
рых сформировались GGB, что в конечном итоге
привело к дифференциации спорофитов. При
этом продление периода культивирования приве-
ло к дальнейшему увеличению количества споро-
фитов. Суспензионные культуры клеток GGB
также показали аналогичную способность к по-
вторному росту.

ДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ GGB
Практически во всех исследованиях указано,

что GGB наилучшим образом развиваются в спо-
рофиты при культивировании на среде, не содер-
жащей регуляторов роста [13‒17, 19‒21, 24, 30, 34,
35, 37, 40‒42, 46, 47]. При этом дифференциация
GGB могла быть неодновременной, как в случае с
P. bifurcatum [21]. Известно, что группы GGB
A. nidus регенерировали в проростки спорофитов
на среде без регуляторов роста уже через 2 недели.
А через 8 недель после субкультивирования, каж-
дый проросток развивался в спорофит, потенци-
ально готовый к акклиматизации [15]. Похожие
результаты описаны для Pteris cretica “Wilsonii”,
P. ensiformis “Victoriae”, N. cordifolia и A. niponicum.
При использовании сред без добавления регуля-
торов роста все GGB были дифференцированы в
спорофиты, тогда как при применении регулято-
ров роста формирование вай ингибировалось, а
сегменты GGB продуцировали только новые ме-
ристемы и GGB [16, 20, 37].

Чаще всего исследователи использовали сле-
дующие концентрации солей: полный набор МС,
1/2МС и 1/4МС. Высокие концентрации мине-
ральных солей и витаминов в питательной среде
подавляли рост побегов [20]. Например, GGB
Nephrolepis exaltata лучше формировали спорофи-
ты на 3/4МС, чем на полной среде МС [32]. У
P. aspericaulis var. tricolor частота дифференциации
GGB на средах 1/4МС и 1/2МС была выше, чем
на полной МС. Низкая концентрация минераль-
ных солей способствовала лучшей дифференциа-
ции GGB в проростки спорофитов [24]. Основные
рекомендуемые концентрации сахарозы для разви-
тия спорофитов находились в пределах 1‒3%. Кон-
центрация агара для получения спорофитов по
результатам большинства исследований варьиро-
вала от 0.65 до 0.80%.

Добавление активированного угля в питатель-
ную среду значительно ингибировало развитие
спорофитов [17]. Однако, для P. aspericaulis var. tri-
color добавление активированного угля было по-
лезно на этапе формирования спорофитов, но за-
тем его исключали [24].

При регенерации спорофитов P. aspericaulis var.
tricolor из GGB спектры света (белый, синий,
красный) не влияли на частоту дифференциации
GGB, но заметно воздействовали на дальнейший
рост спорофитов в высоту. Красный свет способ-
ствовал удлинению черешка и получению макси-
мальной высоты ювенильного спорофита (5.70 см).
Синий свет, напротив, тормозил удлинение че-
решка, спорофиты достигали минимальной вы-
соты (3.38 см). Кроме того, различное качество
света светодиодов также влияло на морфологию и
цвет вай. В отличие от спорофитов под белыми
светодиодами, имеющими нормальную морфо-
логию вай, цвет вай был более насыщенным под
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синими светодиодами и светлее под красными
светодиодами. Спорофиты под белыми или крас-
ными светодиодами показали нормальный раз-
мер вай, тогда как под синим светом они были
меньше [24].

ТЕМПЫ РАЗМНОЖЕНИЯ
Практически во всех работах качественные и

количественные показатели размножения папо-
ротников посредством продуцирования GGB ва-
рьировали в зависимости от вида, но были доста-
точно высокими. Например, для N. cordifolia мож-
но было получить 160000 проростков от одного
экспланта за 6 месяцев [13]. У большинства экс-
плантов P. bifurcatum, культивируемых в течение
40 дней на среде без БАП, было сформировано
10–35 GGB, а после 3 месяцев культивирования с
одного листового экспланта было получено до 150
спорофитов. Кроме того, эффективность регене-
рации GGB в определенной степени варьировала
как в группе GGB на экспланте, так и между экс-
плантами на одной и той же среде [21]. В исследо-
вании Liao и Wu [17] было получено около 170
спорофитов на один исходный листовой экс-
плант P. bifurcatum в течение 32-недельного пери-
ода культивирования. По мнению авторов, коли-
чество продуцированных спорофитов могло быть
дополнительно увеличено путем перевода куль-
тур GGB в условия циклического размножения. В
публикации 1999 г. сообщалось, что количество
клонированных с помощью GGB спорофитов
M. struthiopteris превышало 5000 [46]. В статье Ber-
trand с соавт. [41] с помощью гомогенизации 1 г
вайи P. cambricum и последующем формировании
GGB получали 980 спорофитов за 10 месяцев. В
эксперименте с N. exaltata на одном экспланте
сформировалось по 5–8 проростков [42]. Таким
образом, по сравнению с обычным размножени-
ем спорами, система размножения GGB более
эффективна по скорости и количеству получае-
мых спорофитов и может быть использована для
коммерческого микроразмножения папоротников.

УКОРЕНЕНИЕ И АККЛИМАТИЗАЦИЯ 
СПОРОФИТОВ

Образование корней у спорофитов в условиях
in vitro может быть спонтанным или направлен-
ным (в отсутствии и присутствии регуляторов ро-
ста, соответственно), в условиях in vitro и при ак-
климатизации. Спорофиты Pteridium aquilinum и
N. exaltata укореняли на 1/2МС с НУК (0.1 мг/л)
[14] и на МС с ИУК (1.9 мг/л) [32] соответственно.
Не укоренившиеся спорофиты P. bifurcatum с 3–
6 вайями изымали из среды и промывали от
остатков агара. Затем спорофиты переносили в
горшки с субстратом ex vitro для акклиматизации,
где они показали спонтанное развитие корней в

течение первых 4 недель [17]. Спорофиты папо-
ротника A. raddianum “Fritz Luthi” были обрабо-
таны НУК с целью инициации ризогенеза, однако
корнеобразование у них было слабым. Тем не ме-
нее, спорофиты этого же папоротника с разви-
тыми вайями успешно укоренились на стадии
акклиматизации [16]. Имеются данные, что рост
спорофитов и корней в длину был наиболее ин-
тенсивным на средах без регулятора роста, а полу-
ченные в результате культивирования спорофиты
были пригодны для акклиматизации без допол-
нительных манипуляций [20, 30]. Например, уко-
реняемость спорофитов Asplenium delavayi на сре-
де без регуляторов роста составила 100% [30].
Также регенерированные проростки P. bifurcatum
с хорошо развитыми корнями изымали из безгор-
мональной среды, переносили в почву и выдержи-
вали при высокой относительной влажности 2 не-
дели, а затем помещали в теплицу [21]. По ре-
зультатам исследований Higuchi и Amaki [15],
акклиматизация побегов A. nidus в вермикулите
привела к образование корней у 90% побегов по-
сле 4 недель. При этом обработка регуляторами
роста не способствовала укоренению или его
угнетению.

В качестве почвенного субстрата для акклима-
тизации спорофитов исследователи использова-
ли сфагнум, вермикулит, перлит, речной песок,
почвенный грунт, торф и их смеси. Состав и соот-
ношения субстратных компонентов были различ-
ными: вермикулит и торф (1:1) [17], перлит и торф
(1 : 8) [24], вермикулит и почвенный грунт (1 : 1)
[34], торф и речной песок (1:1) [14], сфагнум и
перлит (4 : 1) [32]. В качестве емкостей для суб-
стратов использовались пластиковые горшки и
контейнеры. Помимо своевременного полива,
емкости с субстратом иногда переносили в кон-
тейнеры с водой (глубина 1.5 см) и накрывали
прозрачным целлофаном. Температуру для ак-
климатизации папоротников поддерживали в
диапазоне 20−30°C. Выживаемость спорофитов
всегда была достаточно высокая, например, для
A. delavayi она достигала 80% [30].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование системы размножения папо-

ротников in vitro посредством GGB расширяет
возможности использования культуры тканей и
открывает новые перспективы ее применения. Ос-
новными преимуществами данной системы раз-
множения являются: большое количество споро-
фитов, образующихся в расчете на один эксплант
без промежуточной стадии каллусобразования;
возможность влиять на количество и темпы раз-
множения GGB; хорошая укореняемость споро-
фитов без дополнительных манипуляций; одно-
родность полученных растений; возможность ис-
пользовать GGB для долгосрочного сохранения
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генофонда папоротников методом криоконсер-
вации клеточных культур in vitro. GGB могут быть
ключевым и непрерывно поставляемым материа-
лом для размножения in vitro редких, декоратив-
ных, лекарственных и пищевых папоротников.
Все это делает указанную систему размножения
пригодной и экономически выгодной для их массо-
вого получения. Условия инициации, пролифера-
ции и дифференциации GGB могут варьировать
между видами или быть общими для нескольких
видов. Тем не менее, наиболее важным фактором
является состав питательной среды. Литератур-
ные данные позволяют адаптировать и модифи-
цировать уже известные условия культивирова-
ния для конкретных видов.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации (Регистрационный
номер: 122040800086-1).

Автор заявляет об отсутствии конфликта инте-
ресов. Настоящий обзор не содержит каких-либо
исследований с участием людей и животных в ка-
честве объектов исследований.
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Томат Solanum lycopersicum L. является важной сельскохозяйственной культурой и, одновременно,
моделью для изучения онтогенеза сочного плода. Решающую роль в созревании плода играет абс-
цизовая кислота, которая образуется в результате окислительного расщепления эпоксикаротинои-
дов 9-цис-эпоксикаротиноид-диоксигеназами NCED. В работе определены профили экспрессии
генов SlNCED1 и SlNCED2 и содержание каротиноидов в плодах на разных стадиях развития у трех
сортов томата с различной окраской спелого плода. Показано, что транскрипты обоих генов при-
сутствуют во всех органах. Уровень транскриптов SlNCED1 в ~4–6 раз выше уровня транскриптов
SlNCED2; пик активности SlNCED1 приходится на поздние стадии созревания, SlNCED2 – на на-
чальный этап. Спелые плоды характеризуются наибольшей суммой каротиноидов; ликопин обна-
ружен только в плодах поздних стадий у красноплодных сортов, наибольшее содержание β-кароти-
на – в спелых плодах желтоплодного сорта. Предшественник абсцизовой кислоты, виолаксантин,
присутствует только в незрелом плоде; другой предшественник, неоксантин, убывает по мере созре-
вания и на стадии спелости отсутствует. У красноплодных сортов обнаружена взаимосвязь уровня
транскриптов SlNCED1 и SlNCED2 с содержанием β-каротина. Полученные данные предполагают
совместное участие SlNCED1 и SlNCED2 в биосинтезе абсцизовой кислоты в процессе развития и
созревания плода томата. При этом ключевая роль принадлежит гену SlNCED1, пик активности ко-
торого приходится на этап смены окраски плода. Более низкие уровни транскриптов SlNCED2 и его
пик активности на ранних стадиях развития плода предполагает разделение функций NCED между
двумя ферментами.

Ключевые слова: Solanum lycopersicum, биосинтез каротиноидов, каротиноид-расщепляющие окси-
геназы, созревание плода томата, томат, NCED
DOI: 10.31857/S0015330322600504, EDN: GKUXSW

ВВЕДЕНИЕ
Томат (Solanum lycopersicum L.) является важ-

ной сельскохозяйственной культурой, формиру-
ющей сочные, мясистые плоды (ягоды), которые
являются ценным источником витаминов А и С,
ликопина и других важных микроэлементов и ан-
тиоксидантных соединений. Помимо этого, то-
мат используется в качестве модельного объекта
для изучения онтогенеза сочного плода, в том
числе благодаря секвенированному и аннотиро-
ванному геному, многообразию сортов и нали-
чию родственных дикорастущих видов (секция
Lycopersicon рода Solanum) [1, 2]. Онтогенез соч-
ного плода представляет собой сложный генети-

ческий процесс, который сопровождается нара-
боткой аттрактантов, а именно, изменениями
окраски, вкуса, аромата и текстуры, что ассоции-
ровано с накоплением транскриптов соответству-
ющих генов [3–6]. С помощью транскриптом-
ных, метаболомных, протеомных и эпигеномных
исследований были идентифицированы основные
факторы, под действием которых осуществляется
созревание плода S. lycopersicum [3–6]. Очень зна-
чительным оказался вклад каротиноидов, содер-
жание и состав которых определяет окраску спе-
лой ягоды (различные оттенки желто-красного
спектра) [4, 7, 8]. Более того, производными ка-
ротиноидов являются крайне важные для репро-
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дуктивного развития растения апокаротиноиды,
такие фитогормоны, как стриголактоны (strigo-
lactones; SLs), абсцизовая кислота (АБК) и другие
соединения. Все они синтезируются за счет окисли-
тельного расщепления каротиноидов-предшествен-
ников, опосредованного семейством ферментов не-
гемового железа – каротиноид-расщепляющими
оксигеназами [9, 10].

Так, при расщеплении β-каротина каротино-
ид-расщепляющими диоксигеназами (CCD) об-
разуются SLs (рис. 1а), которые играют роль сиг-
нальных молекул ризосферы (в том числе в ответ
на стрессы), а также ингибиторов ветвления побега
[9, 10]. Возможность участия данных фитогомо-
нов в репродуктивном развитии растения проде-
монстрирована на примере земляники Fragaria
vesca: большинство генов биосинтеза SLs имеют
высокие уровни транскриптов в плодолистиках и
низкие (или нулевые) в зреющих плодах [11]. На
примере томата показано, что при активном уча-
стии гена LeCCD1B происходит синтез важных
летучих ароматических соединений в спелом
плоде [12], а снижение уровня транскриптов гена
SlCCD8 приводит к формированию более мелких
цветков, плодов и семян [13].

Гормон АБК образуется в результате окисли-
тельного расщепления эпоксикаротиноидов (неок-
сантин и виолаксантин) (рис. 1а) [10, 14] и играет
решающую роль в созревании и старении плодов,
как климактерических (томат), так и неклимакте-

рических (например, перец Capsicum annuum L.) [5].
Ключевыми ферментами пути биосинтеза АБК
являются 9-цис-эпоксикаротиноид-диоксигена-
зы (NCED) [10], которые охарактеризованы у раз-
личных видов растений, в том числе образующих
сочные ягоды [14–17]. Показано, что именно ин-
дукция синтеза АБК под воздействием активиро-
ванных NCED является критическим для иници-
ации созревания, тогда как роль этилена ограни-
чена более поздними стадиями [17]. Более того,
повышение уровня АБК приводит к усилению
биосинтеза этилена посредством положительной
регуляции экспрессии генов ацетил-СоА синтазы
ACS и оксидазы 1-аминоциклопропан-1-карбо-
новой кислоты ACO [17].

У томата детально охарактеризовано участие
одного из генов группы NCED – SlNCED1 (или
LeNCED1), в процессе развития плода. Опреде-
лено, что биосинтез АБК в начале созревания
инициируется после активации экспрессии гена
SlNCED1, что предшествует индукции этилен-
опосредуемого созревания [17]. Также, показано,
что SlNCED1 играет решающую роль в регуляции
развития пестика и завязывания плода [18]. Кон-
ститутивная сверхэкспрессия гена SlNCED1 при-
водит к значительному росту концентрации АБК
в тканях, увеличению количества партенокар-
пических плодов, а также снижает потерю био-
массы побегов и корней в ответ на солевой
стресс [18, 19]. Более того, различия в уровне

Рис. 1. Участок пути биосинтеза каротиноидов в тканях растения, приводящий к образованию апокаротиноидов SLs
и АБК (а). Дендрограмма на основе аминокислотных последовательностей гомологов NCED S. lycopersicum (SlNCED),
A. thaliana (AtNCED), S. tuberosum (StNCED) и C. annuum (CaNCED) в программе MEGA 7.0 (метод Maximum Likeli-
hood; 1000 бутстреп-реплик); рядом с каждым названием белка указаны синонимичное название и NCBI ID. Длина
ветвей оценивается в генетической дистанции (число замещений на сайт; указано под дендрограммой) (б).
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экспрессии SlNCED1 и, соответственно, в содер-
жании АБК, определяют степень солеустойчиво-
сти генотипов томата [20]. Ожидаемо, выключе-
ние экспрессии гена SlNCED1 в растениях томата
приводит к снижению накопления АБК и росту
содержания вышестоящих соединений кароти-
ноидного пути, в основном ликопина и β-кароти-
на, и как следствие, к более насыщенной красной
окраске плодов [21].

Что касается другого гена группы – SlNCED2
(LeNCED2), то в исследованиях описаны только
некоторые особенности его экспрессии. Показа-
но, что в листьях томата с нуль-мутацией notabilis в
гене SlNCED1 уровень транскриптов гена SlNCED2
не меняется, несмотря на то, что содержание
АБК остается таким же, как в растении дикого
типа, из чего сделан вывод, что в мутантном рас-
тении SlNCED2 не принимает участия в биосин-
тезе АБК [22]. Также, на уровень экспрессии
SlNCED2 не влияет повышенный уровень CO2 и
тепловой стресс [23], однако обезвоживание не-
значительно активирует транскрипцию SlNCED2
в корнях растения, при том, что экспрессия
SlNCED1 возрастает существенно [24].

В данной работе определены профили экс-
прессии генов 9-цис-эпоксикаротиноид-диокси-
геназ SlNCED1 и SlNCED2, а также содержание
каротиноидов в плодах на разных стадиях созре-
вания у сортов томата S. lycopersicum. Проведена
оценка возможной корреляции уровней тран-
скриптов SlNCED1 и SlNCED2 с количеством на-
капливаемого ликопина, β-каротина и суммой
каротиноидов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали образцы трех сортов то-
мата овощного (S. lycopersicum) – Heinz, Корнеев-
ский и Копилка желтая, спелый плод которых
имеет красную, малиновую и желтую окраску, со-
ответственно. Растения выращивали до плодоно-
шения в 2021 г. в условиях пленочной теплицы
ФГБНУ “Федеральный научный центр овоще-
водства” (ФНЦО, Московская область, РФ) и далее
содержали в условиях экспериментальной уста-
новки искусственного климата (ЭУИК, ФИЦ
Биотехнологии РАН).

В августе-сентябре 2021 г. для каждого сорта в
двух биологических повторах были отобраны об-
разцы плодов (кожица и мякоть вместе) на четы-
рех стадиях развития/созревания. А именно: не-
зрелые зеленые плоды (immature green, IG); зре-
лые зеленые плоды финального размера (mature
green, MG); зрелые плоды с признаками измене-
ния окраски (breaker, BR); спелые плоды с фи-
нальной окраской (fully ripe, FR). Ткань растира-
ли в жидком азоте и хранили при –80°С.

Образцы (50‒100 мг) были использованы для
анализа генной экспрессии. Для этого из них вы-
деляли (RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, Германия)
и очищали от примесей геномной ДНК (RNase free
DNasy set; Qiagen, Германия) суммарную РНК,
которую использовали как матрицу для синтеза
кДНК (GoScriptтм Reverse Transcription System;
Promega, США) по протоколам производителей.
Качество РНК оценивали методом электрофоре-
за в 1.5% агарозном геле. Аликвоты РНК и кДНК
обрабатывали с помощью наборов Qubit RNA HS
Assay Kit и Qubit DS DNA HS Assay Kit (Invitrogen,
США), затем определяли концентрацию препа-
ратов на флуориметре Qubit 4 (Thermo Fisher Sci-
entific, США).

Последовательности SlNCED1 (синоним
LeNCED1; NCED1 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase;
Gene ID: 544163; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/;
Solyc07g056570, https://www.solgenomics.net/) и
SlNCED2 (синоним LeNCED2; NCED2 9-cis-ep-
oxycarotenoid dioxygenase 2; Gene ID: 100316877;
Solyc08g016720) S. lycopersicum использовали при
разработке праймеров для анализа экспрессии дан-
ных генов: 5'-TTAGATGCTGTAGAAGTGCTT-3'/
5'-ATATTCTAAACCATCCCTCTGG-3' (SlNCED1)
и 5'-TATGCCCGTGGAGTTTTCGG-3'/5'-GTTT-
GAAGATCGCCAGAAGGCAA-3' (SlNCED2).

Количественную ПЦР в реальном времени
(РВ-ПЦР) проводили в двух биологических и
трех технических повторах на термоциклере
CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories, США). Для подготовки проб исполь-
зовали 3 нг кДНК-матрицы и набор “Реакционная
смесь для проведения РВ-ПЦР в присутствии
SYBR Green I и ROX” (ЗАО Синтол, Москва, Рос-
сия). Условия проведения реакции, следующие:
95°C – 5 мин.; 40 циклов (95°C – 15 с, 60°C – 40 с).
Данные генной экспрессии нормализовали по ре-
ференсным генам томата Expressed и ACTIN2 [25]
и статистически обрабатывали с помощью пакета
программ Graph Pad Prism v. 8 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA; https://www.graph-
pad.com/scientific-software/prism/). Данные выра-
жали как среднее значение ± стандартное откло-
нение (SD) на основе двух биологических и трех
технических повторов. Для оценки различий в
экспрессии генов применяли T-критерий Велча
(unequal variance (Welch’s) t-test) (P < 0.05 указы-
вает на статистическую значимость различия). Ли-
нейные регрессии экспрессии генов и содержания
каротиноидов, а также квадрат коэффициентов
множественной корреляции (R2) рассчитывали в
программе GraphPad Prism v. 8. Корреляцию счита-
ли строго подтвержденной, предположительной
или отсутствующей, если R2 > 0.7, R2 = 0.4–0.7 или
R2 < 0.4 соответственно (при Р < 0.001).
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In silico анализ экспрессии генов SlNCED1 и
SlNCED2 проводили с использованием данных
базы TomExpress (http://tomexpress.toulouse.inra.fr/).

Структурно-филогенетический анализ прово-
дили, используя пакет программ MEGA 7.0 (https://
www.megasoftware.net/; метод Maximum Likelihood;
1000 бутстреп-реплик).

Биохимический анализ содержания (мг/г сы-
рого веса) ликопина, β-каротина и суммы каро-
тиноидов в тканях плода (4 стадии развития/со-
зревания) всех анализируемых образцов томата
проводили с использованием модифицированно-
го протокола метода Фолча [25, 26] в двух биоло-
гических и трех технических повторах. Спектры
поглощения регистрировали на спектрофотомет-
ре Eppendorf BioSpectrometer® basic (Eppendorf,
Германия).

Относительное содержание (% от суммы каро-
тиноидов) виолаксантина и неоксантина в тканях
плода (4 стадии развития/созревания) двух образ-
цов томата проводили c помощью ВЭЖХ (высо-
коэффективная жидкостная хроматография) си-
стемы Shimadzu (Shimadzu, Киото, Япония) при
22°C, как было описано ранее [27, 28]. Каротино-
иды идентифицировали по их времени удержа-
ния и спектрам поглощения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Структура и профиль экспрессии генов 

SlNCED1 и SlNCED2
Проведенный структурно-филогенетический

анализ показал, что гены SlNCED1 и SlNCED2 яв-
ляются безинтронными и идентичны друг другу на
74% (на белковом уровне – 71%). Белки SlNCED1
и SlNCED2 содержат консервативный домен, ха-
рактерный для 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase
NCED (PLN02258) и на дендрограмме входят в со-
став сестринских групп одного кластера (рис. 1б).

Проведен in silico анализ экспрессии генов
SlNCED1 и SlNCED2 в растении томата, где исполь-
зованы данные транскриптомов по сортам S. lycop-
ersicum (SUN1642, M82, Rutgers, Heinz 1706, Micro-
Tom, Moneymaker и Alisa Craig) и дикорастущему
красноплодному виду томата S. pimpinellifolium L.
(LA1589). Показано, что профили экспрессии ге-
нов сходны между собой, при этом транскрипты
обоих генов присутствуют во всех тканях и орга-
нах (корни, листья, меристемы, цветки, плоды)
(рис. 2а, б). Однако уровень транскриптов
SlNCED1 значительно выше (в ~4–6 раз), чем
уровень транскриптов SlNCED2. При этом наи-
большая экспрессия SlNCED1 приходится на ста-
дии созревания плода MG, BR и FR (рис. 2а), а
SlNCED2 – на стадию IG (рис. 2б).

С учетом полученного in silico профиля экс-
прессии генов, для РВ-ПЦР были взяты ткани пло-
да на 4 стадиях развития/созревания (IG, MG, BR

и FR) трех исследуемых сортов (Heinz, Корнеев-
ский и Копилка желтая) (рис. 3а).

Проведенный анализ экспрессии генов SlNCED1
и SlNCED2 у исследуемых сортов томата подтвер-
дил in silico данные, касающиеся разницы в уров-
не транскриптов (рис. 3б, в).

Пик экспрессии гена SlNCED1 соответствовал
стадии BR, связанной со сменой зеленой окраски
плода на желтую (Копилка желтая) или красную
(Heinz, Корнеевский), после чего экспрессия гена
резко падала (Heinz, Копилка желтая) (рис. 3б). У
сорта Корнеевский максимум экспрессии SlNCED1
сохранялся и на стадии FR (рис. 3б). Возможно,
это объясняется тем, что плоды, собранные, ру-
ководствуясь визуальными данными, на стадии
биологической спелости, еще полностью не за-
вершили этап смены окраски. Это подтверждает-
ся недостаточно глубоким цветом (красным, но
не малиновым) плодов FR сорта Корнеевский
(рис. 3а).

Наиболее высокий уровень транскриптов Sl-
NCED2 обнаружен в плодах стадии IG (Копилка
желтая, Корнеевский) и MG (Heinz). Среди сор-
тов самая высокая экспрессия гена SlNCED2 на-
блюдалась у сорта Копилка желтая (IG), самая
низкая – у сорта Корнеевский (рис. 3в).

Уровень транскриптов генов SlNCED1 и SlNCED2 
коррелирует с содержанием β-каротина

в плоде томата
Поскольку предшественниками АБК являют-

ся производные β-каротина – виолаксантин и не-
оксантин, для изучения выбраны образцы сортов
томата, различающиеся окраской спелого плода
(рис. 3а). Анализ содержания ликопина, β-кароти-
на и суммы каротиноидов (x + c) проведен в плодах
(вместе кожица и мякоть) на 4 стадиях разви-
тия/созревания (IG, MG, BR, FR).

Согласно полученным данным, наибольшими
значениями суммы каротиноидов характеризу-
ются спелые плоды анализируемых сортов: рез-
кое накопление происходит между стадиями BR и
FR (рис. 4а). Содержание ликопина и β-каротина
различалось между сортами. Ликопин обнаружен
только в плодах стадий BR и FR красноплодных
сортов Heinz и Корнеевский; плоды желтоплод-
ного сорта Копилка желтая ликопина не содержа-
ли (рис. 4б). При этом количество β-каротина
сходно на всех стадиях в плодах сорта Heinz и в
плодах стадий IG и MG двух других сортов. В пло-
дах стадий BR и FR сортов Корнеевский и Копил-
ка желтая содержание β-каротина существенно
возрастало – в ~1.5–2 и ~5–6 раз, соответственно
(рис. 4в).

Проведена оценка зависимости содержания
каротиноидов от уровня экспрессии генов SlNCED1
и SlNCED2. Согласно полученным данным, кор-
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реляция с количеством суммы каротиноидов и
ликопина отсутствует для всех сортов. Для крас-
ноплодных сортов Heinz и Корнеевский обнару-
жена статистически значимая взаимосвязь уровня
транскриптов SlNCED1 и содержания β-каротина
(рис. 5а); в случае SlNCED2 корреляция менее вы-
ражена, однако тоже статистически возможна
(рис. 5б). Для желтоплодного сорта Копилка жел-
тая такие связи отсутствуют (рис. 5а, б). Интерес-
но, что обнаруженные корреляции являются об-
ратными (чем выше уровень транскриптов гена,
тем ниже содержание β-каротина), за исключением
положительной взаимосвязи SlNCED1-β-каро-
тин в плодах сорта Корнеевский (рис. 5а), воз-
можно, из-за несоответствия плода FR стадии
биологической спелости.

Для уточнения количества непосредственных
предшественников АБК проведен дополнитель-
ный анализ содержания виолаксантина и неок-
сантина в плодах на четырех стадиях развития у
образцов двух сортов томата – красноплодного
Heinz и желтоплодного Копилка желтая. Обнару-

жено, что плоды обоих сортов содержат виолак-
сантин только на стадии IG, причем у сорта Ко-
пилка желтая в ~3 раза выше (по отношению к
сумме каротиноидов), чем у сорта Heinz. Наиболь-
шим содержанием неоксантина характеризовались
плоды стадий IG (Heinz) и MG (Копилка желтая);
на стадии BR неоксантин присутствовал в следовых
количествах, а на стадии FR – отсутствовал у всех
сортов (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ
В данном исследовании проведена оценка воз-

можной корреляции активности генов 9-цис-
эпоксикаротиноид-расщепляющих деоксигеназ
SlNCED1 и SlNCED2 с содержанием и составом
каротиноидов в развивающемся плоде томата.

Согласно данным филогенетического анализа
(рис. 1б), SlNCED1 входит в кластер, образуемый
белками A. thaliana AtNCED3 и AtNCED9, тогда
как SlNCED2 – в кластер, образуемый AtNCED2
и AtNCED5. Структурная гомология может сви-

Рис. 2. Относительный уровень транскриптов генов SlNCED1 (Gene ID: 544163) (а) и SlNCED2 (Gene ID: 100316877) (б)
в различных органах образцов томата S. lycopersicum. Построено in silico по данным базы TomExpress (http://tomexpress.
toulouse.inra.fr/login). Направление стрелки (слева от каждого графика) соответствует поступательному развитию со-
ответствующего органа. Экспрессия генов в разных органах обозначена цветом: корень – серым, лист – зеленым, ме-
ристема побега – салатовым, цветок – желтым, плод – красным, семена – коричневым.
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Рис. 3. Фотографии плодов анализируемых сортов то-
мата: слева направо плоды соответствуют стадиям
развития/созревания IG, MG, BR и FR; масштабная
линия = 1 см (а). Относительный уровень транскрип-
тов генов SlNCED1 и SlNCED2 в плодах анализируе-
мых образцов томата на четырех стадиях разви-
тия/созревания IG (1), MG (2), BR (3) и FR (4); циф-
рами над столбиками обозначены статистически
достоверные отличия экспрессии генов между стади-
ями развития плода одного образца (P < 0.05) (б).
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Рис. 4. Содержание (мг/г свежей массы) суммы каро-
тиноидов (а), ликопина (б) и β-каротина (в) в плодах
анализируемых образцов томата на четырех стадиях
развития/созревания IG (1), MG (2), BR (3) и FR (4).
Цифрами над столбиками обозначены статистически
достоверные отличия содержания каротиноидов меж-
ду стадиями развития плода одного образца (P < 0.05).
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детельствовать о сходстве функций диоксигеназ.
Известно, что AtNCED2 и AtNCED3 отвечают за
активность NCED в корнях, AtNCED2, AtNCED3 и
AtNCED5 – в развивающихся пыльниках, а
AtNCED3, AtNCED5 и AtNCED9 – в зародыше и
эндосперме развивающихся семян, включая ин-
дукцию состояния покоя [29, 30]. Кроме того,
AtNCED3 вместе с AtNCED5 участвуют в ответе
растений на обезвоживание [30, 31]. Можно пред-
положить, что SlNCED1, кроме показанной ранее
роли в развитии пестика и завязывании плода, а
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также в определении устойчивости к солевому
стрессу и обезвоживанию [18–20, 24], может, по-
добно своим гомологам AtNCED3 и AtNCED9,
участвовать в процессе формирования пыльни-
ков и семян томата. Для SlNCED2 с показанной
ранее слабой индукцией в корнях в ответ на
обезвоживание [24] можно с учетом гомологии с

AtNCED2 и AtNCED5 предположить также при-
частность к АБК-опосредованному развитию
пыльников и семян.

Профиль экспрессии генов SlNCED1 и SlNCED2,
определенный in silico (рис. 2а, б), указывает на
функционирование обоих генов и в вегетативных
(корень, лист, меристема), и в репродуктивных

Рис. 5. Оценка корреляции между содержанием β-каротина и относительным уровнем транскриптов генов SlNCED1 (а)
и SlNCED2 (б). Линейная регрессия выполнена в разном цвете, в зависимости от сорта: синим – Heinz; красным – Корне-
евский; желтым – Копилка желтая. В случае гена SlNCED1 коэффициенты, следующие: R2 = 0.8515 (Heinz), R2 = 0.7736
(Корнеевский), R2 = 0.0437 (Копилка желтая). В случае гена SlNCED2 коэффициенты, следующие: R2 = 0.4028 (Heinz),
R2 = 0.6186 (Корнеевский), R2 = 0.1889 (Копилка желтая).
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Таблица 1. Содержание неоксантина и виолаксантина в плодах томата на разных стадиях развития/созревания

Каротиноид

Содержание каротиноида, % от суммы каротиноидов

Сорт Heinz Сорт Копилка желтая

IG MG BR RR IG MG BR RR

(all-E) Неоксантин 6.9 0.9 0.7 0.0 22.1 8.8 0.4 0.0
(9´Z) Неоксантин 16.3 4.7 1.0 0.0 0.0 39.4 0.4 0.0
Виолаксантин 11.0 0.0 0.0 0.0 27.6 0.0 0.0 0.0
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(цветок, плод, семена) тканях. Это косвенно под-
тверждает предположения об участии обоих генов в
развитии семян, а также говорит о совместном
участии генов в регуляции биосинтеза АБК во
всем растении томата. Существенное превыше-
ние уровня транскриптов SlNCED1 по сравне-
нию с SlNCED2 (рис. 2а, б) может свидетельство-
вать о ключевой роли SlNCED1 и вспомогательной
функции SlNCED2 в окислительном расщеплении
каротиноидов до АБК.

Это согласуется с данными, полученными ра-
нее для Prunus persica L. [32]. Было показано, что в
плодах персика биосинтез АБК находится под
совместным контролем двух изоферментов,
PpNCED1 и PpNCED5, гены которых имеют схо-
жие профили транскрипции, причем PpNCED5
транскрибируется ниже, чем PpNCED1 [32]. Бо-
лее того, пространственно-временная экспрес-
сия и транскрипционная реакция генов на абио-
тические стрессы предполагают функциональное
расхождение между PpNCED1 и PpNCED5 [32].
Обнаруженные различия в динамике экспрессии
генов томата SlNCED1 и SlNCED2 (рис. 2а, б) так-
же указывают на возможное разделение функций
NCED между генами. Это подтверждается ре-
зультатами РВ-ПЦР, согласно которым пики ак-
тивности SlNCED1 и SlNCED2 приходятся на раз-
ные стадии – смены окраски (BR) и незрелого зе-
леного плода (IG/MG) соответственно (рис. 3б, в).

Полученные данные биохимического анализа
подтвердили зависимость окраски плода (рис. 1а)
от содержания и состава пигментов (рис. 4а–в).
Так, красная и малиново-красная окраска плодов
сортов Heinz и Корнеевский соответствует боль-
шому количеству ликопина в спелом плоде, а
желтая окраска плодов сорта Копилка желтая
объясняется отсутствием ликопина и присутствием
высокой концентрации β-каротина (рис. 4б, в).

Обнаруженная зависимость уровня транскрип-
тов SlNCED1 и SlNCED2 от содержания β-кароти-
на (рис. 5а, б) предполагает, что количество каро-
тиноидов-предшественников АБК может выпол-
нять роль индуктора генов NCED. Разницу между
суммой каротиноидов и ликопином + β-каротин,
составляют, по всей видимости, α-каротин, а так-
же ксантофиллы, к которым относятся производ-
ные β-каротина – виолаксантин и неоксантин,
являющиеся предшественниками АБК (рис. 1а).
Данные ВЭЖХ анализа показали, что спелые
плоды сортов Heinz и Копилка желтая не содер-
жат непосредственных предшественников АБК –
виолаксантина и неоксантина (табл. 1). При этом
их высокое содержание на начальных стадиях
развития/созревания плода (табл. 1) согласуется
со снижением уровня транскриптов SlNCED1 и
SlNCED2 (рис. 3б, в), а также с ролью АБК как ин-
дуктора созревания, которая на более поздних
стадиях переходит к этилену [17].

Таким образом, полученные данные предпо-
лагают совместное участие SlNCED1 и SlNCED2 в
биосинтезе АБК в процессе развития/созревания
плода томата. При этом ключевая роль принадле-
жит гену SlNCED1, пик активности которого прихо-
дится на этап смены окраски плода. В то же время
более низкие уровни транскриптов SlNCED2 и пик
активности данного гена на более ранних стадиях
развития плода предполагает разделение функций
NCED между двумя ферментами. Обнаруженная
взаимосвязь уровня транскриптов SlNCED1 и
SlNCED2 с содержанием β-каротина может свиде-
тельствовать о роли предшественников АБК как
индукторов экспрессии генов NCED.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского научного фонда № 19–16–
00016 и Министерства науки и высшего образова-
ния Российской Федерации.

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

Ключевые слова: Larix sibirica, клеточные линии, соматический эмбриогенез, стерины, эфиры сте-
ринов
DOI: 10.31857/S0015330322600516, EDN: GKWEZO

ВВЕДЕНИЕ

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

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

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

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

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

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

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

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

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. В качестве раститель-

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

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

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

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

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

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

СТ СТЕРИНА
СТЕРИНА

СТ СТЕРИНА

C ,С S
aS bS

=
+

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

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

РЕЗУЛЬТАТЫ

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

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

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

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

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

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

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

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

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

мкг/г сухого веса

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

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

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

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

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

∆5-стерины
Холестерин 3.1 ± 0.2 2.2 ± 0.3 3.6 ± 0.4 3.1 ± 0.4 1.9 ± 0.2 1.4 ± 0.1
Кампестерин 1.6 ± 0.2 2.1 ± 0.2 2.3 ± 0.3 3.1 ± 0.4 1.4 ± 0.1 0.5 ± 0.0
Стигмастерин 4.7 ± 0.5 2.4 ± 0.3 1.8 ± 0.2 2.2 ± 0.3 1.0 ± 0.1 1.5 ± 0.1
β-ситостерин 8.3 ± 0.2 1.9 ± 0.2 2.8 ± 0.3 2.4 ± 0.2 2.1 ± 0.3 1.7 ± 0.2
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СЕМЁНОВА и др.

Наибольший вклад в суммарное содержание
свободных стеринов эмбриогенных клеточных
линий L. sibirica внесли (% от суммы свободных
стеринов): β-ситостерин (38.4−65.6), кампесте-
рин (9.2−19.8), изофукостерин (12.9−18.0) и стиг-
мастерин (1.0−23.2) (табл. 2). Наибольший вклад в
суммарное содержание свободных стеринов (% от
суммы свободных стеринов) неэмбриогенных ли-
ний внесли β-ситостерин (75.6−75.9), кампесте-
рин (4.6−10.2) и стигмастерин (2.9−3.9). Изофу-
костерин в неэмбриогенных линиях, в отличие от
эмбриогенных, либо не был обнаружен (Кл23),
либо обнаружен в незначительных количествах
(2.6% от суммы свободных стеринов для Кл31).

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

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

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

Эфиры 
стеринов, 

мкг/г сухого 
веса

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

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

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

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

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

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

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

Соединения RT, мин m/z

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

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

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что холестерин оказывает значи-

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

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

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

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

этой линии, обусловленным особенностями ее
развития.

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

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

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

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

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

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

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

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

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания Центра коллективного пользования “Био-
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Исследована регуляция глутаматдегидрогеназы ‒ фермента, принимающего участие как в азотном,
так и в углеродном метаболизме, а также осуществляющего связь между циклом трикарбоновых
кислот и шунтом γ-аминомасляной кислоты. Обнаружено, что индуцируемые дефицитом кислоро-
да изменения в активности глутаматдегидрогеназы в листьях кукурузы (Zea mays L.) заключаются в
увеличении ее каталитической активности более чем в 2 раза. Методом ПЦР в реальном времени
изучена дифференциальная экспрессия генов GDH1 и GDH2, которые в геноме кукурузы кодируют
β- и α- субъединицы глутаматдегидрогеназы соответственно. Снижение относительного уровня
транскриптов гена GDH2 сопровождалось увеличением экспрессионной активности гена GDH1.
Это, в свою очередь, предположительно, способствовало протеканию реакции аминирования 2-ок-
соглутарата. В составе промотора гена GDH2 обнаружено наличие двух CpG-островков размером
404 и 383 п.н. Промотор гена GDH1 не содержит ни одного СpG-островка, однако, в его составе на-
ми было обнаружено 38% сайтов СpNpG и CpNpN от общего числа исследуемых динуклеотидов.
Для оценки влияния степени метилирования отдельных CpG-динуклеотидов, входящих в состав
промоторных областей генов GDH1 и GDH2 на их экспрессию в гипоксических условиях, был про-
изведен сравнительный анализ динамики транскрипционной активности генов β- и α- субъединиц
глутаматдегидрогеназы от метильного статуса их промоторов. Обратно-пропорциональный харак-
тер наложения изменений в профиле метилирования промоторов генов GDH1 и GDH2 и трансфор-
мации уровня экспрессии этих генов показывает их корреляцию. Данные, полученные в результате
проведения метил-специфичной ПЦР, свидетельствуют о том, что повышение доли метилирован-
ных CpG-динуклеотидов приводит к снижению количества мРНК гена GDH2, в то время как умень-
шение этой величины для гена GDH1 вызывает индукцию его функционирования. Метилирование
промоторных областей генов глутаматдегидрогеназы регулирует их транскрипционную активность в
листьях кукурузы in vivo в условиях дефицита кислорода. Таким образом, немногочисленные данные
о молекулярных механизмах регуляции синтеза изоферментов глутаматдегидрогеназы были дополне-
ны получением новых результатов о роли степени метилирования промоторов генов GDH1 и GDH2
глутаматдегидрогеназы в их дифференциальной экспрессии при адаптации кукурузы к гипоксии.

Ключевые слова: Zea mays, глутаматдегидрогеназа, гипоксия, метилирование, промотор, CpG-ост-
ровки, экспрессия, эпигенетика
DOI: 10.31857/S0015330322600425, EDN: GKJXTQ

ВВЕДЕНИЕ
Известно, что связь между циклом трикарбо-

новых кислот и шунтом γ-аминомасляной кисло-
ты активируется в ответ на действие некоторых
абиотических стрессов и осуществляется посред-

ством изменения функционирования глутамат-
дегидрогеназы. Этот фермент располагается на
важном участке пересечения азотного и углевод-
ного метаболизмов [1–3].

Глутаматдегидрогеназа (ГДГ, L-глутамат:
НАД(Ф)-оксидоредуктаза, КФ 1.4.1.3), катализи-
руя обратимое дезаминирование глутамата, явля-
ется олигомером и может состоять из субъединиц
различного типа: α, β и, как показано для Arabi-
dopsis thaliana, γ [4]. Известно, что преобладание
α-субъединиц в структуре обеспечивает более вы-

Сокращения: ГДГ – глутаматдегидрогеназа, ГОГАТ – глу-
тамин-2-оксоглутаратаминотрансфераза, ГАМК – γ-ами-
номасляная кислота, ГС – глутамин-синтаза, МС-ПЦР –
метил-специфичная полимеразная цепная реакция,
2ОГ – 2-оксоглутарат; ЦТК – цикл трикарбоновых кис-
лот, ЭТЦ – электрон-транспортная цепь.

УДК 581.1.577.152.1.141

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
СТАТЬИ
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сокое сродство к глутамату, в то время как наличие
β-субъединиц повышает сродство к 2-оксоглутара-
ту [4]. In vivo отдельные субъединицы связываются в
различных соотношениях с образованием гомо- и
гетерогексамеров ~ 270 кДа [5‒8]. В животных
клетках ГДГ присутствует преимущественно в ви-
де димеров и тетрамеров, в то время как у ряда
бактерий и растений обнаруживаются преимуще-
ственно гексамерные формы. Гексамеры глута-
матдегидрогеназы имеют существенное сходство
в структуре, независимо от коферментной специ-
фичности [9]. ГДГ растений является гетерогенным
ферментом, и степень его гетерогенности зависит
от вида растений и локализации [10]. Существова-
ние тканеспецифичных изоформ ГДГ может быть
связано с клеточной дифференцировкой, субкле-
точным компартментом или физиологической
функцией. Предполагается, что разные изофор-
мы ГДГ могут быть вовлечены в анаболические и
катаболические процессы [11].

У растений и микроорганизмов физиологиче-
ская роль ГДГ включает ассимиляцию азота, ка-
таболизм глутамата, а также поддержание осмо-
тического баланса и устойчивость к высоким
температурам. Также данный фермент является
промежуточным звеном между циклом трикарбо-
новых кислот (ЦТК) и шунтом γ-аминомасляной
кислоты (ГАМК-шунтом). Известно, что продукт
реакции, катализируемой ГДГ – 2-оксоглутарат –
может быть введен в цикл лимонной кислоты и
использован для энергизации клетки [12].

У кукурузы глутаматдегидрогеназа кодируется
двумя генами [13]. Ген GDH1 (LOC542220), коди-
рующий β-субъединицу глутаматдегидрогеназы
кукурузы, локализован в первой хромосоме [14].
Ген GDH2 (LOC100193614) находится в 10 хромо-
соме и кодирует α-субъединицу ГДГ кукурузы.

Имеются доказательства того, что роль ГДГ в
прямой ассимиляции  незначительна (5%)
по сравнению с вкладом глутаминсинтетазы и
глутаминоксоглутаратаминотрансферазы (цикл
ГС-ГОГАТ) (95%) [15]. Однако ГДГ обеспечивает
альтернативный путь включения аммиака в орга-
нические соединения только во время определен-
ных экологических стимулов, когда требуется ре-
мобилизация питательных веществ [16]. Основная
роль ГДГ заключается в подпитке цикла трикар-
боновых кислот 2ОГ, когда углерод становится
ограничивающим фактором [7]. Таким образом,
вместе с глутамин-2-оксоглутаратаминотрансфе-
разой (ГОГАТ), глутаматдегидрогеназа участвует
в образовании и гомеостазе глутамата [17]. По
этой причине фермент играет важную роль в точ-
ке разветвления путей ассимиляции углерода и
азота [3].

Дефицит кислорода приводит к ингибированию
ЦТК, что связано, в первую очередь, с тем, что
электрон-транспортная цепь (ЭТЦ) митохондрий в

4NH+

отсутствии основного акцептора электронов – кис-
лорода, не способна нормально функционировать.
Во время гипоксии, когда цепь переноса электро-
нов не окисляет восстанавливающие эквиваленты,
некоторые сегменты ЦТК все же остаются рабо-
тоспособными и катализируют реакции в проти-
воположных направлениях. Это служит для ис-
пользования высокоэнергетических фосфатов
посредством фосфорилирования на уровне мат-
ричного субстрата в отсутствие окислительного
фосфорилирования [18].

Ранее нами было показано, что 2-оксоглута-
ратдегидрогеназный комплекс (2ОГДК), который
катализирует лимитирующую и самую высоко-
энергичную стадию ЦТК, в условиях дефицита
кислорода инактивируется [19]. Однако непонят-
ным остается механизм, который обеспечивает
адаптацию клеточного метаболизма в этих усло-
виях. Регулирующая роль в данном процессе может
принадлежать глутаматдегидрогеназе, которая за
счет изменения субъединичного состава контро-
лирует поток 2-оксоглутарата между азотным и
углеродным метаболизмом: увеличение α-субъ-
единиц в структуре фермента способно приводить
к смещению равновесия реакции в сторону дез-
аминирования глутамата, а преобладание β-субъ-
единиц способствует протеканию реакции амини-
рования 2-оксоглутарата [4].

Существуют убедительные доказательства того,
что изменение уровня γ-аминомасляной кислоты
(ГАМК) регулирует функционирование ЦТК, ко-
торый обеспечивает энергизацию клетки для
поддержания энергозатратной реакции адапта-
ции к абиотическим стрессам, в том числе и к ги-
поксии [20]. В связи с этим целью работы явля-
лось исследование роли метилирования промото-
ров генов GDH1 и GDH2 глутаматдегидрогеназы в
регуляции их экспрессии в листьях кукурузы (Zea
mays L) при гипоксии, а также выявление меха-
низмов трансформации метаболических потоков
при адаптивной реакции клеточного метаболиз-
ма в условиях дефицита кислорода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследований использова-
лись 10–12-дневные проростки кукурузы (Zea
mays L.) сорта Воронежская-76, выращивание ко-
торых осуществляли гидропонно при 10-часовом
световом дне с интенсивностью света 25 Вт/м2

(климатическая камера “LabTech”, Корея) и тем-
пературой окружающей среды 25°С.

Растения предварительно помещали в ваку-
ум-эксикаторы на 24 ч без доступа света, после
чего в эксикатор с опытной группой растений в
течение суток подавался азот из баллона 10150У
(ГОСТ 94973, Россия, УЗГПО) со средней ско-
ростью 18 см3/сек. Контрольная группа находи-
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лась в среде, куда непрерывно осуществлялся
приток кислорода воздуха.

Согласно сертификату соответствия содержание
кислорода в баллоне с азотом составляло ≤ 0.5%.
Температура окружающей среды во время экспе-
римента поддерживалась на уровне 25°С. Первые
образцы (“нулевой контроль”) для исследования
изымали до начала эксперимента.

Экстракция фракции митохондрий из листьев
кукурузы осуществлялась путем гомогенизации
образцов в ледяной среде выделения, включаю-
щей: 0.15 М Tris-HCl буфер (pH 7.4), 0.4 М сахароза,
2.5 мМ динатриевая соль ЭДТА, 1 мМ КСl, 4 мМ
МgСl2, 0.05% Triton Х-100 в соотношении 1 : 10.
Гомогенат фильтровали и осаждали клеточные
стенки 3 мин при 3000 g (Еppendorf Centrifuge
5804 R). Надосадочную жидкость центрифугиро-
вали при 12000 g в течение 20 мин при температу-
ре +4°С. Супернатант удаляли, а осадок растворя-
ли в 2 мл среды ресуспендирования, включавшей
0.15 М Tris-HCl буфер (pH 7.4) и 2.5 мМ динатри-
евую соль ЭДТА.

Активность ГДГ по реакции аминирования опре-
деляли спектрофотометрически при 340 нм в сре-
де, содержащей 13 мМ 2-оксоглутарата, 0.25 мМ
НАДН, 1 мМ CaCl2, 50 мМ (NH4)2SO4, 100 мМ
Tris-HCl буфер рН 8.0 [21]. За единицу фермента-
тивной активности глутаматдегидрогеназы прини-
мали такое количество фермента, которое катали-
зировало превращение 1 мкмоль 2-оксоглутарата за
1 мин при 25°С при оптимальном значении pH (8.0).
Значения общей ферментативной активности рас-
считывали, как отношение количества фермента-
тивных единиц на г/сырой массы листьев кукурузы.

Суммарная РНК и ДНК выделялись методом
фенол-хлороформной экстракции [23, 24]. Выде-
ление ДНК осуществлялось путем лизиса расти-
тельной ткани в буфере, содержащем: 2% цетри-
мониум бромид, 1.4 М NаСl, 20 мМ ЭДТА, 0.1 М
Tрис-HCl (pH 8.0) с последующим центрифуги-
рованием (3 мин при 5000 об/мин). К надосадку
добавляли смесь фенола, хлороформа и изоами-
лового спирта (25 : 24 : 1) и центрифугировали при
13000 об/мин в течение 20 мин. Нуклеиновые
кислоты из водной фазы осаждали 3 М ацетатом
натрия и тремя объемами 96% этанола с последу-
ющей инкубацией при ‒20°С. Полученный оса-

док промывали 75% этанолом, высушивали и рас-
творяли в воде, свободной от ДНКаз.

Выделение РНК проводили путем гомогениза-
ции растительной ткани в соотношении 1 : 10 с бу-
фером выделения (4 М гуанидин тиоционат, 25 мМ
цитрат натрия (pH 7.0), 0.5% (вес/объем) N-лауро-
силсаркозин и 0.1 М β-меркаптоэтанол). К надосад-
ку, полученному в ходе 3 мин центрифугирования
(5000 об/мин.), добавляли смесь фенола : хлоро-
форма (49 : 1) и центрифугировали при 13000 об/мин
20 мин. Осаждение нуклеиновых кислот из вод-
ной фазы проводили путем добавления 2 М аце-
тата натрия (pH 4.0) и 1 мл изопропанола. Оса-
жденную РНК промывали в 80% этаноле, высу-
шивали и растворяли в воде, свободной от ДНКаз.
Добавление равного объема 12 М хлорида лития и
последующая инкубация при ‒20°С обеспечива-
ли очистку РНК от ДНК. Все манипуляции про-
водили при +4°С, если не указано иное.

ПЦР в реальном времени проводили на прибо-
ре LightCycler96 (“Roche”, Швеция) с использо-
ванием в качестве интеркалирующего красителя
SYBR Green I. В качестве матрицы использовали
кДНК, полученную в ходе реакции обратной
транскрипции с набором ММLV-RT Kit (ЗАО
“Евроген”, Россия) в соответствии с протоколом
производителя. Количество РНК-матрицы со-
ставляло 2 мкг. Специфические праймеры к ге-
нам GDH1 и GDH2 представлены в таблице 1. Ко-
личественный контроль матрицы осуществляли
путем параллельной амплификации образцов с
праймерами к гену ЕF-1α. В качестве отрицатель-
ного контроля использовали суммарную РНК без
этапа обратной транскрипции. Относительный
уровень экспрессии исследуемых генов опреде-
ляли с применением 2–ΔΔCt-метода.

Анализ промоторов исследуемых генов на нали-
чие CpG-островков и подбор праймеров для ме-
тил-специфичной ПЦР (табл. 2) осуществляли с
помощью онлайн-сервиса MethPrimer (www.uro-
gene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi).

Степень метилирования отдельных СpG-ди-
нуклеотидов определяли путем проведения ме-
тил-специфичной ПЦР (МС-ПЦР) с последую-
щей детекцией полученных ампликонов методом
электрофореза в 2% агарозном геле (Helicon, Рос-
сия) с добавлением бромистого этидия (Sigma Al-
drich, США). В качестве матрицы для проведения

Таблица 1. Праймеры к генам глутаматдегидрогеназы

Ген Праймер Нуклеотидная последовательность Температура отжига, С

GDH1
Прямой GCGGAGAACAAGGGGATCAA

58
Обратный ACAGGATCTCGTCTGCCTCT

GDH-2
Прямой TGATCCAGAGGCAGACGAGA

58
Обратный GTAATGCGCGGTCAATGGTC
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МС-ПЦР использовали ДНК, подвергнутую мо-
дификации бисульфитом натрия.

Конверсия ДНК проводилась в три этапа с ис-
пользованием бисульфита натрия в качестве основ-
ного модифицирующего агента [22]. На первом эта-
пе, предварительно денатурированная ДНК (инку-
бация при 55°С в присутствии 0.3 М NaOH)
модифицировалась путем добавления смеси 4 М
раствора NaHSO3 и 0.2 М гидрохинона с последу-
ющей инкубацией в темноте при 55°С. На втором
этапе происходила очистка модифицированной
ДНК от бисульфита натрия с использованием на-
бора DNeasy Plant Pro Kit (Qiagen, Германия). Де-
сульфонирование осуществляли путем инкуба-
ции с 0.3 М NaOH при 37°С. Для осаждения ДНК
из раствора добавляли гликоген в концентрации
20 мг/мл, 10 М ацетата аммония и 3 объема 80%
этанола. Отмывка нуклеиновой кислоты проис-
ходила с применением 80% этанола, после чего

ДНК высушивали и растворяли в воде, свободной
от ДНКаз.

Статистический анализ. Опыт проводился в
3‒4-кратной повторности, аналитические опре-
деления активности глутаматдегидрогеназы для
каждой пробы осуществляли в трех повторностях.
Метил-специфичную ПРЦ с каждым из образцов
проводили в трех аналитических повторностях.
Постановку ПЦР в реальном времени проводили
трижды. Количественные показатели оценива-
лись на предмет соответствия нормальному рас-
пределению с помощью критерия Шапиро-Уил-
ка. Результаты на графиках выражали как среднее
значение. Бары на графиках представляют собой
стандартную ошибку среднего (SEM). Различия
анализировали на статистическую значимость с
использованием критерия Стьюдента [25, 26]. До-
полнительно применялся однофакторный диспер-
сионный анализ ANOVA (влияние фактора досто-

Таблица 2. Праймеры для метил-специфичной ПЦР к генам GDH1 и GDH-2

Ген Название Положение исследуемого 
цитозина Последовательность Температура

отжига, °С

GDH1

Прямой М

1 ‒779

ATTTGTAGATTTAATCGGTTGGGT

52‒53
Обратный М AAAAACTAAAATCACTATTCTCGTT

Прямой U ATTTGTAGATTTAATTGGTTGGGT

Обратный U AAAAACTAAAATCACTATTCTCATT

Прямой М

2 ‒419

TCGTAGTAATTTTTGTTTTGTGG

52‒53
Обратный М AAAAACTAAAATCACTATTCTCGTT

Прямой U TTGTAGTAATTTTTGTTTTGTGG

Обратный U AAAAACTAAAATCACTATTCTCATT

Прямой М

3 ‒340

TAAGATTGTATATTTTCGGTGGTAT

52‒53
Обратный М AAAAACTAAAATCACTATTCTCGTT

Прямой U TAAGATTGTATATTTTTGGTGGTAT

Обратный U AAAAACTAAAATCACTATTCTCATT

GDH-2

Прямой М

1 ‒304

AGATAAGTTAGTTATGGGATGGGC

53
Обратный М TACGTCTTCTTAATAACCAAACGAA

Прямой U AGATAAGTTAGTTATGGGATGGGTG

Обратный U TACATCTTCTTAATAACCAAACAAA

Прямой М

2 ‒263

GGTAAGTGGACGGAAAAGGA

53
Обратный М TACGTCTTCTTAATAACCAAACGAA

Прямой U GGTAAGTGGATGGAAAAGGA

Обратный U TACATCTTCTTAATAACCAAACAAA

Прямой М

3 ‒185

GGTTCGGTTTAGTTTTGAAATAAT

53
Обратный М TACGTCTTCTTAATAACCAAACGAA

Прямой U GGTTCGGTTTAGTTTTGAAATAAT

Обратный U TACATCTTCTTAATAACCAAACAAA
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верно при P < 0.05). Статистический анализ полу-
ченных данных проводился с использованием
программы STATISTICA 12.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В рамках проведенного исследования было

изучено влияние гипоксии на общую фермента-
тивную активность ГДГ, что позволило обнару-
жить активацию данной ферментной системы
(рис. 1). В первый час гипоксического воздей-
ствия в листьях кукурузы наблюдали существен-
ное увеличение (более чем в 1.5 раза) активности
ГДГ по реакции аминирования, которое сохраня-
лось на протяжении 12 ч. Максимум активности
был зафиксирован на 12 ч инкубации. Спустя сут-
ки эксперимента значения общей ферментатив-
ной активности ГДГ снижались практически до
уровня контрольной группы.

Для установления механизма, регулирующего
активность ГДГ в данных условиях, было прове-
дено исследование транскрипционной активно-
сти генов, которые в геноме кукурузы кодируют α
и β-субъединицы глутаматдегидрогеназы.

Было установлено, что транскрипция гена
GDH1 при инкубации растений в среде с низким
содержанием кислорода первоначально снижает-
ся в 2 раза, что, однако, к третьему часу сменяется
активацией работы данного гена (рис. 2). К 6 ч
эксперимента относительный уровень транскрип-
тов GDH1 достигает своего максимума, превышая
контрольные значения более чем в 1.5 раза. В по-
следующие часы концентрация мРНК данного
гена постепенно снижается. Следует отметить,
что в контрольной группе растений относительный
уровень транскриптов гена GDH1 практически не

изменялся (изменения в пределах колебаний) на
протяжении всего времени эксперимента.

Проведенное исследование динамики относи-
тельного уровня транскриптов гена, кодирующего
α-субъединицу ГДГ – GDH2 показало, что уже в
первые часы инкубации растений в среде, с низ-
кой концентрацией кислорода происходила
инактивация экспрессии гена (рис. 3). Интересно
отметить, что на 6 ч гипоксического воздействия
зарегистрировано минимальное значение уровня
мРНК данного гена, что в некотором смысле кор-
релирует с максимумом транскрипционной ак-
тивности гена GDH1. На протяжении всего вре-
мени эксперимента содержание транскриптов гена
GDH2, кодирующего α-субъединицу ГДГ остает-
ся на достаточно низком уровне, более чем в 9 раз
ниже значений, отмеченных в контрольной груп-
пе растений.

В связи с тем, что активность некоторых фер-
ментов регулируется на биохимическом, молеку-
лярно-генетическом и эпигенетическом уровнях,
[27‒29] было проведено исследование роли мети-
лирования в изменении каталитической активно-
сти глутаматдегидрогеназы при адаптивной реак-
ции растительной клетки к гипоксии в листьях
кукурузы. Предварительный анализ нуклеотид-
ных последовательностей генов семейства GDH
на наличие CpG-островков показал, что промо-
тор гена GDH1 не содержит ни одного CpG-ост-
ровка, в то время как в составе промоторной об-
ласти гена GDH2 обнаружено два островка разме-

Рис. 1. Изменение общей ферментативной активности
ГДГ в условиях действия гипоксии. Сплошная черная
линия ‒ опытная группа растений, инкубация кото-
рых осуществлялась в гипоксической среде с азотом;
пунктирная серая линия – контрольная группа расте-
ний, инкубация которой осуществлялась в нормокси-
ческих условиях. Различия между контролем (О2) и
опытом (N2) статистически значимы (P < 0.05). Пред-
ставлены данные не менее трех независимых экспери-
ментов.
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Рис. 2. Относительный уровень транскриптов гена
GDH1 в условиях действия гипоксии. Черные столб-
цы ‒ опытная группа растений, инкубация которых
осуществлялась в гипоксической среде с азотом; се-
рые столбцы – контрольная группа растений, инку-
бация которой осуществлялась в нормоксических
условиях. Различия между контролем (О2) и опытом
(N2) статистически значимы. Представлены резуль-
таты четырех независимых экспериментов. Данные
достоверно различаются: * ‒ P < 0.05 по сравнению
с контролем соответствующего часа эксперимента;
** ‒ P < 0.03 по сравнению с результатами, получен-
ными до начала эксперимента (“нулевой контроль”).

24126310
0

Ур
ов

ен
ь 

тр
ан

ск
ри

пт
ов

, о
тн

. е
д.

0.4
0.6

1.0
1.2

1.6
1.8

1.4

0.8

0.2

2.0

Время инкубации, ч



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 2  2023

РОЛЬ МЕТИЛИРОВАНИЯ ПРОМОТОРОВ ГЕНОВ ГЛУТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ 197

ром 404 и 383 п.н. (рис. 4). Анализ промоторной
области гена GDH1 на наличие сайтов СpNpG и
CpNpN, по которым в растительных организмах
также осуществляется метилирование цитози-
нов [30], позволил установить, что исследуемый
участок промотора размером 1000 п.н. содержит
около 24.9% CpNpN-сайтов (от общего числа
исследуемых нуклеотидов) и 13.8% приходится
на сайты СpNpG.

Полученные в результате проведенной ме-
тил-специфичной ПЦР данные позволили вы-
явить корреляцию между динамикой транскрип-
ционной активности генов семейства GDH и мо-
дуляциями в метильном статусе исследуемых
СpG-динуклеотидов.

Установлено, что инкубация растений кукуру-
зы в среде с низким содержанием кислорода при-
водит к снижению количества метилированных
цитозинов в промоторе гена GDH1, что сопро-
вождается увеличением его транскрипционной
активности – до начала эксперимента 50% от ко-
личества всех проанализированных СрG-динук-
леотидов обладали метильной группой, однако,
по истечении третьего часа гипоксического воз-
действия 25% исследуемых цитозинов находи-
лись уже в деметилированном состоянии (рис. 5).
У растений, находившихся в нормоксических усло-
виях, степень метилирования составляла 50% на
протяжении всего времени эксперимента (рис. 6).

Инактивация гена GDH2 с первого часа нахож-
дения в условиях дефицита кислорода была обу-
словлена метилированием CpG-динуклеотидов в
составе его промотора до 75% (рис. 7). Увеличе-
ние доли метилированных цитозинов у контроль-
ной группы растений не наблюдалось ‒ степень
метилирования промотора в условиях нормоксии
составляла 25% (рис. 8).

Таким образом, разнонаправленные модуля-
ции в метильном статусе исследуемых CpG-ди-
нуклеотидов промоторов генов GDH1 и GDH2 в
условиях действия гипоксического стресса, со-
пряженные с изменением их транскрипционной
активности, указывают на существенную роль
эпигенетического механизма в регуляции работы
глутаматдегидрогеназной активности.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что снижение концентрации кисло-

рода запускает механизм гипоксического ответа,
который обеспечивает ингибирование 2-оксоглу-
таратдегидрогеназного комплекса [19]. 2ОГ, ко-
торый в виду инактивации 2ОГДК не способен
метаболизироваться до сукцинил-СоА, направ-
ляется через альтернативный путь для компенса-
ции или же нивелирования негативного влияния

Рис. 3. Динамика относительного уровня транскрип-
тов GDH2 при гипоксии. Черные столбцы ‒ опытная
группа растений, инкубация которых осуществлялась
в гипоксической среде с азотом; серые столбцы –
контрольная группа растений, инкубация которой
осуществлялась в нормоксических условиях. Разли-
чия между контролем (О2) и опытом (N2) статистиче-
ски значимы. Представлены результаты четырех не-
зависимых экспериментов. Данные достоверно раз-
личаются: * ‒ P < 0.05 по сравнению с контролем
соответствующего часа эксперимента; ** ‒ P < 0.03 по
сравнению с результатами, полученными до начала
эксперимента (“нулевой контроль”).
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стрессора [20]. В работе показано, что увеличение
активности глутаматдегидрогеназы в первые ча-
сы гипоксического воздействия связано с интен-
сификацией синтеза глутамата, который, являясь
первичной аминокислотой, обеспечивает постав-
ку аминогрупп для азотного метаболизма и связь
между ЦТК и ГАМК-шунтом. Выявленная ин-
дукция гена GDH1 способствует синтезу β-субъ-
единицы, что обеспечивает смещение равновесия
реакции в сторону аминирования 2-оксоглутара-
та. Образовавшийся глутамат может служить суб-
стратом для ГАМК-шунта, который, как извест-
но, активируется в ответ на действие некоторых

стрессоров [31]. Это предположение подтвержда-
ет тот факт, что при гипоксии транскрипция гена
GDH2, кодирующего α-субъединицу в геноме Zea
mays, практически полностью инактивируется,
тем самым “перекрывая” поток 2ОГ в сторону
ЦТК [32]. Как уже упоминалось, важную роль в
адаптации клетки к гипоксии играет азотный ме-
таболизм. Ранее было высказано предположение,
что адаптивный ответ метаболизма аминокислот
на стресс, вызванный дефицитом кислорода, со-
стоит из согласованной модуляции потока орга-
нического азота, проходящего через глутамат и
аланин [33]. Следовательно, пути потребления

Рис. 5. Динамика изменения относительного уровня
транскриптов гена GDH1 от степени метилирования
(5mC) его промотора в условиях дефицита кислоро-
да (N2). Представлены результаты четырех независи-
мых экспериментов. Данные достоверно различают-
ся: * ‒ P < 0.05 по сравнению с контролем; # ‒ P < 0.03
по сравнению с контролем.
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Рис. 6. Динамика изменения относительного уровня
транскриптов гена GDH1 от степени метилирования
его промотора в нормоксических условиях. Пред-
ставлены результаты четырех независимых экспери-
ментов. Данные достоверно различаются: * ‒ P < 0.05
по сравнению с результатами, полученными до нача-
ла эксперимента (“нулевой контроль”); # ‒ P < 0.03
по сравнению с результатами, полученными до нача-
ла эксперимента (“нулевой контроль”).
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Рис. 7. Динамика изменения относительного уровня
транскриптов гена GDH2 от степени метилирования
его промотора в условиях дефицита кислорода. Пред-
ставлены результаты четырех независимых экспери-
ментов. Данные достоверно различаются: * ‒ P < 0.05
по сравнению с контролем; # ‒ P < 0.03 по сравнению
с контролем.
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Рис. 8. Динамика изменения относительного уровня
транскриптов гена GDH2 от степени метилирования
его промотора в нормоксичеких условиях. Представ-
лены результаты четырех независимых эксперимен-
тов. Данные достоверно различаются, * ‒ P < 0.05 по
сравнению с “нулевым контролем”; # ‒ P < 0.03 по
сравнению с “нулевым контролем”.
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АТФ, которые участвуют в биосинтезе глутамина
и аспарагина, подавляются в пользу аланина и
ГАМК, которые обычно накапливаются, пред-
ставляя основной пул органического азота [34].
Модуляции аминокислотных путей являются ре-
зультатом регуляции некоторых ферментов, в том
числе и участников ГАМК-шунта. Шунт ГАМК
вносит свой вклад в клеточный pH-статус, по-
скольку декарбоксилирование глутамата является
реакцией потребления протонов, которая увели-
чивает pH [34].

ГДГ играет в адаптивном процессе к действию
гипоксии значительную роль. Механизм регуля-
ции работы данного фермента требует отдельного
изучения, так как установленный характер функ-
ционирования фермента нуждается в “тонкой на-
стройке” для быстрого переключения из ингиби-
рованного состояния в активное во время перехода
от низкого кислородного стресса к периоду пост-
стрессорного восстановления.

Известно, что активность ферментных систем
может регулироваться на биохимическом, моле-
кулярно-генетическом и эпигенетическом уровнях.
Однако особая роль принадлежит эпигенетическим
механизмам регуляции работы генома, что необы-
чайно важно в контексте исследования адаптивной
реакции к действию абиотических стрессов. Мно-
гие исследования показали, что эпигенетическая
изменчивость может быть важным механизмом
адаптации к разным средам обитания [27]. Более
того, имеется множество данных, свидетельству-
ющих об изменении степени метилирования как
всего генома, так и его отдельных участков, инду-
цированных стрессовым воздействием [27]. Ряд
ферментов дыхательного метаболизма подвержен
регуляции посредством процессов метилирова-
ния/деметилирования СpG-динуклеотидов в со-
ставе промоторов соответствующих генов [28, 29].

Анализ нуклеотидных последовательностей
промоторных областей генов GDH1 и GDH2 вы-
явил в их структуре различия. Так, промотор гена
GDH1 не содержит CpG-островков, однако в его
составе было обнаружено порядка 38% сайтов
CpNpG и CpNpN, по которым возможно присо-
единение метильных групп к цитозину у расти-
тельных организмов, наряду с CpG-динуклеоти-
дами. Главное отличие структуры промотора гена
GDH2 состоит в наличии двух CpG-островков
размером 404 и 383 п.н. Ввиду того, что в промо-
торе гена присутствуют СрG-островки, можно
предположить возможную регуляцию работы
данного гена посредством метилирования. Одна-
ко отсутствие CpG-островков не говорит о невоз-
можности регуляции работы гена посредством
изменения метильного статуса [30]. Дело в том,
что у растительных организмов, в отличие от жи-
вотных, метилирование цитозина возможно не
только по сайтам CpG, но также по сайтам СpNpG

и CpNpN, где N – A, T или C [30]. Несмотря на то,
что CpG-островки обнаружены лишь в промото-
ре одного гена, была выявлена зависимость меж-
ду степенью метилирования отдельных CpG-нук-
леотидов и изменением экспрессии обоих иссле-
дуемых генов.

Показано, что при понижении концентрации
кислорода в среде в листьях кукурузы происходят
существенные изменения в статусе метилирования
CpG-динуклеотидов, в промоторах генов субъеди-
ниц глутаматдегидрогеназы. Снижение количества
метилированных CG-динуклеотидов промотора ге-
на GDH1 приводило к росту его транскрипционной
активности. В то же время, увеличение доли мети-
лированных цитозинов инактивировало ген GDH2.
Характер распределения динамики относительно-
го уровня транскриптов генов, кодирующих α и
β-субъединицы глутаматдегидрогеназы указывает
на эпигенетический характер регуляции функци-
онирования данного фермента в гипоксических
условиях, что лишь в очередной раз подтверждает
ключевую роль данного фермента в процессах
адаптации клеточного метаболизма к изменяю-
щимся условиям среды.

Таким образом, выявлена роль глутаматдегидро-
геназы в механизме переключения метаболическо-
го пути 2-оксоглутарата с цикла трикарбоновых
кислот, обеспечивающего энергизацию клетки, на
альтернативный путь – шунт γ-аминомасляной
кислоты. Вызванное понижением уровня кисло-
рода в среде ингибирование 2-оксоглутаратдегид-
рогеназного комплекса, а также последующих
ферментов, вероятно, запускает механизм индук-
ции аминирующей активности глутаматдегидроге-
назы. Существенное увеличение интенсивности
функционирования ГДГ в первые 12 ч инкубации
листьев кукурузы в гипоксических условиях обес-
печивает перераспределение потоков углерода
между циклом Кребса и ГАМК-шунтом. Меха-
низм адаптивной реакции вызван дифференци-
альной экспрессией генов GDH1 и GDH2, изме-
няющей соотношение β- и α-субъединиц в моле-
куле фермента. Это, в свою очередь приводит к
перераспределению потока 2-оксоглутарата меж-
ду углеродным и азотным метаболизмом. При этом
регуляция транскрипционной активности генов в
условиях гипоксии осуществляется эпигенетиче-
ски, за счет модуляций степени метилирования
CpG-динуклеотидов промоторных областей ге-
нов GDH1 и GDH2.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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В настоящее время микроводоросли и цианобактерии привлекают к себе внимание исследователей
как потенциальные продуценты различных ценных веществ. Для увеличения рентабельности био-
технологических процессов с использованием этих организмов необходим отбор высокоэффектив-
ных штаммов и выбор оптимальных условий для их роста и максимальной продуктивности. Опти-
мизация роста должна производиться, с одной стороны, в интенсивных условиях, максимально
близких к масштабному культивированию, а с другой стороны – в небольших объемах, чтобы иметь
возможность параллельно проверять множество разных параметров с минимальными затратами.
В данной работе мы представляем описание и характеристики сконструированной нами лаборатор-
ной системы для интенсивного культивирования (LSIC – Laboratory System for Intensive Cultivation)
с термо-, свето- и газорегулированием и возможностью культивирования в 4 повторностях в 8 раз-
ных условиях, отличающихся по свету, температуре и концентрации CO2. Также в качестве примера
представлены результаты ряда экспериментов с использованием установки.

Ключевые слова: биомасса, биотехнология, микроводоросли, оптимизация роста, светодиодное
освещение, скрининг штаммов, цианобактерии
DOI: 10.31857/S0015330322600486, EDN: GKCNLD

ВВЕДЕНИЕ
Микроводоросли и цианобактерии – это про-

стейшие фотосинтезирующие организмы, кото-
рые вносят существенный вклад в глобальное по-
глощение углекислоты и синтез органического
вещества с выделением кислорода. В настоящее
время эти организмы привлекают к себе внима-
ние исследователей как потенциальные проду-
центы ценных соединений, таких как полисаха-
риды, липиды с разнообразным составом жирных
кислот (ЖК), пигменты, витамины, стерины, ан-
тибиотики и токсины [1]. Основным преимуще-
ством микроводорослей и цианобактерий являет-
ся возможность их выращивания без использова-
ния плодородных земель и запасов пресной воды,
высокая эффективность фотосинтеза и скорость
роста. Однако до сих пор коммерческое получе-
ние биомассы и большинства ценных продуктов

остается нерентабельным в промышленных мас-
штабах [2, 3]. Для увеличения рентабельности не-
обходим подбор высокоэффективных штаммов и
оптимальных условий для их роста и максималь-
ной продуктивности, включающих такие пара-
метры как температура, освещенность, содержа-
ние СО2 в газовой смеси, состав среды. Оптими-
зация роста должна производиться, с одной
стороны, в интенсивных условиях, максимально
близких к масштабному культивированию, а с
другой стороны – в небольших объемах, чтобы
иметь возможность параллельно проверять множе-
ство разных условий с минимальными затратами.
Кроме того, микроводоросли и цианобактерии яв-
ляются модельными объектами для изучения
стрессовых ответов фотоавтотрофных организ-
мов на клеточном и молекулярном уровнях [4–6].
Для подбора биотехнологически перспективных
штаммов, оптимизации их роста и продуктивно-
сти, моделирования промышленного культивиро-
вания, а также для изучения стрессовых ответов
фототрофных организмов с использованием ме-
тодов транскриптомики, протеомики и метабо-
ломики необходимы лабораторные фотобиореак-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330322600486 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: ГВС – газо-воздушная смесь; ГЛК – гамма-
линоленовая кислота; с.м. – сухая масса; LSIC – Laborato-
ry System for Intensive Cultivation.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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торы, позволяющие вести исследования множества
образцов в воспроизводимых условиях с заданными
параметрами [7, 8].

Основные требования к лабораторной системе
интенсивного культивирования:

– перемешивание, обеспечивающее гомоген-
ность культуры по отношению к освещенности и
газообмену – необходимое условие для получе-
ния автотрофных культур с высокой плотностью;

– поддержание стерильности культуры во вре-
мя длительных экспериментов;

– поддержание освещенности, температуры и
подачи CO2 в заданном диапазоне, необходимое для
интенсификации фотосинтеза, максимального на-
копления биомассы и обеспечения воспроизво-
димости экспериментальных условий;

– возможность проводить параллельные экспе-
рименты с разными параметрами культивирования
в минимальной повторности (3–4), необходимая
для оптимизации условий роста и накопления целе-
вых продуктов в клетках микроводорослей, для
изучения стрессовых ответов;

– дешевизна и простота конструкции, что
предполагает возможность изготовления из до-
ступных материалов, легкость сборки;

– культивирование в объеме, достаточном для
отбора проб на изучение биохимического состава
клеток, исследований транскриптомики и про-
теомики (100–400 мл).

В данной работе мы представляем описание и
характеристики сконструированной нами лабо-
раторной системы для интенсивного культивиро-
вания (LSIC – Laboratory System for Intensive Cul-
tivation) с термо-, свето- и газорегулированием,
возможностью культивирования в 4 повторно-
стях в 8 разных условиях, отличающихся по свету,
температуре и концентрации CO2. Эта система
является обновленной версией установок, разра-
ботанных в ИФР РАН в 1960–70-х гг. [9, 10]. Про-
изводство подобной установки и ее модификация

под собственные нужды возможны в любых лабора-
торных условиях из доступных материалов. В ка-
честве примера мы приводим результаты ряда экс-
периментов, проведенных с использованием уста-
новки: 1) скрининг штаммов, пригодных к
массовому культивированию; 2) оптимизация
ростовых условий; 3) исследование биохимиче-
ского состава клеток микроводорослей на раз-
ных стадиях роста и выбор наиболее продуктив-
ных штаммов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Лабораторная установка 

для интенсивного культивирования

Фотографии, схема и основные характеристи-
ки культивационной установки LSIC представле-
ны на рис. 1(а–г) и в табл. 1. Резервуар культива-
ционной установки представляет собой герме-
тичную емкость, объем которой ограничен двумя
полыми коаксиальными цилиндрами, располо-
женными на массивной цилиндрической плат-
форме. Вся конструкция выполнена из монолит-
ного прозрачного поликарбоната. Рабочий объем
резервуара разделен на восемь секторов двуслой-
ными стенками с воздушным зазором для обеспе-
чения термоизоляции секторов между собой.

Система терморегулирования состоит из восьми
термостатирующих модулей, расположенных в
середине каждой секции культиватора, и системы
подачи воздуха для равномерного перемешива-
ния теплоносителя (воды) в секции культиватора
(рис. 1в). Термостатирующий модуль представ-
ляет собой систему, состоящую из модуля Пель-
тье (9), подключенного к измерителю-контролле-
ру (терморегулятору, 14) через переключатель (13),
осевого вентилятора (12) и двух радиаторов (10, 11)
(рис. 1в).

Радиаторы служат для интенсификации тепло-
обмена между источником и приемником тепловой
энергии. На культивационной установке приме-

Таблица 1. Характеристики лабораторной установки для интенсивного культивирования

Характеристика Описание

Параллелизация 8 условий, различных по температуре, освещению, СО2, по 4 повторности в 
каждом варианте

Рабочий объем одного сосуда 100–250 мл
Температура 22–41°С ± 1°С
Освещение 30–500 мкмоль/(м2·с), теплый белый, красный и голубой свет, возможны

другие комбинации по спектру и дополнительное освещение с внешней
стороны, контроль с помощью люминометра

Оптический путь 4 см в цилиндрической части, 8 см в расширении
СО2 0.04–100%, контроль с помощью газоанализатора
Тип перемешивания Барботаж газовоздушной смесью
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няются радиаторы двух типов: профиль 100 × 90 ×
× 26 мм (10) и профиль 150 × 170 × 20 мм (11), ко-
торые необходимы для передачи тепла от нагре-
вателя (9) к теплоносителю в секции культивато-
ра (4) и для отвода тепла от нагревателя (9) к по-
верхности радиатора, омываемой воздухом за счет
работы осевого вентилятора (12), соответственно.
Термостатирующий модуль позволяет задавать
температуру теплоносителя в рабочей емкости с
точностью в пределах двух градусов по Фаренгей-

ту: границы температур устанавливаются исходя
из отклонения от рабочей температуры на один
градус по Фаренгейту. Терморегулятор (14) управ-
ляет переключением режимов нагрев–охлажде-
ние при температурах в емкости ниже или, соот-
ветственно, выше 1°F от рабочей и отключением
питания элемента Пельтье (9) при рабочих значе-
ниях температуры. Предусмотрено ручное пере-
ключение режимов и отключение работы элемента
Пельтье с помощью трехпозиционного переклю-

Рис. 1. Фотографии и схема культивационной установки: а – общий вид установки без сосудов; б – резервуар с сосу-
дами; в – схема рабочей емкости культивационной установки; г – детальная схема сосуда для интенсивного культи-
вирования микроводорослей и цианобактерий. 1 – секция культиватора; 2 – платформа; 3 – сосуд; 4 – теплоноситель
(вода); 5 – культура микроводорослей или цианобактерий; 6 – барботер; 7 – трубка подачи воздуха; 8 – ватно-марлевая
пробка; 9 – элемент Пельтье; 10 – радиатор №1; 11 – радиатор №2; 12 – вентилятор; 13 – переключатель; 14 – терморе-
гулятор; 15 – датчик температуры; 16 – светодиоды (СД); 17 – выключатели СД; 18 – светодиодный модуль (СДМ);
19 – блок питания СДМ.
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чателя (13). В каждом термостатирующем модуле
установлено по одному элементу Пельтье марки
ТЕС1-12712 размерами 62 × 62 × 4 мм и мощно-
стью 120 Вт с рабочим напряжением 12 В.

Система освещения позволяет проводить ис-
следования по влиянию условий культивирова-
ния в большем диапазоне значений по интенсив-
ности (от 30 до 500 мкмоль/м2 · c) в разных по
спектральному составу вариантах освещенности
(белые светодиоды дополнены синими и красны-
ми). Предусмотрена возможность установки до-
полнительного внешнего освещения, к примеру,
для определения пороговых значений интенсив-
ности света исследуемой культуры.

Восьми секторам резервуара культивационной
установки соответствуют свои секции системы
освещения. Секции сгруппированы в модули сле-
дующим образом: два модуля по три секции и два
односекционных модуля. Модули питаются от-
дельно друг от друга. Такое разбиение позволяет
проводить обслуживание и смену модулей осве-
щения, не нарушая работы всего реактора.

Каждая секция модуля представляет собой
спаянные в определенной последовательности
светодиодные ленты различного свечения (белые
2400К марки SDM 2835, красные с 620–630 нм и
синие 465–475 нм, марки SDM 3528 от компании
“Arlight”, Беларусь), размещенные на дуговых
конструкциях из листового алюминия радиусом
меньшим, чем внутренний радиус стенки биореак-
тора. Таким образом, светогенерирующая поверх-
ность модулей расположена в непосредственной
близости к светопринимающей поверхности ре-
актора, на расстоянии не более 3 см, что позволя-
ет сократить потери энергии света и равномерно
распределить освещение по емкостям реактора.

На секцию приходится 13 светодиодных лент
белого теплого света и по 6 лент красного и синего.
Для двух емкостей дополнительно собраны одно-
секционные модули только из лент красного и
синего света для исследования влияния на рост
света с длинами волн 620–630 нм и 465–475 нм и
их различных комбинаций.

Подача и регулирование газо-воздушной смеси.
Чистый диоксид углерода из баллона подается че-
рез ротаметр в смесительную емкость, где смеши-
вается с воздухом, нагнетаемым компрессором,
далее смесь через ротаметры подачи и измерения
концентрации СО2 поступают через фильтр и
стеклянный барботер в сосуд с суспензией мик-
роводорослей или цианобактерий. Расход смеси
регулируется краниками и зажимами на подводя-
щих силиконовых трубках.

Сосуд для интенсивного культивирования. Фор-
ма сосуда была разработана еще для первых вари-
антов установки [9] и позже модифицирована
(рис. 1г). Сосуд представляет собой по сути моди-
фицированную барботажную колонну (bubble

column) и позволяет производить выращивание
культуры в диапазоне объемов 100–250 мл. Важ-
ной особенностью сосуда является отсутствие уг-
лов, положение барботера и форма дна, что поз-
воляет обеспечить равномерное перемешивание
и оптимизировать газообмен. Нижняя часть сосу-
да имеет оптический путь 4 см, позволяющий
обеспечить оптимальную освещенность культуры.
Расширенная часть сосуда выполняет функции
пеноотбойника, обеспечивает оседание пены, так
же как и верхняя вытянутая часть, и создает до-
полнительный объем. Сосуд, закрытый ватно-
марлевой пробкой, можно стерилизовать при
температуре 150°С и поддерживать в нем стериль-
ные условия при культивировании, пропуская
воздушную смесь для барботажа через ватный
или целлюлозный фильтр (Millex-GS, 0.22 μm,
“Merck Millipore”, США).

Измерение облученности
Все измерения уровня облученности в рабочем

объеме фотобиореакторов и на поверхности све-
тодиодных модулей снимались прибором LI-COR
(Model LI-189 с LI-190SA “Quantum Sensor”, США)
в мкмоль/(м2 · с).

Оценка скорости перемешивания
Для оценки скорости и полноты перемешива-

ния измеряли время, за которое 1 мл 0.1% водного
раствора красителя Ponceau полностью раство-
рится в 250 мл воды при обычно используемой
интенсивности барботажа [11]. Измерения повто-
ряли 5 раз.

Оценка температурного контроля, теплопереноса
Оценивали, за какое время после изменения

температурного режима изменится температура в
трех сосудах с 150 мл воды или культуры микрово-
дорослей (при таком объеме заполненная часть
сосуда полностью погружена в теплоноситель),
оценивали соответствие температуры в сосуде и в
водяной бане и точность поддержания температу-
ры на протяжении суток.

Тест на стерильность
Для тестирования возможности поддержания

асептических условий культивирования в сосуд в
стерильных условиях добавляли среду LB с 2%
глюкозы и помещали его в условия интенсивного
культивирования при температуре 32°C на 7 дней.
Затем пробу отбирали и высеивали на агаризо-
ванную среду LB с глюкозой. После инкубации в
течение 14 дней при 30°С тестовые чашки были
проверены на наличие колоний.

Аксеничность культуры C. sorokiniana IPPAS C-1,
выращиваемой на культивационной установке в
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течение трех суток, проверяли микроскопирова-
нием (микроскоп Axio Imager D1; “Carl Zeiss”,
Германия) и посадкой на чашку Петри с тестовой
средой (ВВМ-3N с добавлением 0.2% глюкозы и
0.02% казеинового гидролизата). Тестовую чашку
инкубировали в темноте при комнатной темпера-
туре в течение 7 дней, затем проверяли на присут-
ствие посторонних колоний.

Штаммы цианобактерий и микроводорослей
В работе были использованы 13 штаммов ци-

анобактерий и микроводорослей из коллекции
IPPAS ИФР РАН (табл. 2).

Условия интенсивного культивирования
Исходные культуры штаммов микроводорос-

лей и цианобактерий поддерживали на соответ-
ствующих агаризованных средах в пробирках или
чашках Петри. Перед экспериментом штаммы
пересаживали в 100–150 мл жидкой среды в колбу
Эрленмейера и подращивали на качалке при осве-
щении 50 мкмоль /м2 · сек в течение 7–14 дней. Ин-
тенсивное культивирование производили в выше-
описанной культивационной установке, в сосудах с
150–250 мл соответствующей среды при освеще-
нии 500 мкмоль /м2 · сек и оптимальной темпера-
туре роста, если не указано иное. Перемешивание
и аэрация культуры осуществлялись за счет бар-
ботирования стерильной газовоздушной смесью.
Объемный расход подаваемой смеси составлял
около 0.25 л/мин, концентрация СО2 поддержи-
валась в диапазоне 1.2–1.8% (v/v). Для адаптации

к условиям интенсивного культивирования каждую
культуру предварительно выращивали до экспо-
ненциальной фазы в указанных условиях, затем
разбавляли свежей средой до оптической плотно-
сти, измеренной при 750 нм (ОП750) 0.1–0.3 и про-
водили эксперименты в трех повторностях. Сре-
ды культивирования и оптимальные температуры
роста указаны в таблице 2.

Ростовые характеристики

Скорость роста оценивалась по изменению
ОП750 суспензии и по сухой массе. ОП750 измеряли
на спектрофотометре Genesys 10S UV-Vis (“Ther-
mo Scientific”, США).

Для измерения сухой массы 1–10 мл культуры
осаждали центрифугированием, промывали ди-
стиллированной водой и высушивали в сушиль-
ном шкафу 24 ч при 80°C в предварительно взве-
шенных микропробирках.

Для оценки скорости роста использовали сле-
дующие параметры.

Удельная скорость роста, μ, оценивалась по
изменению оптической плотности культуры или
по сухой массе (/сут.):

(1)

где N1 и N2 – ОП750, измеренная во время 1 (t1) и
время 2 (t2) соответственно.

 
 
 μ =
−

2

1

2 1

ln
,

N
N

t t

Таблица 2. Штаммы и условия культивирования

Примечание: * Состав сред указан в http://cellreg.org/Catalog_2020/media_list.html

Штамм Среда для культивирования* Температура 
культивирования

Limnospira sp. IPPAS B-256 Заррука 32°С
Limnospira sp. IPPAS B-287 Заррука 32°С
Limnospira sp. IPPAS B-1526 Заррука 32°С
Cyanobacterium sp. IPPAS B-1528 Заррука 32°С
Geminocystis sp. IPPAS B-1530 Заррука 27°С
Microcystis aeruginosa IPPAS B-1527 Microcystis 27°С
Nodularia spumigena IPPAS B-1529 Заррука-N 32°С
Chromochloris zofingiensis IPPAS C-30 5A+2B 27°С
Chromochloris zofingiensis IPPAS C-108 5A+2B 27°С
Chlorella sp. IPPAS C-1210 BBM-3N 30°С
Chlorella sorokiniana IPPAS C-1 1/2 Тамия модифицированная 32°С
Lobosphaeropsis lobophora IPPAS C-102 BBM-3N 27°С
Chlamydopodium sp. IPPAS C-1503 BBM-3N 27°С
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Средняя скорость накопления биомассы, vср,
оценивалась по сухой массе (г/(л · сут.)):

(2)

где m1 и m2 – сухая масса 1 мл культуры, измерен-
ная во время 1 (t1) и время 2 (t2).

По удельной скорости также рассчитывалось
время удвоения биомассы Тудв:

(3)

Конечную продуктивность Пк штаммов опре-
деляли по концентрации биомассы в конце куль-
тивирования.

Эксперименты по оценке скорости роста про-
водили в трех повторностях.

Биохимический анализ

Методы биохимического анализа клеток мик-
роводорослей и цианобактерий подробно описа-
ны в [12]. Концентрации хлорофиллов и кароти-
ноидов определяли спектрофотометрически в
метанольных экстрактах. Содержание белка в
клетках определяли с бицинхониновым реаген-
том (BCA1, “Sigma-Aldrich”, США), согласно ин-
струкции производителя. Содержание запасных
углеводов определяли фенол-сернокислым мето-
дом. Содержание суммарных липидов оценивали
газохроматографически в пересчете на количе-
ство этерифицированных ЖК на грамм сухой
массы клеток.

2 1
ср

2 1

,m m
t t

−=
−

v

( )
удв

ln 2
.Т =

μ

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка скорости перемешивания

При стандартной интенсивности барботажа 1 мл
0.1% водного раствора Ponceau растворялся в со-
суде с 250 мл воды за 4–5 с. По распределению
красителя было видно, что зоны без перемешива-
ния в сосуде отсутствуют. В отсутствие барботажа
краситель полностью растворялся за 45 с.

Температурный тест
Во всех экспериментах при переносе сосудов с

150 мл воды или с 150 мл плотной суспензии кле-
ток в секцию с температурой, отличающейся на
10°C (были установлены значения температуры
22, 32 и 42°С), температура в сосудах достигала за-
данных значений за 12 мин, при этом уже за 6–8 мин
температура достигала значений, отличных от за-
данного на 1°С (рис. 2).

При температуре окружающей среды 23°C и
максимальном освещении заданные в секциях
установки значения температуры 22, 32 и 44°C
поддерживались в течение суток в пределах 22–
23°C, 31–33°C, 41–41.5°C соответственно.

Тест на стерильность
Возможность сохранять культуры аксеничны-

ми при длительном культивировании в установке
проверяли двумя способами. В первом варианте в
установке инкубировали сосуды с органической
средой LB с добавлением глюкозы при 32°C и
стандартных условиях барботажа в течение 7 дней.
Отсутствие роста микроорганизмов было под-
тверждено отсутствием изменения оптической
плотности, измеренной при 595 нм, и отсутстви-

Рис. 2. Динамика изменения температуры в сосудах при перемещении из секции с установленной температурой 32°С в
секцию с температурой 22°С и обратно (а); в секцию с температурой 42°С и обратно (б). 1, 2 – сосуды с водой; 3, 4 – со-
суды с плотной суспензией микроводорослей. 1, 3 – охлаждение; 2, 4 – нагрев. Показаны средние значения и стандарт-
ные отклонения по трем повторностям.
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ем колоний после посева среды из сосудов на ага-
ризованную среду LB c глюкозой после 35 дней
инкубации (Дополнительные материалы, рис. 1а).
Во втором варианте на установке выращивали ак-
сеничную культуру C. sorokininana IPPAS C-1 в тече-
ние 3 суток. Аксеничность культуры C. sorokininana
IPPAS C-1 после культивирования подтверждали
микроскопированием и инкубацией в темноте на
тестовой среде. Микроскопирование показало
отсутствие посторонних организмов. Проверка
культуры на тестовой среде (Дополнительные ма-
териалы, рис. 1б) также подтвердила отсутствие в
культуре посторонних организмов – после инку-
бации в темноте на чашках был заметен только зе-
леный газон C. sorokininana IPPAS C-1, способной
к гетеротрофному росту, а колонии бактерий или
грибов отсутствовали.

Скрининг штаммов, пригодных
к массовому культивированию

Для данного этапа были отобраны 6 штаммов
цианобактерий и зеленых микроводорослей кол-
лекции IPPAS, ранее не культивировавшиеся в
интенсивных условиях: Cyanobacterium sp. IPPAS
B-1528, Geminocystis sp. IPPAS B-1530, Microcystis
aeruginosa IPPAS B-1527, Nodularia spumigena IP-
PAS B-1529, Lobosphaeropsis lobophora IPPAS C-102,
Chlamydopodium sp. IPPAS C-1503. Для всех штам-
мов с использованием культивационной установки
были получены интенсивные культуры и данные
по конечной продуктивности после 7 суток куль-
тивирования (табл. 3).

Оптимизация ростовых условий
Определение температурного оптимума штамма

C. sorokiniana IPPAS C-1
Для выявления температурных зависимостей

роста C. sorokiniana IPPAS C-1 рабочие температу-
ры в четырех емкостях культивационной установ-
ки были выставлены на 26, 31, 36 и 41°С.

Результаты проведенных исследований (рис. 3)
показывают, что в первые сутки самые высокие
значения максимальной удельной скорости μmax
были у вариантов, выращиваемых при 31 и 36°С
(минимальное время удвоения составляло 5.3 ч и
4.6 ч, соответственно). Показатель μmax характе-
ризует максимально возможную скорость роста
штамма в экспоненциальной фазе роста, когда
отсутствует лимитирование роста освещенно-
стью и компонентами среды.

Однако, по окончанию всего периода культи-
вирования (на седьмые сутки) больше биомассы
накопили варианты, выращиваемые при 26 и
31ºС. Рост вариантов, выращиваемых при 41°С,
был полностью ингибирован уже после 72 ч, но
гибели культуры не произошло даже после 7 сут.,
так как последующее снижение температуры до
31°С привело к возобновлению роста культуры.

Влияние условий низкой и высокой 
освещенности на накопление биомассы
у штамма Chlorella sp. IPPAS C-1210

Сравнивали рост культуры Chlorella sp. IPPAS
C-1210 при интенсивностях освещения 100 и
500 мкмоль/(м2 · с) (рис. 4). Варианты существен-
но отличались по μmax, которая была в 2 раза выше
в варианте с большей освещенностью (мини-
мальное время удвоения составило 12.1 ч и 5.5 ч,
соответственно). За счет этого различия в вариан-
те с большей освещенностью была достигнута
также значительно более высокая конечная опти-
ческая плотность культуры.

Исследования биохимического состава
штаммов микроводорослей и цианобактерий
на разных стадиях роста и выбора наиболее 

продуктивных штаммов
Сравнение штаммов рода Limnospira

Сравнивали ростовые характеристики и био-
химический состав трех штаммов нитчатых ци-
анобактерий IPPAS B-256, IPPAS B-287, и IPPAS
B-1526, принадлежащих к роду Limnospira sp. (ра-
нее относимых к роду Arthrospira [13]).

Штаммы, относящиеся к этому роду, являют-
ся источником макро- и микроэлементов, вита-
минов, пигментов, белков, полисахаридов, γ-ли-
ноленовой кислоты (ГЛК) и других биоактив-
ных соединений [14]. Поэтому особое внимание
при сравнении штаммов уделяли скорости на-
копления биомассы, содержанию белков, глико-
гена и ГЛК.

Все исследуемые штаммы отличались высоки-
ми скоростями роста (минимальные времена
удвоения 8–14 ч, средняя скорость накопления
биомассы 0.91–1.24 г/(л · сут.). Штамм IPPAS B-256
отличался высоким значением vср и самой высо-

Таблица 3. Конечная продуктивность штаммов

Штамм Пк, г/л

Microcystis aeruginosa 
IPPAS B-1527 1.5 ± 0.2

Cyanobacterium sp.
IPPAS B-1528 4.7 ± 0.2

Geminocystis sp.
IPPAS B-1530 1.0 ± 0.0

Nodularia spumigena
IPPAS B-1529 4.3 ± 0.4

Lobosphaeropsis lobophora 
IPPAS C-102 3.8 ± 0.1

Chlamydopodium sp.
IPPAS C-1503 1.9 ± 0.1
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кой конечной продуктивностью после 10 дней
культивирования (табл. 4). Штамм IPPAS B-287
характеризовался высоким значением μmax, высо-
ким содержанием ГЛК в общих ЖК (18%) и в
культуре (табл. 4). Штамм IPPAS B-1526 имел вы-
сокие значения μmax, vср, конечной продуктивно-
сти и содержания ГЛК в общих ЖК (20%) и в
культуре (табл. 4). Кроме того, этот штамм имел
самое высокое содержание белка в экспоненци-
альной фазе и самое высокое содержание глико-

гена в стационарной фазе (рис. 5), однако он бо-
лее всех исследованных штаммов был склонен
образовывать крупные плотные конгломераты,
не поддававшиеся гомогенизации.

Сравнение штаммов Chromochloris zofingiensis

Сравнивали ростовые характеристики и био-
химический состав двух штаммов C. zofingiensis
IPPAS C-30 и IPPAS C-108, которые являются

Рис. 3. Зависимость роста C. sorokiniana IPPAS C-1 от температуры при подаче ГВС с концентрацией СО2 1.5–1.8% и
постоянном освещении 500 мкмоль/(м2 · с). Ростовые кривые – (а); удельная скорость роста – (б) 1 – 26°С; 2 – 31 °С;
3 – 36°С; 4 – 41°С. Показаны средние значения и стандартные отклонения по трем повторностям.
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сестринскими штаммами для типового штамма
данного вида SAG 211-14 [15]. Штаммы C. zofingiensis
представляют интерес для биотехнологии, так как
способны к вторичному каротиногенезу и могут
синтезировать астаксантин, а также накапливают
значительное количество липидов [16]. Изучае-
мые штаммы поступили в коллекцию IPPAS из
коллекции Прата в 1964 г. и из коллекции LABIK
лаборатории альгологии Ботанического институ-
та имени В. Л. Комарова в 1989 г., соответственно.
До 2020 г. штаммы поддерживались на разных
средах: IPPAS C-30 на среде Тамия, IPPAS C-108 –
на среде BBM-3N. Целью данного эксперимента
было проверить, насколько сохранилось сходство
между этими сестринскими штаммами по ростовым
характеристикам и по биохимическому составу.

При выращивании в одинаковых интенсивных
условиях штаммы показали сходные ростовые ха-
рактеристик (рис. 6а, б). Оба штамма характеризо-
вались наличием лагфазы длиной около суток, ми-
нимальное время удвоения составляло 12.3 ч и
13.4 ч, конечная продуктивность составила 2.85 ±
± 0.09 г/л и 2.58 ± 0.08 г/л у IPPAS C-30 и IPPAS
C-108, соответственно.

В обоих исследуемых штаммах при переходе к
стационарной фазе содержание хлорофилла па-
дало, тогда как содержание каротиноидов возрас-
тало (рис. 6в, г), что свидетельствует о вторичном
каротиногенезе в клетках исследуемых штаммов.

Динамика содержания общего белка, запас-
ных углеводов и суммарных липидов в клетках
исследуемых штаммов также была сходна: при
переходе из экспоненциальной в стационарную
фазу в клетках обоих штаммов снижалось содер-
жание белка и возрастало содержание липидов и
крахмала (рис. 6д, е).

ОБСУЖДЕНИЕ
Тестирование разработанной нами лаборатор-

ной системы интенсивного культивирования пока-
зало, что осуществляющиеся в ней перемешивание
с помощью барботирования газовоздушной смеси в
сосудах особой формы обеспечивает гомогенность
культуры. Система терморегуляции позволяет под-
держивать температуру в диапазоне 22–42°С с точ-
ностью до 1°С. При этом содержимое сосуда до-
стигает установленной в культивационной сек-

Рис. 5. Содержание белков (1), липидов (2) и запасных углеводов (3) на разных стадиях роста у штаммов Limnospira sp.
IPPAS B-256 (а), IPPAS B-287 (б) и IPPAS B-1526 (в). Показаны средние значения и стандартные отклонения по трем
повторностям.
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Таблица 4. Ростовые характеристики и продуктивность штаммов Limnospira

Штамм μmax, /сут. Тудв, ч vср, г/(л · сут) Пк, г/л ГЛК, мг/л

Limnospira sp.
IPPAS B-256 1.20 13.9 1.21 9.5 ± 0.1 25

Limnospira sp.
IPPAS B-287 1.73 9.6 0.91 8.8 ± 0.2 53

Limnospira sp.
IPPAS B-1526 2.12 7.8 1.24 9.2 ± 0.2 40

Рис. 6. Ростовые характеристики и биохимический состав клеток штаммов C. zofingiensis IPPAS C-30 (а, в, д) и IPPAS
C-108 (б, г, е). Кривые роста (1) и удельные скорости роста (2) – а, б; содержание хлорофиллов а (1), b (2) и каротино-
идов (3) на разных стадиях роста – в, г; содержание белков (1), липидов (2), запасных углеводов (3) на разных стадиях
роста – д, е. Показаны средние значения и стандартные отклонения по трем повторностям.
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ции температуры в течение максимум 12 мин при
условии, что изначальная разница в температуре
между жидкостью в сосуде и теплоносителем со-
ставляет 10°С. Вместе с тем, температура, отлич-
ная от установленной на 1°С, была достигнута
уже в течение 6–8 мин. Таким образом, данная
установка позволит проводить эксперименты по
исследованию механизмов регуляции экспрессии
генов при воздействии холодового или теплового
стрессов и брать первые пробы уже через 15 мин.
Тест на поддержание стерильности показал, что в
установке возможно длительное культивирование
(в течение 3–7 суток) в асептических условиях.

С использованием данной установки нами бы-
ла проверена возможность интенсивного культи-
вирования ряда штаммов, недавно изолирован-
ных из природных местообитаний. Среди иссле-
дуемых штаммов были цианобактерии и зеленые
микроводоросли, нитчатые, колониальные и од-
ноклеточные организмы. Всех их оказалось воз-
можным выращивать в представленной системе
культивирования. По конечной продуктивности
для дальнейших исследований были отобраны
штаммы с наиболее высокими показателями: Cya-
nobacterium sp. IPPAS B-1528 и Nodularia spumigena
IPPAS B-1529, изолированные из содовых озер.

Результаты экспериментов с поиском оптималь-
ной температуры роста для штамма C. sorokiniana
IPPAS C-1 показали, что штамм способен накапли-
вать биомассу с высокой скоростью в широком диа-
пазоне температур 26–36°С при аэрировании ГВС с
1.5–1.8% СО2 и при постоянном освещении с ин-
тенсивностью 500 мкмоль/(м2 · с). Следует отме-
тить, что первые трое суток культивирования набор
биомассы шел интенсивней  при 31 и 36°С, чем при
26°С, однако, по окончанию всего периода культи-
вирования (на седьмой день) накапливали больше
биомассы варианты, выращенные при 26°С. Куль-
тура, выращиваемая в течение 7 сут. при температу-
ре 41°С, находилась в неблагоприятных для роста
условиях, однако не потеряла жизнеспособность.

Сравнение накопления биомассы штаммом
Chlorella sp. IPPAS C-1210 в условиях высокой и
низкой освещенности показало, что высокая осве-
щенность (500 мкмоль/(м2 · с)) позволяет увели-
чить скорость роста и концентрацию биомассы
более чем в 2 раза.

Выращивание трех штаммов Limnospira на
представленной установке позволило получить
культуры с высокой продуктивностью по биомас-
се и провести сравнение биохимического состава
исследуемых штаммов на разных стадиях роста.
Высокое содержание белка, близкое к среднему у
этого рода, имел только штамм IPPAS B-1526: 45.9 ±
± 2.7% по сравнению с 45% в среднем [14].
Остальные два штамма значительно отставали по
этому параметру. По содержанию липидов все
штаммы были в пределах известных средних зна-

чений 1.5–12% [14]. По содержанию гликогена
штаммы IPPAS B-256 и IPPAS B-287 находились в
пределах известных средних значений 10–15%
для общего содержания углеводов [14]. Содержа-
ние гликогена в клетках IPPAS B-1526 было зна-
чительно выше и достигало 46.9 ± 4.9% в стаци-
онарной фазе. Все исследуемые штаммы имели
более низкую долю ГЛК по сравнению со сред-
ними известными значениями 40% [14], однако
за счет высокой продуктивности по биомассе со-
держание ГЛК в культуре штаммов IPPAS B-1526
и IPPAS B-287 достигало значений, превышаю-
щих полученные в других экспериментах [17, 18].

Так как на разработанной нами установке воз-
можно полное воспроизведение заданных условий
по свету, температуре и обеспеченностью углекис-
лотой в разных секциях, то было возможно провести
сравнение в минимально необходимых трех повтор-
ностях двух сестринских штаммов C. zofingiensis, по-
лученных в коллекции IPPAS из разных мест в
разное время и поддерживаемых на протяжении
десятилетий на разных средах. Сравнение росто-
вых кривых и биохимического состава показало
отсутствие значительных различий между штам-
мами. Оба штамма оказались способными к вто-
ричному каротиногенезу и накоплению липидов,
т.е. две основные биотехнологичеки ценные ха-
рактеристики C. zofingiensis [16] были сохранены в
обоих штаммах.

Таким образом, представленная нами лабора-
торная система имеет простое исполнение и со-
брана из доступных материалов (см. раздел 2.1),
поэтому воспроизведение ее аналогов возможно
практически в любой лаборатории. Лабораторная
установка имеет широкий спектр применения,
примеры которого приведены в данной работе.

Работа выполнена на базе “Научно-производ-
ственного биотехнологического комплекса для про-
ведения работ по изучению, сохранению и практи-
ческому применению культивируемых клеток и ор-
ганов высших растений и микроводорослей” при
финансовой поддержке Мегагранта Правитель-
ства Российской Федерации, Соглашение № 075-
15-2019-1882 (эксперименты с микроводоросля-
ми и цианобактериями), а также в рамках выпол-
нения темы № 122042600086-7 государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания России (температурные тесты, тесты на
стерильность и перемешивание).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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Проведено исследование общего биохимического состава и профиля низкомолекулярных метабо-
литов клеток эвглены (Euglena gracilis Klebs.), растущих в миксотрофной культуре с добавлением
0.5% этанола, глюкозы, бутанола, глицина или глицерина. Этанол и глюкоза существенно стимули-
ровали рост культуры эвглены и накопление в клетках запасных соединений (парамилона и воско-
вых эфиров). Бутанол также способствовал делению клеток эвглены и усилению биосинтеза белка,
моно- и дисахаридов, каротиноидов и токоферолов. Глицин и глицерин усваивались медленнее,
чем другие субстраты, и накапливались в клетках E. gracilis вместе со своими непосредственными
производными. Глицин не стимулировал рост культуры, но вызывал накопление в клетках парами-
лона, органических кислот цикла Кребса и азотсодержащих метаболитов (хлорофилла, свободных
аминокислот и азотистых оснований). По-видимому, в условиях миксотрофии глицин одинаково
эффективно используется эвгленой как дополнительный источник и углерода, и азота. Усвоение
глицерина сопровождалось накоплением в клетках эвглены восковых эфиров, а также аминокислот
пролина и орнитина. В целом, полученные результаты демонстрируют способность эвглены суще-
ственно перестраивать свой метаболизм при усвоении органических субстратов различной химиче-
ской природы. Данные могут быть использованы в контексте прикладного применения E. gracilis.

Ключевые слова: Euglena gracilis, бутанол, восковые эфиры, глицерин, глицин, метаболомика, мик-
сотрофия, токоферол
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ВВЕДЕНИЕ
Euglena gracilis Klebs. – пресноводная однокле-

точная водоросль, которая легко культивируется
в лабораторных условиях и используется как мо-
дельный объект для цитологических, биохимиче-
ских и экологических исследований [1]. Для эв-
глены характерен миксотрофный тип питания: в
дополнение к фотосинтетической ассимиляции
углерода, она способна эффективно усваивать экзо-
генные органические субстраты различной химиче-
ской природы – спирты, сахара, аминокислоты,
жирные кислоты и др. [2, 3]. Спектр метаболизиру-
емых эвгленой органических соединений чрезвы-
чайно широк, что свидетельствует о высокой ме-
таболической пластичности данного организма.
Наличие в окружающей среде доступных источ-
ников органического углерода вызывает суще-
ственные изменения в клетках эвглены, затрагива-

ющие такие параметры, как форма и размер клеток,
частота делений (и соответственно, скорость ро-
ста культуры), интенсивность фотосинтеза и ды-
хания, а также химический состав клеток [3–5].

Клетки автотрофной культуры E. gracilis имеют
веретенообразную форму (~50 мкм в длину и 10 мкм
в ширину), однако они способны изменять ее в
широком диапазоне, вплоть до шарообразной,
что используется эвгленами при так называемом
метаболирующем движении. Возможность такого
типа движения обеспечивается отсутствием клеточ-
ной стенки и поверхностным аппаратом в виде бел-
ковой пелликулы эвгленоидного типа. Основным
локомоторным органоидом эвглены является
длинный передний жгутик. Клетка E. gracilis, как
правило, содержит одну крупную митохондрию,
образующую обширную разветвленную сеть (ми-
тохондриальный ретикулум) [6]. Такая структура
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обеспечивает эффективное клеточное дыхание, в
том числе при усвоении экзогенных органиче-
ских субстратов. На свету в клетках формируется
10–12 относительно крупных дисковидных хло-
ропластов, содержащих пиреноиды [7]. Основ-
ными фотосинтетическими пигментами E. gracilis
являются хлорофиллы a и b, β-каротин, диади-
ноксантин и неоксантин [8]. В качестве запасных
соединений в клетках могут накапливаться пара-
милон (β-D-(1→3)-глюкан) и восковые эфиры [9,
10]. Характерными особенностями метаболизма
эвглены является зависимость от витаминов B1 и
B12, а также неспособность усваивать азот в форме
нитрата и мочевины [11, 12].

В последние годы наблюдается повышение
интереса к изучению метаболизма и биохимиче-
ского состава E. gracilis. При этом подавляющее
большинство работ имеет прикладной характер и
очень узкую направленность. В центре внимания
находятся два компонента клеток E. gracilis: пара-
милон и восковые эфиры. Эти соединения при
определенных условиях накапливаются в клетках
эвглены в значительных количествах (до 70–80%
сухой массы) и имеют практическую ценность.
Парамилон в настоящее время используется как
биологически активная добавка к пище в Японии
и США, а восковые эфиры рассматриваются как
перспективное сырье для производства биоди-
зельного топлива [9, 10]. В то время как накопле-
ние этих соединений клетками эвглены в услови-
ях миксотрофии и гетеротрофии к настоящему
моменту изучено достаточно подробно [13, 14],
детальные исследования изменений общего био-
химического состава E. gracilis при смене источ-
ников питания все еще очень немногочисленны.
Наиболее хорошо изучено влияние на эвглену эк-
зогенных этанола и глюкозы: эти субстраты стиму-
лируют деление клеток, сопровождающееся на-
коплением запасных углеводов и снижением со-
держания фотосинтетических пигментов [4, 9, 15].
Однако процессы усвоения эвгленой субстратов,
не вызывающих резкого ускорения роста культу-
ры, исследованы значительно хуже. К таким со-
единениям относятся бутанол, глицерин, глицин,
глутаминовая кислота и другие. Подобные суб-
страты упоминаются, в основном, лишь в каче-
стве дополнительных компонентов питательных
сред в сравнительных исследованиях роста куль-
тур эвглены при различных условиях [2, 3, 16].
Между тем, переход к миксотрофному питанию со-
пряжен не только с изменением скорости роста
культуры микроводоросли, но, в первую очередь,
с изменением биохимического состава клеток, их
метаболома и протеома. В настоящее время метабо-
ломные исследования, как правило, проводятся ме-
тодом газовой хроматографии – масс-спектромет-
рии (ГХ-МС), поскольку этот подход позволяет од-
новременно анализировать сотни соединений,
задействованных в первичном и вторичном мета-

болизме клеток. За последние 20 лет этот метод
хорошо зарекомендовал себя в исследованиях ме-
таболитных профилей различных макро- и мик-
роводорослей, как живущих в естественных усло-
виях, так и культивируемых [17, 18]. Нам удалось
найти лишь несколько работ по метаболомике эв-
глены, и все они ориентированы на поиск опти-
мальных условий культивирования клеток для
интенсификации накопления жирных кислот и
восковых эфиров [19–21]. Прикладных работ бо-
лее широкого профиля или фундаментальных ис-
следований, которые бы анализировали особен-
ности метаболома клеток E. gracilis, выращенных
на разных органических субстратах в миксотроф-
ных условиях, нами найдено не было.

Целью нашей работы является сравнение био-
химического состава (в том числе метаболитного
профиля) клеток E. gracilis, растущих миксотроф-
но в присутствии органических субстратов раз-
ной химической природы. Мы полагаем, что де-
тальное изучение биохимических адаптаций эв-
глены к условиям углеродного питания позволит
лучше понять механизмы метаболической пла-
стичности этого организма и существенно допол-
нит фундаментальную научную базу, необходи-
мую для эффективного прикладного использова-
ния микроводорослей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом данного исследования является
микроводоросль Euglena gracilis Klebs. штамм Z.
Культура E. gracilis была получена из коллекции
Ресурсного центра СПбГУ “Культивирование
микроорганизмов” (клон CALU 520).

Водоросли выращивали на среде Cramer-My-
ers [22] при температуре 25°С, постоянном осве-
щении (50 мкмоль фотонов/ (м2 с)) и перемешива-
нии. Культуры эвглены росли в условиях автотро-
фии (минеральная среда) и миксотрофии (среда с
добавлением органических субстратов, 0.5%, w/v).
В качестве субстратов использовали этанол, бута-
нол, глюкозу, глицин и глицерин.

Постановку экспериментов проводили следу-
ющим образом. Автотрофную культуру, находя-
щуюся в фазе экспоненциального роста, разводи-
ли минеральной средой до концентрации при-
мерно 100 тыс. клеток на мл. Аликвоты суспензии
(25 мл) помещали в конические колбы объемом
100 мл, после чего вносили соответствующие ор-
ганические субстраты. Для изучения динамики
роста культур ежедневно в течение 14 дней осу-
ществляли подсчет клеток в суспензиях с помощью
камеры Горяева (клетки предварительно фикси-
ровали раствором Люголя). У культур, находя-
щихся в начале фазы экспоненциального роста,
оценивали следующие параметры: общее содер-
жание углеводов, общее содержание белка, со-
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держание хлорофиллов a и b, общее содержание
каротиноидов, а также профиль низкомолеку-
лярных метаболитов.

Общее содержание углеводов в клетках E. gracilis
определяли спектрофотометрически с помощью
антронового метода [23]. Предварительно клетки
отмывали от культуральной жидкости, четыре раза
промывая их минеральной средой. К 0.3 мл суспен-
зии клеток приливали 3 мл антронового реактива,
полученную смесь 7 мин кипятили на водяной
бане, после чего остужали на льду. Измерение оп-
тической плотности растворов проводили на дли-
не волны 620 нм с помощью спектрофотометра
СФ-46 (ЛОМО, Россия). Общее содержание угле-
водов рассчитывали на основе калибровочного
графика с глюкозой в качестве стандарта.

Общее содержание белка определяли по мето-
ду Лоури. Для полной экстракции белка, клетки
(предварительно отмытые от культуральной жид-
кости) осаждали центрифугированием (5000 g,
5 мин), заливали осадок 3 мл смеси додецилсуль-
фата натрия (0.5%) и NaOH (0.5 М) и кипятили на
водяной бане в течение 20 мин. Далее содержание
белка в экстрактах определяли спектрофотомет-
рически (СФ-46, λ = 750 нм) по стандартному
протоколу с реактивом Фолина-Чокальтеу. В ка-
честве белкового стандарта использовали бычий
сывороточный альбумин (Sigma-Aldrich, США)
(калибровочные растворы были приготовлены на
смеси додецилсульфата натрия и NaOH).

Для экстракции пигментов клетки E. gracilis
(500–800 тыс. клеток) осаждали центрифугирова-
нием (5000 g, 5 мин) и добавляли к осадку 3 мл
ацетона с небольшим количеством MgCO3. Пробы
выдерживали в темноте при комнатной температу-
ре в течение 1 ч, после чего экстракты центрифуги-
ровали (5000 g, 10 мин). Содержание хлорофиллов a
и b и общее содержание каротиноидов определя-
ли спектрофотометрически (СФ-46), производя
расчеты по опубликованным формулам [24, 25].

При проведении метаболомного анализа про-
бы по 4 млн. клеток E. gracilis фиксировали, сме-
шивая с охлажденным (−25°C) 32.5% метанолом
(Sigma-Aldrich, США) в соотношении 1 : 4 [26],
осаждали центрифугированием (5000 g, 3 мин),
отмывали от культуральной жидкости и заливали
1 мл 100% метанола для экстракции низкомоле-
кулярных метаболитов. Далее метанольные экс-
тракты переносили в полипропиленовые пробир-
ки объемом 1.5 мл (VWR, Германия), высушивали
при помощи вакуум-концентратора (CentriVap,
Labconco, США) и хранили затем при −80°C для
последующего анализа. Метаболомный анализ
проводили методом газовой хроматографии –
масс-спектрометрии (ГХ-МС) по протоколу
Hutschenreuther с соавт. [27]. Высушенные экстрак-
ты подвергались двухэтапной дериватизации: в
пиридиновом растворе метоксиамин-гидрохло-

рида (Sigma-Aldrich, США) и N, O-бис(триметил-
силил)-трифторацетамиде (Macherey-Nagel, Гер-
мания). После дериватизации пробы анализирова-
ли с помощью газового хроматографа Agilent 6890
(хроматографическая колонка DB-5 MS, газ-но-
ситель – гелий, скорость протока – 0.9 мл/мин,
режим без деления потока, температура инжектора
250°С, температурный режим – начальная темпера-
тура 40°C удерживалась 1 мин, затем повышение со
скоростью 15°C/мин до 70°C, одна минута при
70°C, далее повышение со скоростью 6°C/мин до
350°C), соединенного с квадрупольным масс-
спектрометром Agilent 5971N (Agilent Technologies,
Германия) со стандартной электронной иониза-
цией 70 эВ.

Для расчета индексов удерживания Ковача
(RI) к каждой анализируемой последовательно-
сти проб добавляли пробу, содержащую смесь ал-
канов (C10–C32) в гексане [28]. Для идентифика-
ции ожидаемых соединений использовали смесь
стандартов, содержащую 21 аминокислоту, 20 са-
харов и сахароспиртов и 19 органических кислот.
Деконволюцию хроматографических пиков про-
водили с использованием программы AMDIS
2.65. Индексы удерживания рассчитывались ав-
томатически с помощью файла калибровки AM-
DIS, содержащего время удерживания каждого
алкана. Для идентификации метаболитов, помимо
стандартов, использовали библиотеки масс-спек-
тров Golm metabolome database [29] и NIST (США).
Интегрирование пиков экстрагированных ионов
(m/z ± 0.5) при определенных временах удержи-
вания проводили с помощью программы Xcali-
bur 3.0.

Количество биологических повторностей при
проведении экспериментов составило 3–4 для
метаболомных исследований и 8–12 для осталь-
ных анализов. Для статистической обработки и
нормализации данных, а также для создания ри-
сунков использовали программное обеспечение
Excel 2016 и MetaboAnalyst 5.0 (http://www.me-
taboanalyst.ca). На рисунках представлены сред-
ние арифметические значения величин и стан-
дартные отклонения. Достоверность различий
определяли с помощью t-критерия Стьюдента
при P < 0.05. На рисунках значения, между кото-
рыми наблюдались достоверные различия, отме-
чены разными буквами.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Динамика роста культур E. gracilis. Все исполь-

зованные в данной работе органические субстраты,
за исключением глицина, стимулировали рост
культуры E. gracilis. Типичные ростовые кривые
культур эвглены, полученные в автотрофных и
миксотрофных условиях представлены на рис. 1.
Наиболее интенсивный рост наблюдался в сре-
дах с добавлением этанола и глюкозы (рис. 1,
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кривые 1–2) – в таких условиях плотность куль-
тур через 14 сут после начала эксперимента в 2.5–
3 раза превышала контроль (рис. 1, кривая 6). Бу-
танол также существенно стимулировал деления
клеток E. gracilis: после 14 сут роста в присутствии
этого субстрата плотность культуры была пример-
но в полтора раза выше, чем в контроле (рис. 1,
кривые 3 и 6). Плотность культуры, растущей на
среде с добавлением глицерина, начиная с 7-х сут
эксперимента, также достоверно (P < 0.05) пре-
вышала плотность автотрофной культуры (в сред-
нем, на 30%) (рис. 1, кривые 4 и 6). По сравнению
с культурами, растущими в средах с добавлением
этанола и глюкозы, культуры, растущие на бута-
ноле и глицерине, характеризовались увеличен-
ной продолжительностью лаг-фазы и переходили
к интенсивному росту лишь через 6–7 сут после
начала эксперимента. Глицин в нашем исследо-
вании не оказал влияния на скорость роста куль-
туры эвглены (рис. 1, кривая 5).

Общий биохимический состав клеток E. gracilis.
Данные по содержанию углеводов, белка и пигмен-
тов в клетках эвглены представлены на рис. 2–5.
В присутствии всех исследованных субстратов
клетки эвглены в начале фазы интенсивного ро-
ста культуры содержали значительно больше уг-
леводов, чем в контроле (рис. 2). В присутствии
бутанола, глицина и, в меньшей степени, этанола
также наблюдалось увеличение общего содержания

белка в клетках (рис. 3). Наибольшее содержание
углеводов (705 пг на клетку) при миксотрофном ро-
сте достигалось в присутствии этанола, наимень-
шее (149 пг на клетку) – в присутствии глицерина
(рис. 2). Наиболее значительное накопление бел-
ка (на 73% выше, чем в контроле) было отмечено
в клетках, метаболизирующих бутанол. Содержа-
ние фотосинтетических пигментов в клетках эвгле-
ны (рис. 4), в целом, обратно пропорционально
скорости роста культуры и накоплению углеводов.
В присутствии наиболее эффективно усваиваемых
субстратов (этанол, глюкоза, бутанол) содержание
хлорофилла а составило, соответственно, от 21 до
76% от автотрофного контроля. Наиболее значи-
мым исключением в данном случае является
глицин – усвоение этого субстрата сопровожда-
лось увеличением содержания фотосинтетиче-
ских пигментов в клетках (рис. 4). В присутствии
бутанола наблюдалось снижение количества хло-
рофилла в клетках, но рост общего количества ка-
ротиноидов. Содержание хлорофилла b в клетках
эвглены составило примерно от 4 до 7% от суммы
хлорофиллов (рис. 5). Максимальные значения
этого параметра были получены для культур, рас-
тущих в средах с добавлением этанола, глюкозы и
бутанола.

Данные метаболитного профайлинга. ГХ-МС-
анализ позволил выявить в клетках E. gracilis 324 ме-
таболита. Из них более половины было идентифи-
цировано на основании показателей RI и сходства
спектров, а также с использованием стандартов. В
пробах обнаружено 40 различных углеводов, 28 ме-
таболитов липидного обмена (жирные кислоты,
жирные спирты и их эфиры) и 19 аминокислот, в
том числе 3 непротеиногенные аминокислоты
(β-аланин, гомосерин и орнитин). Кроме того,
были найдены азотистые основания (аденин, гуа-
нин и урацил), витамины (биотин, никотинамид,
α-, β- и γ-токоферолы), мочевина, АМФ, терпе-
ноды (фитол, сквален) и другие соединения. До-
минирующими соединениями являются маннит,
трегалоза, производные глюкозы, яблочная кис-

Рис. 1. Типичные ростовые кривые культур Euglena
gracilis, выращенных миксотрофно в присутствии
0.5% этанола (1), глюкозы (2), бутанола (3), глицери-
на (4), глицина (5) или автотрофно (6).
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Рис. 2. Общее содержание углеводов в клетках Euglena
gracilis в начале экспоненциальной фазы роста при
выращивании в автотрофных (контроль) и миксо-
трофных условиях. Значения, отмеченные разными
буквами, различаются достоверно (t-тест, P < 0.05).
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лота, аланин, глутаминовая кислота, а также
восковые эфиры – специфические метаболиты
E. gracilis.

Анализ полученных данных методом главных
компонент (МГК) позволил выявить основные
тенденции изменения метаболитного профиля

клеток эвглены при разных вариантах миксотро-
фии (рис. 6). Относительное содержание иденти-
фицированных метаболитов, имеющих максималь-
ные по модулю значения нагрузок в МГК-анализе,
представлено в виде теплокарты на рис. 7. Первые
три главные компоненты (ГК) объясняют 63%
дисперсии. По ГК 1 все образцы разделяются на
3 кластера: первый кластер включает пробы авто-
трофных культур, во второй попадают культуры,
растущие на трудноусваиваемых субстратах (бу-
танол, глицерин, глицин), и наконец, третий кла-
стер объединяет культуры, усваивающие этанол и
глюкозу и характеризующиеся наиболее интен-
сивным ростом (рис. 6). Наибольший вклад в эту
компоненту вносят сахара и их производные, ме-
таболиты липидного обмена (жирные кислоты,
восковые эфиры), фитол и некоторые аминокис-
лоты. Для клеток автотрофных культур характерно
относительно высокое содержание мио-инози-
тол-фосфата, трегалозы, а также ряда других ди-
сахаридов и их производных. Усвоение этанола и
глюкозы приводит к накоплению в клетках эвгле-
ны большого количества разнообразных воско-
вых эфиров (пальмитил-пальмитат, цетил-мири-
стат и др.) (рис. 7). ГК 2 выделяет в отдельные
кластеры метаболомы клеток E. gracilis, выращен-
ных в присутствии бутанола и глицина. Анализ
нагрузок этой компоненты показывает, что для
клеток, метаболизирующих бутанол, характерно
накопление ряда моно- и дисахаридов (глюкоза,
мальтоза, рибоза), а также токоферолов. Усвоение
глицина сопровождается повышением содержания
в клетках эвглены ряда аминокислот (глицин, изо-
лейцин, серин), органических кислот цикла Кребса
(лимонная, яблочная и др.) и азотистых основа-
ний (аденин, гуанин) (рис. 7). Анализ нагрузок
ГК 3 позволяет выявить особенности метаболит-
ного профиля клеток E. gracilis, выращенных в
присутствии глицерина. Усвоение этого субстра-
та сопровождается накоплением ряда сахаров,
аминокислот (включая непротеиногенную ами-
нокислоту орнитин) и восковых эфиров (цетил-
миристат, цетил-пальмитат и др.).

ОБСУЖДЕНИЕ
При переходе от фотоавтотрофии к миксо-

трофному питанию клетки E. gracilis получают до-
полнительный органический материал и энер-
гию, включая в метаболизм экзогенные субстра-
ты. Анализ полученных нами данных показывает,
что эвглена реализует принципиально разные пу-
ти использования этого дополнительного ресурса
в зависимости от химической структуры метабо-
лизируемого соединения.

Известно, что растущие культуры микроорга-
низмов проходят несколько стадий, характеризу-
ющихся разной частотой деления клеток. На про-
тяжении первой стадии (лаг-фазы) рост культуры

Рис. 3. Общее содержание белка в клетках Euglena
gracilis в начале экспоненциальной фазы роста при
выращивании в автотрофных (контроль) и миксо-
трофных условиях. Значения, отмеченные разными
буквами, различаются достоверно (t-тест, P < 0.05).
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замедлен – в этот период клетки адаптируются к
изменению условий среды и накапливают ресур-
сы для последующей интенсификации делений
[30]. Естественно, продолжительность лаг-фазы
при переходе культуры к миксотрофному пита-
нию напрямую зависит от того, насколько об-
ширные и сложные метаболические перестройки
требуются клеткам для усвоения конкретного орга-
нического субстрата. Относительно малая продол-
жительность (2 сут) лаг-фазы у культур E. gracilis,
растущих в среде с добавлением этанола и глюко-
зы (рис. 1, кривые 1–2), свидетельствует о том,
что эти субстраты легко метаболизируются данным
организмом, что соответствует литературным дан-
ным [4, 9, 15]. В присутствии других органических
соединений продолжительность лаг-фазы была
существенно увеличена (до 5–6 сут) (рис. 1, кри-
вые 3–5), что характеризует эти субстраты как от-
носительно трудноусваиваемые.

Следующей стадией развития культуры явля-
ется фаза экспоненциального роста, во время ко-
торой происходит быстрое увеличение биомассы
микроорганизмов за счет активации клеточных
делений. В этот период в клетках активно идут
биосинтетические процессы, повышается интен-
сивность энергетического обмена и усвоения ми-
неральных соединений [31]. Очевидно, именно на
этой стадии в миксотрофных культурах устанавли-
вается баланс между потреблением неорганическо-
го и органического углерода, и биохимический со-
став клеток в наибольшей степени адаптирован к
текущим условиям питания. По этой причине все

биохимические характеристики E. gracilis, исследо-
ванные в данной работе, были проанализированы
в клетках культур, находящихся в начале фазы
экспоненциального роста. Наиболее интенсив-
ный рост культуры эвглены на этой стадии наблю-
дался в присутствии этанола и глюкозы (рис. 1, кри-
вые 1–2). Относительно невысокая скорость роста
культуры в присутствии бутанола и глицерина,
по-видимому, связана с более низкой эффектив-
ностью усвоения данных субстратов. Увеличен-
ная продолжительность лаг-фазы и менее интен-
сивный рост культур эвглены на бутаноле, по
сравнению с этанолом, были показаны ранее [3].

Помимо ускорения роста культуры, органи-
ческие субстраты также используются эвгленой
и для стимулирования роста индивидуальных
клеток: биосинтеза структурных компонентов и
запасных соединений. Результаты определения
общего содержания углеводов, по-видимому,
главным образом характеризуют количество па-
рамилона в клетках, поскольку этот запасной
полисахарид является доминирующим углевод-
ным метаболитом E. gracilis [14]. Основным низ-
комолекулярным углеводом, который мог бы вно-
сить вклад в реакцию с антроном, является трегало-
за, однако по нашим данным изменение ее
содержания в клетках не коррелирует с изменением
общего содержания углеводов (рис. 2, 7). Таким об-
разом, мы интерпретируем увеличение содержания
углеводов, наблюдаемое в миксотрофных условиях,
как накопление парамилона в клетках эвглены.
Увеличение количества запасного полисахарида,

Рис. 6. Результаты анализа профилей низкомолекулярных метаболитов клеток Euglena gracilis с помощью метода глав-
ных компонент (ГК). Клетки выращены автотрофно (1) и миксотрофно с добавлением 0.5% этанола (2), глюкозы (3),
бутанола (4), глицина (5) и глицерина (6).
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по сравнению с автотрофным контролем, под-
тверждает способность E. gracilis к усвоению всех
рассмотренных субстратов, в том числе глицина,
не стимулирующего рост культуры (рис. 1). Это
подтверждается и данными МГК-анализа мета-
болитных профилей клеток эвглены: ГК 1, объяс-
няющая наибольшую долю общей дисперсии,
четко отделяет пробы контроля от всех проб мик-
сотрофных культур (рис. 6). Такая кластеризация
проб указывает на то, что наиболее значимым
фактором, повлиявшим на биохимический со-
став эвглены, является сам переход к миксотро-
фии, который был обеспечен всеми использован-
ными субстратами. Согласно литературным дан-
ным, накопление парамилона (рис. 2) и восковых
эфиров (рис. 7), сопровождающееся снижением
содержания хлорофилла (рис. 4), типично для
клеток E. gracilis, растущих на средах с этанолом и
глюкозой [4, 9]. Однако, данные по влиянию этих
субстратов на содержание белка в клетках микро-
водорослей не столь однозначны. Так, в работе

Garlaschi с соавт. [4] было показано, что при вы-
ращивании культур эвглены в присутствии этано-
ла содержание белка в клетках снижалось, что не
подтверждается нашими результатами (рис. 3). От-
носительно низкое содержание хлорофилла b в
клетках эвглены по сравнению с зелеными мик-
роводорослями (рис. 5) соответствует литератур-
ным данным [8]. Увеличение содержания допол-
нительного хлорофилла в клетках наиболее ин-
тенсивно растущих культур может быть связано
со снижением общего уровня освещенности кле-
ток в более плотных суспензиях.

Поскольку результаты, полученные с исполь-
зованием глюкозы и этанола, во многом совпадают
с литературными данными, дополняя их в части
влияния этих субстратов на содержание в клетках
E. gracilis белка и ряда низкомолекулярных мета-
болитов, мы в данной работе сосредоточимся на
обсуждении усвоения эвгленой других, значительно
менее исследованных, экзогенных источников ор-
ганического углерода.

Рис. 7. Относительное содержание ряда идентифицированных метаболитов в клетках Euglena gracilis, выращенных авто-
трофно (контроль, К) и миксотрофно с добавлением 0.5% этанола (ЭТ), глюкозы (ГЛК), бутанола (БУТ), глицина (ГЛИ)
и глицерина (ГЦР).
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Биохимические процессы, происходящие в
клетках E. gracilis при усвоении бутанола, глицина
и глицерина детально исследуются впервые. Ин-
тересно, что изменения метаболизма эвглены при
росте на этих относительно трудноусваиваемых
субстратах, наряду со специфическими особен-
ностями, имеют и ряд общих черт. На это указы-
вают результаты МГК-анализа метаболомных
данных: пробы культур, выращенных на этих трех
субстратах, фактически формируют один круп-
ный кластер на уровне ГК 1, отделяясь и от проб
контроля, и от проб культур, выращенных на лег-
коусваиваемых этаноле и глюкозе (рис. 6). Общи-
ми характеристиками клеток, метаболизирующих
бутанол, глицерин и глицин являются умеренное
содержание парамилона и восковых эфиров, а
также большее разнообразие накапливающихся
сахаров и аминокислот, по сравнению как с авто-
трофным контролем, так и с культурами, интен-
сивно растущими на этаноле и глюкозе (рис. 7).
Очевидно, что из этих трех субстратов, бутанол
усваивается данным штаммом эвглены наиболее
эффективно. При этом возникающий в клетках
избыток органического вещества инвестируется
как в рост культуры (рис. 1), так и в разнообразные
биосинтетические процессы, о чем свидетель-
ствует увеличение содержания парамилона, ряда
низкомолекулярных углеводов, белка и кароти-
ноидов (рис. 2–4, 7). Снижение содержания хло-
рофилла a в клетках эвглены, хоть и не столь зна-
чительное, как на этанол-содержащей среде (рис. 4),
позволяет предположить, что усвоение бутанола
сопровождается снижением интенсивности фо-
тосинтетических процессов. Метаболические пу-
ти усвоения бутанола в клетках E. gracilis не ис-
следованы, однако было показано, что этот спирт
может окисляться митохондриальной алкогольде-
гидрогеназой наряду с этанолом [32]. У бактерий,
способных к метаболизации бутанола (например,
Pseudomonas putida), он окисляется алкоголь- и аль-
дегид-дегидрогеназами до бутирата, который затем
подвергается β-окислению и включается в глиок-
силатный цикл [33]. Можно предположить, что
включение бутанола в метаболизм E. gracilis про-
исходит по сходной схеме. Метаболомные дан-
ные показывают повышение содержания ряда
метаболитов цикла Кребса и глиоксилатного цикла
(лимонная, яблочная, и янтарная кислоты) в
клетках, растущих в присутствии бутанола, по срав-
нению с контролем (рис. 7). Накопление в этих
клетках сахаров (глюкоза, мальтоза) может свиде-
тельствовать об активном сопряжении глиокси-
латного цикла с процессом глюконеогенеза. Ин-
тересная особенность метаболитного профиля
эвглены, ассимилирующей бутанол, – это повы-
шенное содержание токоферолов (рис. 7). Этот
результат может иметь практическую ценность,
поскольку эвглена известна как хороший проду-
цент альфа- и гамма-токоферолов [14]. Исходя из

полученных нами данных, имеет смысл рассмот-
реть бутанол в качестве субстрата при культиви-
ровании E. gracilis для промышленного получе-
ния витамина Е.

Общей чертой культур эвглены, выращенных
на средах с глицерином и глицином, является по-
вышенное содержание в клетках самих этих соеди-
нений и их непосредственных производных (на-
пример, глицерин и глицерин-3-фосфат) (рис. 7).
Это свидетельствует об относительно низкой ско-
рости метаболизации данных субстратов по срав-
нению, например, с глюкозой, которая даже в
клетках, имеющих экзогенный источник этого
соединения, не является преобладающим мета-
болитом (рис. 7). Несмотря на то, что эти субстра-
ты не относятся к одному классу химических со-
единений, данные МГК-анализа показывают, что
их усвоение приводит к сходным биохимическим
перестройкам. Так же, как и для пары этанол-
глюкоза, на уровне первых трех ГК пробы куль-
тур, выращенных на глицерине и глицине распо-
лагаются относительно близко друг к другу (рис. 6).
Анализ нагрузок ГК показывает, что все эти про-
бы характеризуются относительно высоким со-
держанием трегалозы, по сравнению с пробами
других миксотрофных культур, накоплением неко-
торых аминокислот и ряда неидентифицированных
метаболитов, которые еще предстоит исследовать
(рис. 7). Из всех использованных в данной работе
органических субстратов E. gracilis наименее эф-
фективно усваивала глицерин. В присутствии
этого субстрата клетки эвглены содержали наи-
меньшее (хотя и вдвое превышающее контроль)
количество парамилона и не накапливали белок
(рис. 2–3). Относительно большая продолжи-
тельность лаг-фазы при росте культуры указывает
на значительные перестройки метаболизма кле-
ток эвглены, что подтверждается детальным ана-
лизом профиля низкомолекулярных метаболитов
(рис. 6–7). Известно, что глицерин способен про-
никать в клетки микроорганизмов путем простой
диффузии [34]. Особенности метаболизации гли-
церина у эвглены в настоящее время не изучены,
однако у других микроводорослей этот процесс
включает в себя образование глицерин-3-фосфа-
та и его последующее окисление до глицеральде-
гид-3-фосфата – соединения, которое стоит на
пересечении ключевых метаболических путей
[35, 36]. Дальнейшая ассимиляция, по-видимому,
осуществляется через реакции цикла Кребса. Полу-
ченные нами результаты, в целом, не противоречат
этой схеме, поскольку одновременно с накоплени-
ем глицерина в клетках отмечается и накопление
глицерин-3-фосфата. Можно предположить, что
часть глицерин-3-фосфата расходуется на синтез
липидов, поскольку мы видим увеличение отно-
сительного содержания метаболитов липидного
обмена в присутствии глицерина (рис. 7). Стиму-
лирование биосинтеза липидов при усвоении
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глицерина клетками E. gracilis было показано в
недавних исследованиях возможного биотехно-
логического применения эвглены [36]. Относи-
тельно высокое содержание ряда моно- и дисаха-
ридов указывает также на возможную активацию
процессов глюконеогенеза (рис. 7). Еще одна харак-
терная черта метаболитного профиля эвглены, рас-
тущей в присутствии глицерина, это накопление
ряда свободных аминокислот, особенно пролина и
орнитина (рис. 7). Эти две аминокислоты метабо-
лически связаны: орнитин является одним из
предшественников в биосинтезе пролина [37].
Таким образом, можно интерпретировать эти
данные как усиление биосинтеза пролина в клет-
ках E. gracilis. Поскольку пролин является одним
из низкомолекулярных осмолитов, накапливаю-
щихся в клетках растений при гипертоническом
стрессе, повышение его содержания может быть
связано со снижением водного потенциала среды
в присутствии глицерина в связи с относительно
низкой скоростью поглощения и усвоения этого
субстрата.

Хотя аминокислоты часто включаются в пита-
тельные среды на основе глюкозы как дополни-
тельные азотсодержащие компоненты [16, 38, 39],
использование микроводорослями этих субстратов
в качестве единственных источников органическо-
го углерода очень мало исследовано. Единичные
работы, в которых рассматривалось усвоение эвгле-
ной нескольких аминокислот [2, 40] свидетельству-
ют о том, что они используются в метаболизме этой
водоросли не только как дополнительный источ-
ник азота. Эксперименты с применением 14С-метки
показали, что около 50% проникших в клетки
глутамата, глицина, аспартата и фенилаланина
включается в состав органических соединений.
При ассимиляции глицина было показано вклю-
чение радиоактивной метки в свободные амино-
кислоты (серин, цистеин), пуриновые азотистые
основания и белок [40]. Это полностью согласует-
ся с нашими данными о биохимическом составе
клеток E. gracilis, выращенных на среде с добавле-
нием глицина. Поскольку глицин является одно-
временно источником и углерода, и азота, этот
ресурс инвестируется, в первую очередь, в био-
синтез азотсодержащих молекул: в клетках эвглены
возросло содержание белка, хлорофилла a, свобод-
ных аминокислот, аденина и гуанина (рис. 3, 4, 7).
Глицин может включаться в метаболизм через
митохондриальные реакции фотодыхания, что
приводит к быстрому синтезу и накоплению серина
(рис. 7). Формирующийся в дальнейшем пируват
может поступать либо в цикл Кребса, стимулируя
синтез органических кислот (рис. 7), либо в глюко-
неогенез, вызывая накопление углеводов (рис. 2).
Избыток азота выделяется в среду в виде аммиака
[2]. Интересно, что, хотя усвоение глицина, оче-
видно, происходит достаточно эффективно и со-
провождается биосинтезом белка и нуклеиновых

кислот, этот субстрат в использованной нами
концентрации не стимулировал деления клеток в
культуре E. gracilis (рис. 1). Этот результат под-
тверждает данные Murray с соавт. [2], которые по-
казали, что при усвоении глицина, как един-
ственного источника углерода, культура эвглены
растет со скоростью, типичной для фотоавто-
трофного роста.

В целом, полученные результаты демонстриру-
ют способность эвглены существенно перестраи-
вать свой метаболизм при усвоении органических
субстратов различной химической природы в режи-
ме миксотрофии. По-видимому, в присутствии
наиболее эффективно усваиваемых субстратов, эта-
нола и глюкозы, дополнительные биохимические
ресурсы затрачиваются, преимущественно, на
усиление роста культуры, а также на синтез и на-
копление запасных соединений. При этом в клетках
эвглены одновременно стимулируется образование
как парамилона, так и восковых эфиров. Умеренное
накопление восковых эфиров происходит также в
присутствии глицерина. Усвоение бутанола со-
провождается усилением разнообразных биосин-
тетических процессов, затрагивающих как пер-
вичный, так и вторичный метаболизм, о чем сви-
детельствует накопление токоферолов в клетках
эвглены. Относительно медленно усваивающийся
глицин, в первую очередь, стимулирует биосинтез
азотсодержащих метаболитов. Выявленные в ходе
данного исследования особенности метаболизма
E. gracilis при миксотрофном росте на трудно-
усваиваемых субстратах требуют дальнейшего,
более детального изучения.
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