
ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2024, том 71, № 4, с. 446–454 

446

УДК 581.1,577.115

КОМПОНЕНТНЫЙ СОСТАВ ФРАКЦИЙ СТЕРИНОВ ТОНОПЛАСТА 
В УСЛОВИЯХ СТРЕССА, ВЫЗВАННОГО ИОНАМИ МЕДИ

© 2024 г.  И. С. Капустинаa, Е. В. Спиридоноваa, Н. В. Озолинаa, 
А. В. Третьяковаb, В. В. Гуринаa, *

aФедеральное государственное бюджетное учреждение науки Сибирский институт физиологии 
и биохимии растений Сибирского отделения Российской академии наук, Иркутск, Россия

bФедеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования 
Иркутский государственный университет, Иркутск, Россия

*e-mail: nichka.g@bk.ru
Поступила в редакцию 16.02.2024 г.

После доработки 25.03.2024 г.
Принята к публикации 26.03.2024 г.

Исследовано влияние токсических концентраций ионов меди (Cu2+) (100 и 500 мкМ) на состав 
стеринов вакуолярной мембраны корнеплодов столовой свеклы (Beta vulgaris L.). В  результа-
те проведенных исследований выявлено 12 соединений во фракции свободных стеринов (СС) 
и  11 соединений во фракции эфиров стеринов (ЭС). В  составе ЭС присутствовали соедине-
ния, не обнаруженные в составе СС. Интересно, что при 500 мкМ Cu2+ суммарное содержание 
этих биологически активных соединений увеличивалось. Наблюдалось снижение таких три-
терпенов как ланоста-7,9(11)-диен-3β,18,20-триол, 3,18-диацетат, (20R)-(С34Н54О5) в  СС и  ЭС. 
Во  фракции СС происходило повышение содержания соединения 7,8-эпоксиланостан-11-ол, 
3-ацетокси- при стрессе, в то время как в ЭС его количество снижалось. Установлено, что сум-
марное содержание ∆5-стеринов, в норме и при стрессе, составляло не более 33% во фракции 
свободных стеринов и 21% во фракции эфиров стеринов. Преобладающим стерином был β-си-
тостерин. Его содержание снижалось в условиях изучаемого стресса в обеих фракциях стеринов. 
Полученные результаты показывают, что фракции стеринов тонопласта (СС и  ЭС) представ-
лены не только ∆5-стеринами, которые в  основном изучаются в  работах посвященным мем-
бранологии и  липидологии растений, а  также соединениями тритерпенового ряда и  другими 
веществами, обладающими биологической активностью. Обнаруженные вещества, возможно, 
могут влиять на биофизические показатели тонопласта и на метаболические процессы клетки, 
в которых задействована вакуолярная мембрана. Выявленные соединения активно реагировали 
на токсическое воздействие ионов Cu2+, что можно рассматривать как один из механизмов за-
щиты растительной клетки от стресса.
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ринов

DOI: 10.31857/S0015330324040075, EDN: MNSAQX

ВВЕДЕНИЕ
Действие тяжелых металлов (ТМ), по-раз-

ному отражается на физиологии растений. 
Растения способны экстрагировать из по-
чвы и  воды медь, мышьяк, кадмий, ртуть, се-
лен, свинец и  другие элементы. Токсическая 
доза металлов зависит от типа иона, его кон-
центрации, вида растения и  стадии его роста. 
Важно отметить, что диапазон концентраций 
Cu2+, не оказывающих выраженного токсич-
ного воздействия, весьма узок для разных 
растений. Медь (Cu2+)  – является одним из 

Сокращения: СС – свободные стерины, ТМ – тяжелые металлы, 
ЭС – эфиры стеринов.

незаменимых микроэлементов для жизнеде-
ятельности растений. Известно, что Cu2+ вхо-
дит в  состав пластоцианина, осуществляюще-
го перенос электронов между фотосистемами 
I и  II в  процессе фотосинтеза. Значительна 
роль Cu2+ и в азотном обмене растений. Также 
Cu2+ участвует в регулировании водного балан-
са. Почти вся доля Cu2+ в  низких концентра-
циях прочно связана с  различными белками. 
При переизбытке накопления Cu2+ в почвах из 
эссенциального микроэлемента она становится 
токсичным поллютантом второго класса опас-
ности  – тяжелым металлом, обладающим вы-
сокой реакционной способностью по отноше-
нию к произрастающим на данной территории 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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растениям. Избыточная аккумуляция Cu2+ 
в  растениях приводит к  нарушению многих 
метаболических реакций, что отражается на 
снижении биомассы и  качестве сельскохозяй-
ственной продукции, либо приводит к полной 
гибели растения [1–3]. В связи с этим большой 
интерес вызывают различные биологические 
методы очистки окружающей среды от ТМ. 
Эти  методы считаются разумными и  безопас-
ными, так как основаны на естественных ме-
ханизмах, встречающихся в  природе. Одним 
из таких методов является фиторемедиация  – 
очищение окружающей среды от различных 
поллютантов при помощи живых растений. 
В  настоящее время наиболее распространен-
ным методом фиторемедиации является фи-
тоэкстракция, которая заключается в  погло-
щении растениями поллютантов из почвы 
и  концентрировании их в  различных органах 
с  последующей уборкой загрязненной фито-
массы  [4]. Понимание механизмов того, как 
растения способны детоксицировать металлы, 
имеет значение для расширения ряда растений, 
которые можно использовать для фитореме-
диации  [5]. Растения выработали механизмы, 
позволяющие справляться с  токсичностью тя-
желых металлов (связывание с клеточной стен-
кой, образование комплексов с  органически-
ми кислотами или пептидами), вакуолярная 
секвестрация (компартментализация) является 
одним из них. Интересно, что форма и  объем 
вакуоли реагируют на токсические концен-
трации ТМ, что дополнительно указывает на 
участие этой органеллы в ответах растений на 
стресс. Токсические ионы ТМ, вероятно, ме-
шают клеточным и  молекулярным механиз-
мам, связанным с вакуолярным биогенезом [6]. 
Вакуолярная секвестрация может достигаться 
либо фитохелатин-зависимым, либо фитохела
тин-независимым путями. Большинство опи-
санных в  литературе трансгенных растений, 
предназначенных для фиторемедиации, явля-
ются результатом манипуляции генами, уча-
ствующими в  фитохелатин-зависимом пути. 
Однако недавно появились данные, подтверж-
дающие важность фитохелатин-независимо-
го пути секвестрации тяжелых металлов в  ва-
куоли, при этом важную роль играют металл/
H+-антипортеры и  протонные насосы  [7]. По-
казано, что активность интегральных белков – 
ферментов (АТФазы, десатуразы) зависит от 
липидного окружения, а именно от количества 
стеринового компонента мембраны [8]. Извест-
но, что стерины регулируют микровязкость, 
пластичность, ригидность, фазовый переход 
и  характер липид-белкового взаимодействия 
в  мембране  [9]. Кроме того, стерины прини-
мают непосредственное участие в  трансмем-
бранной трансдукции сигналов внутрь клетки 

посредством формирования в мембранах спец-
ифических липидных микродоменов  [10]. До-
казана роль стеринов и в защите от стрессовых 
воздействий. Так, например, показано, что при 
окислительном и  осмотических видах стрессо-
вого воздействия изменения в содержании сте-
ринов, были значительно более выражены на 
вакуолярной мембране по сравнению с  плаз-
малеммой  [9]. Известно, что фитостерины  – 
класс растительных веществ, относящихся 
к  семейству тритерпеноидов, насчитывающих 
более двухсот собственно стеринов и более 4000 
других типов тритерпенов. Тритерпены в свою 
очередь входят в  группу вторичных метаболи-
тов изопреноидов, которые представляют со-
бой группу структурно разнообразных фито-
химических веществ, связанных с  первичным, 
а  также вторичным метаболизмом  [8, 11]. Из-
вестно, что изопреноиды выполняют функцию 
фитогормонов (абсцизовая кислота, цитокини-
ны, гиббереллины, брассиностероиды), явля-
ются компонентами переносчиков электронов 
(цитохром а,  хиноны), необходимы для фото-
синтеза (каротиноиды, фитольная цепь в  хло-
рофиллах), играют важную роль в химической 
защите растений и взаимодействии с окружаю-
щей средой, участвуют в мембранной проница-
емости и текучести (стерины). Таким образом, 
изопреноиды участвуют в регуляции процессов 
роста и  развития, а  также активно задейство-
ваны в формировании устойчивости растений 
к  стрессовому воздействию. Интересно, что 
стерины и  тритерпеноиды синтезируются из 
одного общего предшественника – 2,3-оксидо-
сквалена. В  связи с  этим существует гипотеза 
о  конкуренции биосинтеза стеринов и  тритер-
пенов в  зависимости от экзо- и  эндогенных 
процессов. Однако, учитывая решающую роль 
фитостеролов как компонентов мембран, было 
высказано предположение, что неограничен-
ный биосинтез тритерпеноидов может проис-
ходить, когда образование стеринов уже удов-
летворено, и эти соединения больше не нужны 
для роста и деления клеток [12].

Таким образом, анализ литературы свиде-
тельствует о том, что понимание механизмов того, 
как растения способны поглощать, накапли-
вать, перемещать, изолировать металлы имеет 
решающее значение для увеличения количества 
растений, которые можно использовать для фи-
торемедиации участков, загрязненных тяжелы-
ми металлами. Некоторые из перечисленных 
механизмов взаимосвязаны с  вакуолярной мем-
браной, в  функционировании которой актив-
но задействованы изопреноиды. В  связи с  этим 
цель данного исследования состояла в  анализе 
качественного и количественного состава компо-
нентов фракций стеринов тонопласта в ответ на 
стрессовое воздействие, вызванное ионами Cu2+.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В качестве объекта ис-

следования использовали корнеплоды столовой 
свеклы (Beta vulgaris L.), выращенные на опыт-
ном участке СИФИБР СО РАН. Корнеплоды 
хранили в  овощехранилище при +4°–5°С. Кор-
неплоды свеклы Beta vulgaris L. были выбраны 
в качестве объекта нашего исследования, потому 
что они являются запасающим органом, в ваку-
олях которого происходят интенсивные транс-
портные процессы, для выделения вакуолей из 
корнеплодов разработана методика получения 
чистой фракции вакуолей, к  тому  же корне-
плоды хорошо хранятся, что дает возможность 
проводить эксперименты в течение длительного 
времени.

Условия стресса. Кусочки корнеплодов 1 см3 
замачивали в растворе CuSO4·5H2O на 16 ч при 
комнатной температуре. Медь применяли в кон-
центрациях 100 и 500 мкМ в пересчете на ионы, 
поскольку при этих концентрациях наблюдалось 
выраженное увеличение содержания диеновых 
конъюгатов и электролитов [13]. В контрольном 
варианте использовали дистиллированную воду.

Изолирование вакуолей. Выделение вакуолей 
из ткани корнеплодов проводили модифициро-
ванным макрообъемным методом, разработан-
ным в  лаборатории физиологии растительной 
клетки СИФИБР СО РАН [14]. Детали стандарт-
ных операций этого метода заключались в  сле-
дующем: 600 г запасающей ткани корнеплодов 
Beta vulgaris L. нарезали специальным аппаратом 
в  800 мл среды изолирования (800 мМ KCl, 20 
мМ ЭДТА, 50 мМ NaH2PO4/KOH, pH 8.0). Рас-
твор с нарезанной массой фильтровали (диаметр 
отверстия фильтра 400 мкм). Суспензию цен-
трифугировали 15 мин при 250 g на центрифуге 
К-70 (“Janetzki”, ГДР). Затем осадок вакуолей 
ресуспендировали в  20 мл раствора, содержа-
щего 1 М KCl, 1 мМ ЭДТА, 3 мМ MgCl2, 5 мМ 
трис – HCl, pH 7.4. Полученную суспензию цен-
трифугировали 10 мин при 50 g на препаратив-
ной центрифуге К-23 (“Janetzki”, ГДР).

Получение вакуолярных мембран. Для  получе-
ния вакуолярных мембран осадок вакуолей под-
вергали осмотическому шоку в  гипотоническом 
растворе (1мМ MgCl2, 1 мМ 2-меркаптоэтанол, 
1 мМ трис-HCl, pH 7.4). Полученную суспензию 
центрифугировали 15 мин при 5000 g на препа-
ративной центрифуге KR-22 (“JOUAN”, Фран-
ция). Надосадочную жидкость, содержащую ве-
зикулы тонопласта, центрифугировали 90  мин 
при 105000  g на препаративной центрифуге 
Sorvall Discovery 90SE (“Thermo”, Япония). По-
лученный осадок собирали и хранили во фризере 
при –80°С до начала проведения экспериментов.

Экстракция липидов. Общие липиды из то-
нопласта экстрагировали модифицированным 
методом Фолча  [15]. Для  экстракции липидов 

из вакуолярных мембран использовали систему 
хлороформ – метанол (2 : 1 по объему). К выде-
ленному тонопласту добавляли 5 мл экстрагиру-
ющей смеси и  ионол в  качестве антиоксиданта 
(из расчета 1.25 мг на 100 мл указанной смеси 
растворителей). Полученную суспензию гомо-
генизировали в  течение 30 мин. Всего повторя-
ли процедуру три раза. В  делительную ворон-
ку с  объединенным раствором добавляли воду 
и  оставляли до расслаивания водной и  органи-
ческой фаз. Отбирали нижнюю фракцию, со-
держащую сумму липидных компонентов. Хло-
роформ из липидного экстракта удаляли под 
вакуумом с помощью роторного испарителя RV 
8 V-C (“IKA”, Германия) или в токе аргона, а за-
тем взвешивали на аналитических весах GH202 
(“AND”, Япония) с точностью до 0.000001 г (гра-
виметрический метод).

Обнаружение и выделение компонентов стери-
новых фракций. Компоненты стериновых фрак-
ций (свободные стерины и  эфиры стеринов) 
определяли с  помощью одномерной тонкослой-
ной хроматографии (ТСХ) на пластинках Sorbfil 
ПТСХ-АФ-В  (“ИМИД”, Россия). Для  этого 
полученные липиды растворяли в  хлороформе 
и  наносили на пластинку. Пластины помеща-
ли в  хроматографическую камеру с  элюентом 
гексан : диэтиловый эфир : уксусная кислота 
(80 : 20 : 1 об/об/об) [16]. Для обнаружения стери-
новых компонентов край пластины (0.5 см) обра-
батывали 10% раствором серной кислоты в эта-
ноле, а затем нагревали до 110°С. Стерины и их 
эфиры проявлялись на пластинке розово-голу-
быми пятнами, затем для них рассчитывали зна-
чения Rf [17]. Далее с необработанной пластины 
шпателем снимали сорбент (зоны стеринов и их 
эфиров), переносили в  центрифужные пробир-
ки (10 мл) и приливали по 1 мл хлороформа. По-
сле этого образцы интенсивно перемешивали на 
шейкере Works Minishaker Vortex Mixer MS1 S1 
(“IKA”, Германия) и  центрифугировали 5 мин 
при 3000 об/мин на центрифуге ЦЛК-1 (СССР). 
Экстракт переносили в стеклянные виалы и уда-
ляли хлороформ под током азота, чтобы избе-
жать окисления. Для  полноты выделения сте-
ринов и  их эфиров, к  сорбенту, оставшемуся 
в пробирке, добавляли 1 мл этилацетата и повто-
ряли экстракцию дважды. Для  получения лету-
чих производных, стеринов и эфиров стеринов, 
их подвергали силилированию  [18]. К  получен-
ным стериновым фракциям тонопласта добав-
ляли 150 мкл N,Oбис(триметилсилил)ацетамида, 
50 мкл гексаметилдисилазана (“Sigma-Aldrich”, 
США), 300 мкл этилацетата и 200 мкг эргостери-
на (“Sigma”, США) в качестве внутреннего стан-
дарта, поскольку он не встречается в растениях. 
Смесь нагревали в течение 30 мин при 70°С в су-
шильном шкафу ШС-40-02 СПУ (“Смоленское 
СКТБ СПУ”, Россия).
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Идентификация и  количественный ана-
лиз компонентов стериновых фракций. Полу-
ченные триметилсилильные производные 
стеринов анализировали методом газожид-
костной хроматографии с  использованием хро-
мато-масс-спектрометра 5973/6890N MSD/DS 
Agilent Technologies (“Agilent”, США). Колонка 
HP-5MS, 30 м × 250 мкм × 0.25 мкм со стацио-
нарной фазой метилполисилаксан. Температур-
ная программа хроматографирования: при 70°С 
(1 мин), изотерма; далее программируемый на-
грев до 280°С со скоростью 5°С/мин; при 280°С 
(5 мин), изотерма; далее программируемый на-
грев до 300°С со скоростью 20°С/мин; при 300°С 
(3 мин), изотерма. Инжектор с делением потока 
1 : 5. 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 детекти-
рования: энергия ионизирующих электронов 
70  эВ; регистрация масс-спектров положитель-
ных ионов в диапазоне (m/z) от 50 до 600 а.е.м. 
со скоростью 1.9 скан/сек.

Идентификацию компонентов свободных 
стеринов и их эфиров осуществляли при помощи 
стандартов, сравнением времени удерживания, 
и  по библиотеке масс-спектров NIST08, Wiley7, 
с  учетом фрагментных диагностических пиков, 
а  также в  соответствии со значениями хромато-
графического времени удерживания (Retention 
Time, RT) стандартных образцов. В  качестве 
стандартных образцов использовали холесте-
рин, стигмастерин, кампестерин (“Sigma”, 
США) и β-ситостерин (European pharmacopoeia 
reference standard, Франция). Относительное 
содержание (%) компонентов смеси (количе-
ственный анализ) вычислено из соотношения 
площадей хроматографических пиков (методом 
простого нормирования).

Статистический анализ данных. Для статисти-
ческой обработки данных использовали про-
граммные пакеты Microsoft Excel и  SigmaPlot 
12.5. Эксперименты проводили в  3–5 независи-
мых повторностях. Полученные данные пред-
ставляли в виде медианы (Me), а разброс значе-
ний  – в  виде интерквартильной широты  [25%; 
75% процентиль]. С  помощью критерия Шапи-
ро – Уилка (Shapiro – Wilk) проверяли нормаль-
ность распределения (ГОСТ Р ИСО 5479-2002). 
Распределение отличалось от нормального, 
в связи, с чем для доказательства наличия значи-
мых различий между медианами использовали 
H-критерий Краскела – Уоллиса и последующее 
множественное сравнение медиан проводили по 
методу Стьюдента – Ньюмена – Кеулса. Разли-
чия между экспериментальными данными счи-
тали статистически значимыми при Р < 0.05 [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ стериновых фракций (СС и  ЭФ) по-

казал, что в  исследуемом тонопласте в  контроле 
и в условиях стресса (100 и 500 мкМ Cu2+) присут-
ствуют группы соединений относящихся к  изо-
преноидам с циклопентанопергидрофенантреном 
в  качестве остова. Известно, что по химической 
структуре стерины относятся к  данной группе 
соединений  [10]. В  СС и  ЭС были обнаружены 
соединения без двойной связи в структуре колец 
циклопентанопергидрофенантрена и  соединения 
с различными двойными связями в структуре ко-
лец циклопентанопергидрофенантрена, а  также 
группа стеринов с двойными связями в положении 
∆5. В СС выявлена группа ∆7-стеринов (6%), кото-
рая отсутствует в ЭС (табл. 1). В СС во всех исследу-
емых вариантах равный вклад в общее количество 
вносят соединения без двойной связи (33–35%) 
и  группа ∆5-стеринов (31–33%). Отмечено, что 
в ЭС как в контроле, так и при стрессе преоблада-
ют соединения без двойной связи (39–43%) и со-
единения с  различными двойными связями (36–
38%). Интересно, что содержание ∆5-стеринов 
в ЭС всех вариантов ниже, чем в СС. Наблюдается 
снижение содержания соединений без двойной 
связи при 100 мкМ Cu2+ в СС и ЭС и увеличение 
при 500 мкМ Cu2+. В таблице 2 представлены ком-
поненты, обнаруженные во фракции свободных 
стеринов. Среди соединений без двойной связи 
достоверные изменения по сравнению с  контро-
лем были отмечены в  содержании 7,8-эпоксила-
ностан-11-ол. При 100 мкМ Cu2+ происходило уве-
личение с 5.8% до 7.1% в контроле, в то время как 
при 500 мкМ Cu2+ количество снижалось до 6.9%. 
Также отмечено увеличение при 100 и  500  мкМ 
Cu2+ метил ((24-оксо-3,7,12-трис[(триметилсилил)
окси]холан-24-ил)амино)ацетата (табл. 2). Груп-
па ∆5-стеринов, которая составляет треть от всей 
суммы СС представлена холестерином, кампесте-
рином, стигмастерином, β-ситостерином. Следует 
отметить, что β-ситостерин вносит весомый вклад 
в  суммарное содержание СС, его количество со-
ставляло более 20% (% от суммы свободных сте-
ринов). При 500 мкМ Cu2+ содержание β-ситосте-
рина статистически значимо снижалось с 22.7% до 
21.1% в контроле. Содержание кампестерина было 
достоверно выше при 100 мкМ Cu2+ по сравнению 
с контролем (табл. 2).

Компонентный состав фракции ЭС стери-
нов отличается от состава фракции СС (табл. 3). 
Так,  в  группе соединений без двойной связи 
идентифицированы прегнан-3,17,20,21-тетрол, 
(3β,5α,20R)-; холестано[7,8-а]циклобутан, 3-ме- 
токси-6-оксо-2’-метилен-. Не  обнаружены та
кие соединения, как ланостан-3β-ол, 11β, 
18-эпокси, ацетат; метил ((24-оксо-3,7,12-трис 
[(триметилсилил)окси]холан-24-ил)амино)
ацетат, которые были выявлены в  составе СС 
(табл. 2). В  группе соединений с  различными 
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двойными связями в  ЭС присутствует пропано-
вая кислота, 2-(3-ацетокси-4,4,14-триметилан-
дрост-8-ен-17-ил)-, которая вносит наибольший 
вклад (21–23%) в  суммарное содержание ЭС. 
В  то время как в  составе СС присутствует лано-
ста-7,9(11)-диен-18-овая кислота, 3,20,25-триги-
дрокси-, γ-лактон. Общее соединение в ЭС и СС 
ланоста-7,9(11)-диен-3β,18,20-триол, 3,18-диа-
цетат, (20R)-. Следует отметить, что содержание 
соединения этилизо-аллохолат было достовер-
но ниже при 100 мкМ Cu2+ (6.3 %) по сравнению 
с  контролем (7%). Кроме этого, значимо снижа-
лось содержание соединения 7,8-эпоксилано-
стан-11-ол, 3-ацетокси- с 14% в контроле до 12.9% 
при 500 мкМ Cu2+.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что фитостерины участвуют в  за-

щитных реакциях на такие стрессы как действие 
ТМ, засуха, УФ-излучение и температурные воз-
действия. Изменения в составе стеринового ком-
понента влияют на функционирование мембран, 
метаболизм клетки и организм в целом. В связи 
с этим, значительная роль в процессах адаптации 

принадлежит биосинтезу структурных липидов 
и изменению текучести мембран, которые, в свою 
очередь, связаны с  содержанием стеринов  [10, 
20]. Недавно была показана роль стеринов тоно-
пласта в ответ на окислительный стресс. Авторы 
работы отметили, что при окислительном стрес-
се происходило существенное увеличение содер-
жания не только суммы стеринов тонопласта, но 
и всех отдельных классов стеринов [9]. Известно, 
что окислительный стресс возникает в  результа-
те действия практически всех неблагоприятных 
факторов внешней среды, включая засуху, поч-
венное засоление, загрязнение воздуха токсиче-
скими соединениями, такими как озон, оксиды 
серы, тяжелые металлы, неблагоприятные тем-
пературы и  т.д.  [10]. Ранее нами было доказано, 
что используемые в  данном исследовании кон-
центрации ионов меди (100 и 500 мкМ) вызывают 
развитие окислительного стресса. В  этой работе 
также было показано, что происходило увеличе-
ние абсолютного суммарного содержания ∆5-сте-
ринов при 100 мкм Cu2+. Одновременно при 100 
мкМ Cu2+ происходило увеличение отношение 
стигмастерина к  β-ситостерину  [13]. Согласно 

Таблица 3. Содержание компонентов фракции эфиров стеринов в липидах тонопласта в условиях стресса, вы-
званного ионами меди, (%)

Соединения Контроль 100 мкМ Cu2+ 500 мкМ Cu2+

Без двойных связей в структуре колец 
циклопентанопергидрофенантрена

Этилизо-аллохолат 7.0 [6.8; 7.6] а 6.3 [5.5; 6.3] а, в 7.4 [7.1; 7.5] в

7,8-эпоксиланостан-11-ол, 3-ацетокси- 14.0 [13.6; 14.4] б 13.9 [13.6; 13.9] в 12.9 [12.1; 13.0] б, в

17-(1,5-Диметилгексил)-10,13-диметил-3-
стирилгексадекагидроциклопента[а]фенантрен-
2-он

4.9 [4.7; 5.1] 5.1 [4.7; 5.7] 5.0 [4.7; 5.3]

Прегнан-3,17,20,21-тетрол, (3β,5α,20R)- 2.4 [2.0; 2.6] 2.9 [2.3; 3.0] 1.9 [1.8; 2.3]
Холестано[7,8-а]циклобутан, 3-метокси-6-оксо-
2’-метилен-

13.9 [13.8; 15.2] 12.0 [11.9; 13.6] 14.7 [14.1; 15.6]

Различные двойные связи в структуре колец 
циклопентанопергидрофенантрена

Пропановая кислота, 2-(3-ацетокси-4,4,14-
триметиландрост-8-ен-17-ил)-

21.2 [20.5; 21.9] 23.1 [22.5; 23.3] 22.9 [22.6; 24.2]

Ланоста-7,9(11)-диен-3β,18,20-триол, 
3,18-диацетат, (20R)-

14.4 [14.4; 15.5] 15.4 [15.0; 16.5] 13.4 [13.1; 14.0]

∆5-стерины

Холестерин 3.5 [3.3; 3.7] 3.0 [2.8; 3.1] 3.4 [3.2; 3.5]
Кампестерин 3.3 [2.9; 3.7] 3.8 [3.6; 3.9] 3.2 [3.2; 3.5]
Стигмастерин 5.1 [4.9; 6.6] 6.9 [6.1; 7.0] 7.0 [7.0; 7.1]
β-ситостерин 8.3 [7.7; 8.4] 7.6 [7.5; 8.2] 6.9 [6.6; 8.0]

Примечание: n = 3–5. Отличия значимы (Р < 0.05): а – между контролем и воздействием 100 мкМ Cu2+; б – между контролем 
и воздействием 500 мкМ Cu2+; в – между вариантами воздействием 100 мкМ Cu2+ на ткани и воздействием 500 мкМ Cu2+. 
Для  доказательства наличия значимых различий между медианами Ме [25%; 75%], использовали H-критерий Краске-
ла – Уоллиса и последующее множественное сравнение медиан проводили по методу Стьюдента – Ньюмена – Кеулса.
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литературным данным, соотношение стигма-
стерина к  β-ситостерину в  мембране может вли-
ять на ответ растительных клеток на стрессовое 
воздействие  [10]. В  настоящем исследовании 
обнаружено, что ∆5-стерины занимают не более 
30% от общей суммы выявленных стериновых 
компонентов в  СС и  не более 20% в  ЭС (табл. 
1). Известно, что в  растениях стерины присут-
ствуют не только в виде свободных стеринов, но 
и  в  конъюгированной форме: стерилгликозиды, 
ацилстерилгликозиды и  эфиры стеринов. В  ЭС 
гидроксильная группа в  положении С3 этерифи-
цирована жирной кислотой. Содержание ЭС ме-
няется в  ответ на факторы окружающей среды. 
Считается, что эфиры стеринов, выполняют важ-
ную роль в поддержании физиологического пула 
и  гомеостаза свободных форм стеринов в  мем-
бранах. Кроме этого, в  некоторых тканях расте-
ний ЭС представляют собой хранилище стеринов 
необходимых для роста и развития растений [20–
22]. Жирные кислоты, обнаруженные в  ЭС, ох-
ватывают широкий диапазон длины цепи (от C12 
до C22). Стериновая часть в  ЭС обычно соответ-
ствует тем  же стеринам, которые присутствуют 
во фракции СС, но в  некоторых тканях они мо-
гут содержать и  другие стерины, а  также проме-
жуточные продукты биосинтеза стеринов  [20]. 
Качественный состав группы ∆5-стерины в  СС 
и ЭС представлен холестерином, кампестерином, 
стигмастерином, β-ситостерином. Кампестерин 
и  стигмастерин находились примерно на одном 
уровне, как в СС, так и в ЭС. В условиях стресса 
(100 и 500 мкМ Cu2+) содержание эфиров стигма-
терина в тонопласте увеличивалось (табл. 3). Из-
вестно, что стигмастерин участвует в стрессовых 
ответах растений [23]. Следует отметить, что в то-
нопласте при действии токсических концентра-
ций ионов меди среди ∆5-стеринов доминирую-
щим был β-ситостерин. Согласно литературным 
данным, β-ситостерин участвует в  синтезе стиг-
мастерина, обладает высокой антиоксидантной 
активностью, является компонентом рафтовых 
структур, которые задействованы в  сигналин-
ге  [10, 23]. Известно, что Δ7-стерины являются 
предшественниками ∆5-стеринов  [24, 25]. В  на-
стоящее время показано, что Δ7-стерины состав-
ляют более 10% от общего числа СС у растений, 
у  отдельных видов растений Δ7-стерины были 
основными молекулярными типами стеринов 
и составляли 50–90% от общего числа компонен-
тов стеринов  [24]. В вакуолярной мембране при 
действии ионов меди (100 и 500 мкМ) Δ7-стерины 
были обнаружены только в СС (табл. 1). Отмече-
но, что количество Δ7-стеринов было небольшим 
и не менялось в условиях стресса.

Тритерпеновые и  стероидные гликозиды на-
ряду со стероидными гликоалкалоидами образу-
ют многочисленную и структурно разнообразную 
группу вторичных метаболитов растений, назы-

ваемых сапонинами. Сапонины в зависимости от 
вида сапогенина делят на две группы: тритерпе-
новые и  стероидные гликозиды, которые отлича-
ются друг от друга по свойствам. Тритерпеновые 
сапонины содержат 30 атомов углерода и  в  зави-
симости от числа карбоциклов подразделяются 
на тетрациклические и  пентациклические. Тетра-
циклические тритерпеновые сапонины условно 
делят на группы: производные даммарана, цикло-
артана, кукурбитана, ланостана и др.  [26, 27]. Ла-
носта-7,9(11)-диен-3β,18,20-триол, 3,18-диацетат, 
(20R)- (С34Н54О5) был обнаружен в СС и ЭС, и его 
содержание в  ответ на стресс снижалось в  обеих 
стериновых фракциях. Тритерпен ланостан-3β-ол, 
11β, 18-эпокси, ацетат является доминирующим 
представителем группы соединений без двойных 
связей в  структуре колец циклопентанопергидро-
фенантрена во фракции СС, содержание которого 
снижается при стрессе. Отмечено, что во фракции 
ЭС он отсутствует. Однако в СС в группе соедине-
ний с различными двойными связями в структуре 
колец циклопентанопергидрофенантрена при-
сутствует также соединение ланоста-7,9(11)-ди-
ен-18-овая кислота, 3,20,25-тригидрокси-, γ-лак-
тон в небольшом количестве, которое повышалось 
в  тонопласте при воздействии ионов меди. Про-
исходило повышение содержания соединения 
7,8-эпоксиланостан-11-ол, 3-ацетокси- во фрак-
ции СС при стрессе, в  то время как в  ЭС содер-
жание этого соединения снижалось. Интересно, 
что 7,8-эпоксиланостан-11-ол, 3-ацетокси- вно-
сит большой вклад в содержание соединений без 
двойных связей в структуре колец циклопентано-
пергидрофенантрена в ЭС (табл. 3). Известно, что 
производные тритерпенов – сапонины влияют на 
проницаемость липидного бислоя. Их взаимодей-
ствие с молекулами холестерина приводит к обра-
зованию нерастворимых комплексов, образующих 
особые мембранные поры, что в свою очередь при-
водит к увеличению проницаемости бислоя [28].

В  другой работе показано, что тритерпены 
женьшеня в  модельных мембранах связыва-
ются с  обоими монослоями. Отмечено, что их 
количество больше в  неупорядоченной фазе 
бислоя, чем в  упорядоченной фазе  [29]. В  ЭС 
одним из доминирующих соединений являлась 
пропановая кислота, 2-(3-ацетокси-4,4,14-три-
метиландрост-8-ен-17-ил). Данное соединение 
относится к  летучим органическим соедине-
ниям и  является активным вторичным метабо-
литом  [30]. Кроме пропановой кислоты, в  ЭС 
обнаружен этилизо-аллохолат, причем его содер-
жание было больше, чем в СС. При этом в усло-
виях 100 мкМ Cu2+ оно снижалось, а при 500 мкМ 
Cu2+ увеличивалось (табл. 3). Во фракции СС на-
блюдалась обратная ситуация. Возможно, в дан-
ном случае СЭ этилизо-аллохолата являются пу-
лом для этилизо-аллохолата в СС. Известно, что 
этилизо-аллохолат  – стероидное производное, 
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которое обладает антиоксидантными, противо-
опухолевыми, антибактериальными и  противо-
микробными свойствами [31]. Интересно также, 
что содержание соединения 17-(1,5-диметилгек-
сил)-10,13-диметил-3-стирилгексадекагидро-
циклопента[а]фенантрен-2-он в  СС в  условиях 
стресса снижалось, а  в  ЭС повышалось. По  ли-
тературным данным информации об этом сое-
динении практически нет. Следует отметить, что 
в  ЭС обнаружено соединение холестано[7,8-а]
циклобутан, 3-метокси-6-оксо-2’-метилен-, ко-
торого нет в СС. По литературным данным, ци-
клобутаны все чаще применяются в  медицин-
ской химии. Циклобутаны использовались для 
улучшения множества факторов, таких как пре-
дотвращение цис/транс-изомеризации путем 
замены алкенов и  более крупных циклических 
систем, повышения метаболической стабиль-
ности, направления ключевых фармакофорных 
групп, индукции конформационных ограниче-
ний и заполнения гидрофобных карманов [32].

Анализ полученных данных показывает, что 
содержание ∆5-стеринов в вакуолярной мембра-
не занимает не более 33% и  в  условиях стресса 
(100 и  500 мкМ Cu2+) их содержание снижает-
ся. Однако во многих исследованиях внимание 
уделяется именно этой группе стеринов, так как 
они в основном играют в мембране структурную 
роль [10, 25]. Интересно, что в СС преобладали 
соединения тритерпенового ряда и в общей сум-
ме составляют более 47% причем при 500 мкМ 
Cu2+ их суммарное содержание увеличивалось до 
50% (табл. 2). По литературным данным тритер-
пеновые сапонины влияют на проницаемость 
мембраны. Ранее нами было показано, что дей-
ствие 100 и  500 мкМ Cu2+ увеличивало выход 
электролитов, что говорит об увеличение про-
ницаемости мембран  [13]. Следует упомянуть, 
что вторичные метаболиты играют важную роль 
в  физиологии стресса растений. При  этом уве-
личивается их количество. Показано, что Cu2+ 
стимулировал продукцию вторичных метаболи-
тов у Beta vulgaris L. [33]. Выше упоминалось, что 
в ЭС могут присутствовать промежуточные про-
дукты биосинтеза стеринов, имеющие биологи-
ческую активность. В настоящем исследовании 
в ЭС обнаружены соединения с высокой биоло-
гической активностью, суммарное содержание 
которых увеличивалось в условиях стресса, осо-
бенно при 500 мкМ Cu2+ (табл. 3).

Таким образом, в результате исследования вы-
явлено многообразие компонентов в составе сте-
риновых фракций вакуолярной мембраны, кото-
рые определяют биофизические характеристики 
мембраны и  обладают биологической активно-
стью. Полученные результаты могут быть связаны 
со способностью вакуолярной мембраны прини-
мать участием в адаптационных механизмах рас-
тительной клетки. Выявленные соединения реа-

гировали на токсическое воздействие ионов Cu2+, 
что можно рассматривать как один из механизмов 
защиты растительной клетки от стресса.
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