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Изучено содержание стеринов в вакуолярной мембране, выделенной из корнеплодов свеклы, под-
вергнутых гипо- и гиперосмотическому стрессу. Показано, что общее содержание стеринов снижа-
лось при гипоосмотическом стрессе (89% от контроля) и не изменялось при гиперосмотическом
стрессе. При обоих видах осмотического стресса в вакуолярной мембране увеличивалось содержа-
ние стигмастерина и кампестерина, тогда как содержание преобладающего стерина – β-ситостери-
на – снижалось. При обоих вариантах стрессового воздействия существенно увеличивалось соотношение
стигмастерин/β-ситостерин. Полученные результаты говорят об изменениях в составе стеринов вакуо-
лярной мембраны корнеплодов столовой свеклы при осмотическом стрессе и позволяют предположить,
что стерины тонопласта принимают участие в защитных механизмах растительной клетки.
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ВВЕДЕНИЕ

Резкое изменение условий окружающей среды
вызывает развитие стресса у растений. Такие воз-
действия, как засуха, засоление почвы, низкие
температуры, повышенный уровень радиации,
загрязнение почвы солями тяжелых металлов,
чрезмерное освещение и высокая температура,
существенно влияют на жизнедеятельность рас-
тений и создают осмотический стресс [1]. Стресс,
в зависимости от того, чем он вызван – недостат-
ком воды или его избытком, подразделяют на ги-
пер- и гипоосмотический соответственно. При
стрессе происходят перестройки метаболизма, в
том числе, на уровне клеточных мембран и мем-
бранных липидов. Одна из основных групп мем-
бранных липидов, обеспечивающая целостность
мембраны – стерины [2]. Также известно, что
стерины составляют основу рафтов – динамич-
ных мембранных наноструктур, которые играют
важную роль в механизмах передачи сигналов в
клетке и в регуляции различных белков, включая
аквапорины, участвующие в транспорте воды че-
рез мембраны [3]. При осмотическом стрессе со-
держание несвязанной воды в клетке меняется.
Поступление и удержание воды внутри клетки во
многом зависит от вакуолярной мембраны [4].
Тонопласт, как и другие клеточные мембраны,
участвует в защите клетки от стрессовых воздей-

ствий, но до настоящего времени его роль в этом
процессе недостаточно изучена. Изменение со-
става стеринов вакуолярной мембраны при осмо-
тическом стрессе может быть одним из адаптаци-
онных механизмов растительной клетки. Нами
изучено изменение в содержании стеринов тоно-
пласта при гипо- и гиперосмотическом стрессо-
вом воздействии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили корнеплоды

столовой свеклы (Beta vulgaris L.) сорт Модана.
В экспериментах были использованы корнепло-
ды в период покоя, хранящиеся в течение не-
скольких месяцев при температуре 4–5°C. Кор-
неплоды подвергали гипо- и гиперосмотическо-
му стрессу. Для создания гиперосмотического
стресса корнеплоды в течение 3 суток выдержива-
ли (подсушивали) на открытом воздухе при ком-
натной температуре, что приводило к снижению
массы корнеплодов и увеличению осмоляльности
клеточного сока. Для создания гипоосмотическо-
го стресса корнеплоды выдерживали в течение
1 суток в дистиллированной воде при комнатной
температуре, из-за чего происходило насыщение
клеток водой, и уменьшалась осмоляльность кле-
точного сока. Осмоляльность оценивали на осмо-
метре ОМКА 1Ц-01 (Россия). В контрольном ва-
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рианте использовали корнеплоды, не подвергну-
тые воздействию стресса.

Стрессовое воздействие на корнеплоды оце-
нивали с использованием кондуктометрического
метода [5]. Содержание диеновых конъюгатов
определяли по методу [6]. Влияние осмотическо-
го стресса на барьерные свойства мембран (ста-
бильность мембран) изучали с использованием
цейтраферной видеосъемки [7]. Вакуолярные
мембраны получали согласно [8]. Чистоту ис-
пользованных в экспериментах изолированных
мембран оценивали по наличию ферментов-мар-
керов [9]. Из вакуолярных мембран, выделенных
из контрольных и подвергнутых разным видам
стрессового воздействия корнеплодов, экстраги-
ровали суммарные липиды по методу [10]. Стери-
ны анализировали с помощью одномерной ТСХ с
использованием системы растворителей для ней-
тральных липидов: гексан–диэтиловый эфир–
уксусная кислота (80 : 20 : 1). Стерины, элюиро-
ванные с пластинок хлороформом и этилацетатом,
подвергали силилированию гексаметилдисилаза-
ном и N,O-бис(тиметилсилил)ацетамидом. Об-
разовавшиеся триметилсилильные производные
стеринов анализировали с помощью хромато-
масс-спектрометра GC–MS 7000/7890A Triple-
Quad, Agilent Technologies (США). Идентифика-
цию стеринов проводили, сравнивая времена их
удержания со стандартами, а также использовали
библиотеки масс-спектров NIST08 и WILEY7.
Количественный анализ проведен с использова-
нием калибровочной кривой по холестерину,
кампестерину, стигмастерину и β-ситостерину с
помощью внутреннего стандарта, которым слу-
жил эргостерин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе исследования были подобра-

ны условия эффективного стрессового воздей-
ствия. При осмотическом стрессе происходили
существенные изменения массы корнеплода сто-
ловой свеклы и осмотической концентрации кле-
точного сока. Так, при гиперосмотическом стрессе
масса корнеплода снижалась на 20%, осмотиче-
ская концентрация клеточного сока увеличива-
лась на 13%, а при гипоосмотическом стрессе, на-
оборот, масса увеличивалась на 20%, а осмотиче-
ская концентрация снижалась на 12%. В 2 раза
увеличивалось количество диеновых конъюгатов
и при гипоосмотическом (209% от контроля), и
при гиперосмотическом стрессе (185% от контро-
ля). О нарушении проницаемости мембран суди-
ли по выходу электролитов из тканей корнепло-
дов, подвергнутых осмотическому стрессу, кото-
рый увеличился почти в 1.5 раза по сравнению с
контролем. При гипоосмотическом стрессе вы-
ход электролитов составил 161% от контроля, а
при гиперосмотическом – 153%. Стабильность

вакуолярных мембран по-разному снижалась при
разных видах осмотического стресса. Более ин-
тенсивное разрушение вакуолей происходило
при гипоосмотическом стрессе. Период полурас-
пада составил 22% от контроля, тогда как при ги-
перосмотическом стрессе он составил 72% от
контроля.

Содержание общих стеринов и отдельных ви-
дов стеринов в вакуолярной мембране при гипо-
и гиперосмотическом стрессе представлено на
рис. 1. Общее количество стеринов снижалось
при гипоосмотическом стрессе и не изменялось
при гиперосмотическом. Ранее неоднократно на-
блюдали снижение содержания стеринов в плаз-
малемме при холодовом стрессе [11, 12]. Среди
мембранных липидов именно стерины наиболее
существенно влияют на такие свойства мембра-
ны, как текучесть и проницаемость [13]. Кроме
того, стерины могут воздействовать на упаковку
мембранных бислоев, взаимодействуя с другими
мембранными липидами. Так, стерины могут
взаимодействовать с насыщенными алкильными
цепями фосфолипидов и сфинголипидов, огра-
ничивая их подвижность [14]. Обнаруженное в
наших экспериментах снижение содержания сте-
ринов при гипоосмотическом стрессе может
обеспечивать уменьшение микровязкости и по-
вышение проницаемости тонопласта. Кроме это-
го очевидного адаптационного механизма, нужно
учитывать, что стерины являются основой рафто-
вых структур, присутствующих в тонопласте.
Рафты, например, участвуют в регуляции аквапо-
ринов – белков, осуществляющих водную прони-
цаемость мембран [15].

Уменьшение содержания общих стеринов в
вакуолярной мембране при гипоосмотическом
стрессе связано со снижением содержания преоб-
ладающего среди стеринов β-ситостерина. Со-
держание всех остальных стеринов увеличива-
лось. Особенно интересно значительное увеличе-
ние содержания таких стеринов, как кампестерин
и стигмастерин, которые, как отмечено другими
исследователями, являются “антистрессовыми”
[16, 17]. Содержание общих стеринов достоверно
не изменилось при гиперосмотическом стрессе,
несмотря на существенные изменения в соотно-
шении разных видов стеринов (табл. 1). Так, со-
держание β-ситостерина уменьшалось даже более
заметно, чем при гипоосмотическом стрессе (с 88
до 79% от всех стеринов) и, соответственно, уве-
личилось содержание “антистрессовых” стери-
нов кампестерина и стигмастерина.

Во всех вариантах опыта наблюдали также уве-
личение соотношения стигмастерин/β-ситосте-
рин, вызывающее, по мнению ряда исследовате-
лей, активацию защитных механизмов расти-
тельной клетки [18, 19]. Увеличение содержания
стигмастерина и снижение содержания β-сито-
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стерина связано, вероятно, с тем, что β-ситосте-
рин является предшественником стигмастерина.
Оба этих стерина относятся к 24-этилстеринам,
тогда как кампестерин это 24-метилстерин. Его
молекула имеет меньшую свободу вращения С-17
углеводородной цепи благодаря более короткому
размеру цепи, что позволяет плотнее упаковывать
липидный бислой, и это приводит к снижению
проницаемости мембраны для заряженных ионов
[20]. Следует отметить, что стигмастерин способ-
ствует образованию рафтов [13], и эта его особен-
ность тоже может быть связана с защитными ме-
ханизмами.

Закономерности изменения в содержании сте-
ринов тонопласта при разных видах осмотиче-
ского стресса имеют черты сходства и отличия.

Главное отличие состоит в содержании общих
стеринов, которое уменьшается только при гипо-
осмотическом стрессе. С другой стороны, при
обоих стрессах существенно уменьшается содер-
жание β-ситостерина и значительно увеличивает-
ся содержание кампестерина и стигмастерина, а
также увеличивается соотношение стигмасте-
рин/β-ситостерин.

Таким образом, полученные данные показы-
вают, что осмотический стресс приводит к изме-
нению содержания стеринов тонопласта, и поз-
воляют предположить, что стерины вакуолярной
мембраны принимают участие в защите расти-
тельной клетки от стресса.

Рис. 1. Суммарное содержание стеринов и их отдельных видов в тонопласте, выделенном из корнеплодов столовой
свеклы в контроле, при гипо- и гиперосмотическом стрессе (мкг/г сухого веса (M ± SD, n = 5)). Содержание стеринов
определяли методом газовой хроматографии/масс-спектрометрии.
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Таблица 1. Относительное содержание разных видов стеринов от суммы стеринов тонопласта в контроле
и при разных видах осмотического стресса

Вариант опыта

Стерины

β-ситостерин стигмастерин кампестерин холестерин стигмастерин/
β-ситостерин% от суммы стеринов

Контроль 88.43 7.59 3.05 0.93 0.09
Гипоосмотический стресс 81.21 12.11 5.47 1.21 0.15
Гиперосмотический стресс 79.02 13.32 6.35 1.31 0.17
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The content of sterols in vacuolar membrane isolated from roots of beetroot subjected to hypo- and hyperos-
motic stress was studied. It was shown that the total content of sterols decreased under hypoosmotic stress
(89% of the control variant) and did not change under hyperosmotic stress. Of all phytosterols tested in the
vacuolar membrane, both types of osmotic stress caused an increase in the content of stigmasterol and camp-
esterol and a decrease in the content of β-sitosterol, a dominant tonoplast sterol. The stigmasterol/β-sitos-
terol ratio increased significantly under either kind of osmotic stress. The results obtained reveal changes in
the composition of different kinds of sterols in vacuolar membrane of beet roots under osmotic stress and sug-
gest that tonoplast sterols are involved in the protective mechanisms of plant cells.

Keywords: sterols, tonoplast, beetroot, osmotic stress
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