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Хроматографическими и масс-спектрометрическими методами выявлены существенные различия
состава и содержания нейтральных липидов (НЛ) в тканях эмбриогенных и неэмбриогенных кле-
точных линий лиственницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.). Установлено, что доминирующими
липидами двух типов линий являются глицериды. При этом триглицериды (ТГ) и 1,2-диглицериды
(1,2-ДГ) заметно активнее (в 1.5–3 раза) накапливались в эмбриогенных клеточных линиях, что, ве-
роятно, связано с необходимостью их вовлечения в процессы дифференциации тканей. Показано,
что для эмбриогенных линий характерно высокое относительное содержание свободных жирных
кислот (СЖК). При этом содержание эфиров стеринов у эмбриогенных линий в 1.5–3 раза меньше,
чем у неэмбриногенных. Обнаруженные различия в соотношении стеринов и их эфиров объясня-
ются активацией стеринов из инертной формы для участия в процессах эмбриогенеза на стадии
формирования зародышей.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время эффективным способом

сохранения редких генотипов растений с уни-
кальными признаками является их клональное
размножение путем соматического эмбриогенеза
и органогенеза [1, 2]. Однако для большинства
видов хвойных биотехнология получения сома-
тических зародышей остается трудновыполни-
мой задачей. Эти трудности вызваны как видовы-
ми особенностями, так и недостатком сведений
об условиях и механизмах индукции соматиче-
ского эмбриогенеза у голосеменных растений [3].
Состав липидов и жирных кислот как основных
структурных компонентов растительных мем-
бран так же изменяется в зависимости от физио-
логического состояния клеток и тканей [4, 5].
Степень этого варьирования определяется гено-
типом и зависит от факторов среды [6, 7].

Известно, что нейтральные липиды (НЛ) и
жирные кислоты играют важную роль в росте и
развитии растений как in vivo, так и in vitro в каче-
стве энергетического и субстратного резерва [8–10].
НЛ, в частности, триглицериды (ТГ), эфиры сте-
ринов (ЭС) и воски, не имеют по определению

заряженных групп и поэтому не могут интегриро-
ваться в бислойные мембраны в значительных
количествах. Поэтому ТГ и ЭС обычно выпол-
няют роль депо для хранения стеринов, жирных
кислот и диглицеридов (ДГ). Наиболее доступ-
ными запасными источниками энергии являются
глицериды, обеспечивающие обменные процес-
сы в растительных организмах. Так, ТГ представ-
ляют собой эффективную форму накопления уг-
лерода и энергии у 80% видов растений. Количе-
ство ТГ и их жирнокислотный состав играют
важную роль в жизнедеятельности растительного
организма в целом [9, 11]. В то же время физиоло-
гическая роль глицеридов не ограничивается
функцией резерва энергии. Запасы этих веществ
могут служить источником структурных элемен-
тов глицерина, жирных кислот, являющихся ис-
ходными продуктами при биосинтезе различных
соединений [12, 13]. Еще один тип НЛ – воски, по
своей химической природе являются сложными
эфирами высших жирных кислот и высших одно-
атомных спиртов жирного (реже ароматического)
ряда. Это твердые соединения с ярко выраженны-
ми гидрофобными свойствами. Природные вос-
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ки содержат некоторое количество СЖК и высо-
комолекулярных спиртов. Они также являются
запасными липидами, гидролиз которых высво-
бождает жирные кислоты и может приводить к
образованию длинноцепочечных спиртов [14]. У
некоторых растений и у бактерий воски исполь-
зуются в качестве энергетического запаса, кроме
того у растений воски обеспечивают гидрофоб-
ное покрытие тканей для минимизации обезво-
живания поверхностей. Жирные кислоты, нахо-
дящиеся в составе НЛ, могут быть использованы
для производства энергии путем β-окисления или
служить субстратами для реакций ацилирования,
например, для синтеза фосфолипидов. ДГ служат
субстратом для синтеза фосфатидилэтанолами-
нов и фосфатидилхолинов по пути Кеннеди [15],
а также действуют как вторичные мессенджеры
трансдукции сигнала при связывании с протеин-
киназами [14, 16]. Изучение качественного соста-
ва НЛ, в связи с их участием в клеточном росте и
развитии in vitro, представляет большой интерес,
в том числе и потому, что они играют важную
роль в процессах развития и последующего про-
растания эмбрионов. Например, показано, что
дефицит липидов в соматических эмбрионах
приводит к нарушению их нормального развития
и прорастания [8, 17].

Стерины являются жизненно важными ком-
понентами мембран и играют не только структур-
ную, но и регуляторную роль в клеточных про-
цессах. Они задействованы в упорядочивании
жирнокислотных цепей в мембране, что может
влиять на ее проницаемость для воды и ионов, а
также на активность мембраносвязанных белков
[18]. Например, они регулируют активность
Na+/К+-ATP-азы в клеточных мембранах. Пока-
зано, что доминирующий в растениях β-ситосте-
рин и другие стерины играют ключевую роль в
клеточной дифференциации и пролиферации
[19, 20]. Кроме того, стерины могут быть вовлече-
ны в процессы адаптации растительных мембран
к изменениям температуры. Таким образом, по-
лученные к настоящему времени данные свиде-
тельствуют о том, что стерины служат сигнальны-
ми и/или регуляторными молекулами, вовлечен-
ными в процессы роста и развития растения [18].
Тем не менее, вплоть до последнего времени от-
сутствуют какие-либо сведения о количестве и
составе НЛ в клеточных линиях с разным эм-
бриогенным потенциалом. Очевидно, что такая
информация представляется важной с точки зре-
ния развития подходов и методов клонального
размножения хвойных с использованием культу-
ры клеток in vitro. В связи с этим целью настоящей
работы было проведение сравнительного анализа
содержания НЛ в эмбриогенных и неэмбриоген-
ных клеточных линиях лиственницы сибирской
(Larix sibirica Ledeb.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала для индукции соматиче-
ского эмбриогенеза были взяты изолированные
зиготические зародыши на стадии инициации се-
мядолей из семян, собранных у 34 деревьев лист-
венницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.) в воз-
расте 40–60 лет, произрастающих на территории
дендрария Института леса СО РАН (г. Красно-
ярск) и в Хакасии, координаты места сбора –
54°38′58″ северной широты 89°26′28″ восточной
долготы (июль 2007–июль 2011 гг.). Семена опыт-
ных деревьев очищали от покровных чешуй, по-
верхностно стерилизовали 5% спиртовым раство-
ром йода в течение 3 мин. После 3-кратной про-
мывки в стерильной дистиллированной воде
мегагаметофиты обрабатывали 3% перекисью во-
дорода в течение 5–10 мин. Зародыши извлекали
из мегагаметофитов в стерильных условиях, по-
мещали на увлажненную фильтровальную бумагу
в чашках Петри и затем переносили на агаризо-
ванную питательную среду АИ [3]. В качестве ре-
гуляторов роста использовали 2,4-дихлорфенок-
сиуксусную кислоту (2,4-Д, 2 мг/л) и 6-бензил-
аминопурин (БАП, 1 мг/л). Для образования
эмбриональной массы (ЭМ) в базовой среде
уменьшали концентрацию цитокинина (до 0.5 мг/л).
ЭМ инкубировали в темноте при 24 ± 1°С с цик-
лом субкультивирования 28 дней. Полученные в
результате индукции клеточные линии листвен-
ницы отличались между собой по пролифератив-
ной активности, по количеству незрелых сомати-
ческих зародышей внутри эмбриональной массы,
а также по возможности получения регенерантов
[2, 3]. Следует отметить что наибольшее число
полноценных регенерантов было получено в ли-
нии Кл4, у которой 83.3% соматических зароды-
шей формировались без отклонений фенотипа
[21]. Для изучения состава и содержания ней-
тральных липидов каллусов лиственницы сибир-
ской использовали эмбриогенные Кл2, Кл6, Кл4,
Кл10 (зародыши вызревают, получены регене-
ранты) долгоживущие клеточные линии, на ста-
дии пролиферации эмбрионально-суспензорной
массы и неэмбриогенные линии Кл31, Кл23 (не
образуют регенеранты). Для экстракции липидов
навеску растительного материала (0.5 г) фиксиро-
вали в жидком азоте, добавляли 0.001% ионол и
растирали до получения гомогенной массы [22].
Затем добавляли 10 мл смеси хлороформ : мета-
нол (2 : 1 v/v) тщательно перемешивали и оставля-
ли на 30 мин до полной диффузии липидов в рас-
творитель. Количественно переносили раствор в
делительную воронку через фильтр, трижды про-
мывая ступку и фильтр смесью растворителей.
Для лучшего расслаивания добавляли воду. Для
анализа суммарных липидов отделяли нижнюю
хлороформную фракцию. Хлороформ (ос. ч., ста-
билизированный 0.005 мас.% амилена) из липид-
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ного экстракта удаляли под вакуумом с помощью
роторного испарителя RVO-64 (Чехия).

Метиловые эфиры жирных кислот (МЭЖК) из
экстракта получали по методу [23]. Для контроля
экстрагируемости липидов (в %) использовали
нонадекановую кислоту (С19:0), добавляя ее из-
вестное количество на этапе гомогенизации. До-
полнительную очистку МЭЖК проводили мето-
дом ТСХ на пластинках Sorbfil ПТСХ-АФ-В (Рос-
сия) в камере с бензолом в качестве подвижной
фазы (Rf = 0.71–0.73). Для визуализации зоны
МЭЖК край пластинки опрыскивали 10% рас-
твором H2SO4 в этаноле и нагревали в сушильном
шкафу при 100°С. Зону МЭЖК удаляли с пла-
стинки шпателем и элюировали с силикагеля
хлороформом.

Анализ МЭЖК проводили методом газожид-
костной хроматографии с использованием хро-
мато-масс-спектрометра 5973/6890N MSD/DS
Agilent Technologies (США). Детектор – квадру-
польный масс-спектрометр, способ ионизации –
электронный удар, энергия ионизации 70 эВ, для
анализа использовали режим регистрации полно-
го ионного тока. Для разделения использовали
капиллярную колонку HP-INNOWAX (30 м ×
× 250 мкм × 0.50 мкм) со стационарной фазой по-
лиэтиленгликоль. Газ-носитель: гелий, скорость
потока газа 1 мл/мин. Температура испарителя
250°С, источника ионов 230°C, детектора 150°С,
температура линии, соединяющей хроматограф с
масс-спектрометром, 280°С. Диапазон сканиро-
вания 41–450 а.e.м. Объем вводимой пробы –
1 мкл, делитель потока 5 : 1. Разделение смеси
МЭЖК выполняли в изотермическом режиме
при 200°С. Для идентификации ЖК использова-
ли библиотеку масс-спектров NIST 08, архив
масс-спектров МЭЖК В. Кристи [24]. Относи-
тельное содержание ЖК определяли методом
внутренней нормализации – в весовых процентах
от общего их содержания в исследуемом образце,
с учетом коэффициента отклика ЖК. Абсолют-
ное содержание суммарных МЭЖК определяли с
использованием внутреннего стандарта – нона-
декановая кислота (С19:0).

Нейтральные липиды получали методом коло-
ночной хроматографии, путем деления суммар-
ных липидов на нейтральные, глико- и фосфоли-
пиды [25]. Сорбент Silicagel L 100/160 для хрома-
тографии (Чехия). Абсолютное содержание как
отдельных фракций липидов, так и суммарных
липидов определяли взвешиванием с помощью
электронных весов GR-120 (A&N Company Ltd.,
Япония), образец высушивали до постоянного
веса.

Состав нейтральных липидов анализировали
методом одномерной тонкослойной хроматогра-
фии на высокоэффективных пластинках Sorbfil
ПТСХ-АФ-В (Россия) (сорбент силикагель СТХ-

1ВЭ, зернение 8–12 мкм, толщина слоя 80–
100 мкм) в системе для НЛ : гексан : диэтиловый
эфир : уксусная кислота (80 : 20 : 1 v/v/v) [26]. Для
визуализации зон отдельных типов липидов хро-
матограммы опрыскивали 10% серной кислотой в
этаноле с последующим нагреванием при 180° до
проявления пятен. Идентификацию отдельных
фракций НЛ проводили с использованием соот-
ветствующих стандартов (“Supelco”, США), зна-
чений Rf из литературных источников [25]. Коли-
чественное определение НЛ проводили методом
денситометрии (сканер Hewlett-Packard, США),
при помощи программного обеспечения Scion
Image (Scion Corporation, США).

Абсолютное содержание отдельных НЛ (PГНЛ)
рассчитывали исходя из их общего веса НЛ (мг/г
сух. веса) (PНЛ) в образце и процентного содержа-
ния каждой группы НЛ (CГНЛ% отн.) по формуле:

 

Статистическая обработка. В таблицах пред-
ставлены среднеарифметические значения трех-
четырех независимых биологических экспери-
ментов и их стандартное отклонение. Статисти-
ческую обработку данных проводили с помощью
Microsoft Office Excel 2010. Статистическую зна-
чимость различий сравниваемых средних значе-
ний оценивали с помощью критерия Манна–
Уитни (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты анализа содержания отдельных

групп липидов в эмбриогенных и неэмбриоген-
ных клеточных линиях лиственницы сибирской
приведены в табл. 1. Можно видеть, что абсолют-
ное содержание липидов в эмбриогенных линиях
было достоверно выше, чем в неэмбриогенных.
Такая же тенденция сохраняется и для абсолют-
ного содержания НЛ для отдельных клеточных
линий (17.9–24.6 мг/г сухого веса для эмбриоген-
ных линий и 12.7–13.1 мг/г сухого веса для неэм-
бриогенных линий).

Ранее в нашей работе было установлено, что
между эмбриогенными и неэмбриогенными кле-
точными линиями лиственницы сибирской име-
ются существенные различия по жирнокислотно-
му составу суммарных липидов, в первую очередь,
по содержанию олеиновой кислоты. Показано,
что содержание олеиновой кислоты коррелирует
с потенциалом эмбриогенности клеточных ли-
ний [4]. Для выявления преимущественной лока-
лизации олеиновой кислоты в разных группах ли-
пидов при соматическом эмбриогенезе нами был
определен жирнокислотный состав трех таких
групп: нейтральных, глико- и фосфолипидов
(рис. 1). В результате установлено, что во всех
этих группах в отношении содержания олеино-

= ×ГНЛ НЛ ГНЛ% отн.P P  C 100.
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вой кислоты прослеживается та же тенденция,
что и в суммарных липидах – значительно более
высокое содержание олеиновой кислоты в лини-
ях с высоким эмбриогенным потенциалом. При
этом среди эмбриогенных клеточных линий име-
ются достоверные различия в содержании олеи-
новой кислоты в различных группах липидов. Так
в Кл6 большее количество олеиновой кислоты
содержится в нейтральных липидах, Кл2 – глико-
и фосфолипидах, Кл4 – гликолипидах, Кл10 –
фосфолипидах. Возможно, это связано с разли-
чиями между клеточными линиями в возрасте
культуры (3–6 лет) (табл. 2), жизнеспособности,
пролиферативной активности, в количестве со-
матических зародышей [21].

Среди НЛ клеточных линий с разным эмбрио-
генным потенциалом идентифицированы следу-
ющие типы липидов: моноглицериды (МГ), 1,2-ДГ,
1,3-ДГ, ТГ, стерины и их эфиры, СЖК, метило-
вые эфиры жирных кислот (МЭЖК) и воски
(табл. 3).

Эмбриогенные линии достоверно отличались
от неэмбриогенных высоким содержанием СЖК,
1,2-ДГ, ТГ. Для неэмбриогенных клеточных ли-

ний отмечено большее содержание МГ, эфиров
стеринов и восков.

Наши эксперименты показали, что для эм-
бриогенных клеточных линий содержание СЖК
было выше как минимум в 2 раза по сравнению с
неэмбриогенными (табл. 3) и, в целом, было до-
вольно высоким. Обычно количество СЖК в
высших растениях невелико, они редко аккуму-
лируются в здоровых тканях. Исключение состав-
ляют некоторые водные растения. Так, авторами
работы [27] показано, что в тканях водных расте-
ний относительное содержание СЖК варьирова-
ло от 6.8% (Potamogeton pectinatus) до 37.9%
(Spirodela polyrhiza). В работе [11], посвященной
СЖК каллусов льна обыкновенного, отмечено
высокое содержание СЖК – 146 мкг/мг общих
липидов. Для неэмбриогенных каллусов эта вели-
чина была ниже на 10%. В работе [28] авторами
показано, что каллусы плодов яблони (Malus syl-
vestris) содержали 6.5% СЖК, что в пересчете на
абсолютный вес составило 32.6 мкг/мг общих ли-
пидов. По-видимому, заметные количества СЖК
нередко встречаются в липидах клеточных куль-
тур растений. СЖК являются промежуточными

Таблица 1. Содержание отдельных групп липидов в эмбриогенных и неэмбриогенных каллусах лиственницы
сибирской (мг/г сухого веса клеточной линии)

Примечание. Кл – клеточная линия, НЛ – нейтральные липиды, ГЛ – гликолипиды, ФЛ – фосфолипиды, ОЛ – общие липиды,
э – эмбриогеннные линии, нэ – неэмбриогенные линии.

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

НЛ 20.0 ± 4.9 24.5 ± 4.8 17.9 ± 3.3 18.0 ± 2.6 12.7 ± 0.6 13.1 ± 0.5
ГЛ 25.7 ± 4.3 19.9 ± 4.4 19.2 ± 4.5 19.2 ± 3.6 17.4 ± 3.9 20.6 ± 0.4
ФЛ 9.5 ± 2.2 5.5 ± 1.9 6.5 ± 1.1 8.3 ± 2.4 5.7 ± 1.6 5.2 ± 0.2
Сумма ОЛ 55.2 ± 4.5 49.9 ± 2.1 43.6 ± 3.3 45.5 ± 4.2 35.8 ± 2.7 38.9 ± 0.6

Рис. 1. Содержание олеиновой кислоты в разных липидных группах при соматическом эмбриогенезе. НЛ – нейтраль-
ные липиды, ГЛ – гликолипиды, ФЛ – фосфолипиды, э – эмбриогеннные линии, нэ – неэмбриогенные линии.
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веществами в синтезе других метаболитов. Явля-
ясь жирорастворимыми анионами, они способны
увеличивать протонную проводимость [29]. Воз-
можно, эти или другие функции СЖК могут быть
востребованы в процессах морфогенеза в культу-
ре растительной ткани.

Для всех клеточных линий основную долю НЛ
составляли глицериды (29.1–33.8% от общих ли-
пидов для эмбриогенных клеточных линий, 23.9–
24.3% (от общих липидов для неэмбриогенных
клеточных линий), присутствовавшие в форме
моно-, ди- и триглицеридов. Известно, что гли-
цериды, в особенности ТГ, в жизнедеятельности
растений играют особую роль, поскольку бедны
кислородом, но богаты углеродом. Выигрыш
энергии при их катаболизме существенно выше
по сравнению с распадом углеводов и белков даже
с учетом больших размеров этих молекул [30, 31].
При анализе эмбриогенных каллусов Picea glauca
отмечено активное накопление ТГ при культиви-

ровании [32]. Авторы утверждают, что накопле-
ние ТГ играет существенную роль для развития
каллусной культуры. В процессе культивирова-
ния ТГ также обогащаются специфическими
жирными кислотами, например, имеются сведе-
ния о наличии кислот с углеродной длиной цепи
20–22 атомов, а также о наличии таксолеиновой
кислоты ∆5-серии [32], характерной для хвойных
и некоторых других эволюционно древних таксо-
нов [33]. В другой работе, посвященной эмбрио-
генным каллусам Pinus taeda, также сообщается
об увеличении содержания ТГ в процессе поддер-
жания каллусной культуры клеток. Данные по со-
держанию ТГ в эмбриогенных линиях, получен-
ные нами, хорошо согласуются с данными, полу-
ченными для каллусов Pinus taeda на ранних
стадиях культивирования (в пересчете на сухой
вес клеточной линии 1.0–3.6 мкг/мг в нашем экс-
перименте, а у P. taeda – 2.5 мкг/мг) [34]. Извест-
но, что ТГ являются запасными липидами, кото-
рые легко могут быть вовлечены в катаболизм для
получения энергии, необходимой клетке для ро-
ста и развития, а также для участия жирных кис-
лот в клеточной сигнализации и синтезе фосфо-
липидов [7, 14]. Из полученных нами результатов
(табл. 3) можно видеть, что для эмбриогенных
клеточных линий характерно высокое содержа-
ние ТГ по сравнению с неэмбриогенными. Эта
тенденция сохраняется и для 1,2-ДГ (табл. 3). При
этом неэмбриогенные линии отличались досто-
верно более высоким содержанием МГ. Такое
распределение содержания глицеридов, по-види-
мому, подтверждает важную роль ТГ и ДГ в про-
цессе эмбриогенеза. Известно, что 1,3-ДГ накап-
ливаются в клетке, выполняя запасающую функ-
цию, в то время как 1,2-ДГ действуют как
вторичные мессенджеры в клеточных процессах,

Таблица 2. Коллекция клеточных линий, полученных
в разные годы от дерева генотипа-донора А4 листвен-
ницы сибирской [21]

Клеточная 
линия

Созревание 
соматических 

зародышей

Продолжительность 
культивирования 

к моменту анализа 
(2015 г.), лет

Кл2 + 6
Кл6 + 4
Кл4 + 6
Кл10 + 3
Кл23 – 3
Кл31 – 3

Таблица 3. Состав нейтральных липидов эмбриогенных (э) и неэмбриогенных (нэ) клеточных линий Larix si-
birica Ledeb. (мкг/мг общих липидов)

Примечание. НЛ – нейтральные липиды, МГ – моноглицериды, ДГ – диглицериды, СЖК – свободные жирные кислоты,
ТГ – триглицериды, МЭЖК – метиловые эфиры жирных кислот, э – эмбриогеннные линии, нэ – неэмбриогенные линии.
В таблице приведены средние арифметические величины трех–четырех повторностей и их стандартные отклонения. Стати-
стическую значимость различий сравниваемых средних значений оценивали с помощью критерия Манна–Уитни (p < 0.05).

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

МГ 15.6 ± 1.5 15.5 ± 2.5 14.4 ± 3.1 12.5 ± 2.0 21.8 ± 0.1 20.4 ± 3.3
ДГ-1,2 53.4 ± 2.6 27.8 ± 3.4 35.2 ± 4.4 28.6 ± 3.4 19.8 ± 1.5 18.9 ± 0.5
Стерины 78.5 ± 4.5 58.8 ± 4.0 62.9 ± 2.5 57.0 ± 2.3 58.5 ± 0.9 59.9 ± 10.4
ДГ-1,3 25.0 ± 2.3 22.2 ± 0.8 20.8 ± 3.6 21.3 ± 2.5 16.3 ± 0.5 17.3 ± 4.2
СЖК 116.2 ± 5.1 77.4 ± 11.0 77.5 ± 6.9 79.3 ± 8.5 44.6 ± 1.0 43.7 ± 12.3
ТГ 72.2 ± 1.9 45.1 ± 7.9 56.4 ± 6.4 54.8 ± 6.6 27.0 ± 0.9 25.4 ± 4.3
МЭЖК 30.8 ± 1.9 25.6 ± 3.9 19.3 ± 7.4 19.5 ± 5.1 29.9 ± 1.7 24.6 ± 1.7
Эфиры стеринов 30.3 ± 2.9 16.9 ± 0.4 30.9 ± 7.2 28.2 ± 3.8 47.5 ± 1.6 42.7 ± 3.7
Воски 63.8 ± 2.8 55.0 ± 2.6 64.5 ± 16.0 51.5 ± 8.1 82.6 ± 6.2 70.2 ± 5.0
Сумма НЛ 492.0 ± 7.8 362.0 ± 2.1 410.0 ± 9.7 402.5 ± 6.6 335.0 ± 1.7 338.0 ± 4.8
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являясь промежуточными звеньями в биосинтезе
и катаболизме ТГ, в биосинтезе некоторых фос-
фолипидов – фосфатидилхолинов, фосфатидил-
этаноламинов, фосфатидилсеринов. ДГ быстро
накапливаются в мембранах, где они связывают-
ся с помощью сильных гидрофобных взаимодей-
ствий с определенными белками, вызывая тем са-
мым изменения физических свойств бислоя [16,
35]. В работе [12] показано, что для меристем по-
чек лиственницы сибирской содержание 1,2-ДГ
было в 2 и более раз выше, чем содержание 1,3-ДГ
в теплые месяцы (май, август). Авторы связывают
это с тем что, весной идет активное накопление
1,2-ДГ в связи с их последующим участием в син-
тезе фосфолипидов, в то время как в холодные
месяцы (октябрь–февраль) идет накопление 1,3-ДГ
для сохранения необходимой клетке энергии.
В работе [36], описывающей биосинтез липидов
как in vivo, так и in vitro для семян рыжика посев-
ного (Camelina sativa), также показано высокое
содержание 1,2-ДГ по сравнению с 1,3-ДГ для
каллусов Camelina sativa на стадии развития эм-
брионов. Более высокое содержание 1,2-ДГ по
сравнению с содержанием 1,3-ДГ, вероятно, ха-
рактерно для эмбриогенных клеточных линий из-
за их более высокой потребности в этом соедине-
нии для активных процессов роста, развития и
последующего формирования растений-регене-
рантов.

В нашей работе содержание восков для кле-
точных линий с разным эмбриогенным потенци-
алом (способности клеточной культуры образо-
вывать соматические эмбриоиды) достоверно
не различалось: для неэмбриогенных линий –
82.6 ± 6.2 и 70.0 ± 5.0 мкг/мг общих липидов
(Кл23 и Кл31 соответственно) и для эмбриоген-
ных линий содержание восков составило 51.5 ± 8.1
(Кл10), 64.5 ± 16.0 (Кл4), 63.8 ± 2.8 (Кл2), 55.0 ± 2.6
(Кл6) мкг/мг общих липидов. Содержание эфи-
ров жирных кислот колебалось от 19.3 до 30.8 мкг/мг
общих липидов.

Как уже упоминалось, стерины играют не
только структурную, но и регуляторную роль в
клеточных процессах. Известно, например, что
β-ситостерин и стигмастерин играют ключевую
роль в клеточной дифференциации и пролифера-
ции. Известно также, что кампестерин является
предшественником брассиностеринов, которые,
в свою очередь, активно участвуют в регуляции
роста и развития растений [18].

Известно об активном участии стеринов в
формировании мембран и в морфогенетических
процессах [18]. Нами установлено, что содержа-
ние стеринов в клеточных линиях в пересчете на
сухой вес клеточной линии колебалось от 2.1 мг/г
сухого веса (Кл23) до 3.9 мг/г сухого веса (Кл2).
В наших экспериментах показано, что наряду со
свободными стеринами в исследуемых клеточных

линиях обнаружены заметные количества эфиров
стеринов (табл. 3). Авторами работы [37] обнару-
жено, что в каллусной культуре лиственницы
японской (Larix kaempferi) содержание стеринов
составило от 1.0 до 2.5 мг/г сухого веса, что, в це-
лом, согласуется с нашими данными. Для эм-
бриогенных линий льна обыкновенного установ-
лено, что содержание стеринов было 1.45 мг/г су-
хого веса [38], а для каллусов цикория (Cichorium
intybus) содержание стеринов составило 0.42 мг/г
сухого веса [39], т.е. заметно ниже, чем для кле-
точных линий лиственницы. Возможно, высокое
содержание стеринов в клеточных линиях являет-
ся видовой особенностью лиственницы сибир-
ской. Из табл. 3 видно, что содержание стеринов
не имело существенных различий между линия-
ми с разным эмбриогенным потенциалом. При
этом содержание эфиров стеринов у эмбриоген-
ных клеточных линий было почти в 1.5–2 раза ни-
же, чем у неэмбриогенных. Согласно нашим и
литературным данным, эфиры стеринов содер-
жатся в клетках растений в гораздо меньших объ-
емах, чем свободные стерины [18]. Предполагает-
ся, что эфиры стеринов служат инертной формой
хранения стеринов [14, 40]. Для количественной
оценки конвертации стеринов из связанной фор-
мы в свободную нами было рассчитано отноше-
ние количества стеринов к количеству эфиров
стеринов для эмбриогенных и неэмбриогенных
клеточных линий (рис. 2). Из представленных ре-
зультатов видно, что для неэмбриогенных линий
этот показатель ниже в 1.5–3 раза по сравнению с
таковым для эмбриогенных клеточных линий.

Из полученных нами данных (табл. 3) видно,
что, хотя ТГ и ЭС обычно служат депо для хране-
ния стеринов, жирных кислот и ДГ, для эмбрио-
генных линий содержание ТГ больше, а ЭС мень-
ше, чем для неэмбриогенных. Вероятно, для
более поздних стадий развития каллусов необхо-
димо высокое содержание ТГ, в частности, для
регенерации из каллуса целого растения, как
предполагают авторы [34]. Свободные стерины в
процессе созревания соматических зародышей
активно участвуют в формировании мембран, и
поэтому накопления их эфиров не происходит.
Напротив, конвертация свободных стеринов в их
эфиры является результатом прекращения деле-
ния клеток, и именно тогда избыточные стерины
этерифицируются [41]. Авторами работы [42] по-
казано, что в процессе субкультивирования Arte-
misia absinthium содержание эфиров стеринов
снижается с 6.1 до 4.3% от общих липидов, а соот-
ношение стеринов к их эфирам возрастает с 3.0 до
5.4, в то время как содержание ТГ остается прак-
тически неизменным. Мы полагаем, что для изу-
чаемой стадии развития эмбриогенных клеточ-
ных линий лиственницы сибирской характерен
большой расход свободных стеринов и, следова-
тельно, высвобождение их из связанной формы.
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В этот же период происходит накопление ТГ, не-
обходимых на более поздних стадиях культивиро-
вания.

Анализ полученных результатов показывает,
что содержание и качественный состав липидов
культуры in vitro закономерно различается между
клеточными линиями с разным эмбриогенным
потенциалом. Более высокое содержание ТГ и
1,2-ДГ у эмбриогенных клеточных линий по срав-
нению с неэмбриогенными является вполне ожи-
даемым – ТГ являются запасными липидами, не-
обходимыми в процессах эмбриогенеза для полу-
чения энергии, необходимой клетке для роста и
развития, а также для участия жирных кислот в
составе ТГ в клеточной сигнализации. Действую-
щие как вторичные мессенджеры в клеточных
процессах 1,2-ДГ участвуют также в биосинтезе
наиболее распространенных форм фосфолипи-
дов, являясь необходимыми для формирования
мембран клеток и клеточных органелл. Обнару-
женные различия в соотношении стеринов и их
эфиров указывают на то, что, по-видимому, в эм-
бриогенных клеточных линиях лиственницы сте-
рины активно вовлекаются в процессы эмбриоге-
неза. В целом, представленные результаты свиде-
тельствуют об активном участии НЛ, в первую
очередь ТГ, 1,2-ДГ и стеринов, в процессах эм-
бриогенеза в тканях лиственницы сибирской
in vitro. Полученные в настоящей работе результа-
ты имеют также очевидное прикладное значение,
поскольку НЛ, участвуя в клеточном росте и раз-
витии in vitro, играют важную роль в процессах
развития и последующего прорастания эмбрио-
нов. Отметим, что выявленные нами особенности
состава нейтральных липидов эмбриогенных кле-
точных линий Larix sibirica Ledeb. могут быть ис-
пользованы в дальнейшем при скрининге клеточ-

ных линий с целью отбора материала для кло-
нального размножения хвойных в культуре in vitro.

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания ЦКП “Биоаналитика” СИФИБР СО РАН.
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Particularities of Neutral Lipid Composition in Embryogenic 
and Non-Embryogenic Cell Lines of Larix sibirica Ledeb.
N. V. Semenova1, *, V. N. Shmakov1, M. E. Park2, I. N. Tretyakova2,

Yu. M. Konstantinov1, L. V. Dudareva1

1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
Irkutsk, 664033 Russia

2Sukachev Institute of Forest, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Krasnoyarsk, 660036 Russia
*е-mail: tashasemyonova@mail.ru

It was found that glycerides were dominant for both types of cell lines. It was found that triglycerides (TG)
and 1,2-diglycerides (1,2-DG) accumulated 1.5–3 times more actively in embryogenic cell lines, which was
probably connected with the necessity of the involvement of TG and 1,2-DG in the processes of tissue dif-
ferentiation. A high relative content of free fatty acids (FFA) was also characteristic of the embryogenic lines.
The found differences in the ratio of sterols to their ethers (the content of sterol esters was 1.5–3 times lower
in embryogenic cell lines) can indicate that sterols get activated from their inert form to contribute to the em-
bryogenesis processes at a stage of embryo formation.

Keywords: embryogenic and non-embryogenic cell lines, neutral lipids, Larix sibirica
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