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Большинство сельскохозяйственных культур испытывают серьезные угрозы от воздействия различ-
ных абиотических стрессоров. Биологическая мембрана является первичным защитным барьером
при действии стрессовых факторов и выступает в роли своеобразной мишени, принимающей удар
на себя. Мембранные липиды являются важным компонентом, от которого зависит состояние рас-
тительной мембраны, степень ее проницаемости для ионов, микровязкость, а также работа мембра-
носвязанных ферментных комплексов. Целью настоящего исследования явилось изучение липид-
ного профиля в корнях проростков пшеницы Triticum aestivum L. при направленном изменении
состояния мембран специфическими агентами: CaCl2 (1 мМ) и β-ситостерином (0.5 мМ), уплотня-
ющими мембрану, а также каналоформером нистатином (0.1 мМ) и детергентом тритоном Х-100
(16 мкМ), увеличивающими ее проницаемость. Установлено, что стабилизация мембран CaCl2 не
приводила к изменениям в липидном составе клеток корней пшеницы, при этом индекс стабильно-
сти и степень упорядоченности мембран увеличивались. Насыщение мембран β-ситостерином так-
же вызывало увеличение мембранной стабильности и упорядоченности липидного бислоя, что со-
провождалось увеличением содержания стеринов и моногалактозилдиацилглицерида и снижением
уровня фосфатидилхолина и гликоцерамидов. Действие нистатина на интактные проростки не вли-
яло на стабильность и упорядоченность мембран, несмотря на снижение общего уровня стеринов в
клетках корней пшеницы. Повреждение мембран клеток корней тритоном Х-100, проявлявшееся в
значительном увеличении выхода электролитов и снижении упорядоченности бислоя, сопровожда-
лось увеличением в липидном профиле доли терпеноидов.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема стрессовой устойчивости сельско-
хозяйственных растений является предметом
пристального внимания исследователей в тече-
ние многих лет. Актуальная задача – выявление
эндогенных механизмов защиты растений, в том
числе опосредованных изменением состояния
клеточных мембран. При воздействии абиотиче-
ских стрессовых факторов окружающей среды на
растение клеточная мембрана выступает в роли
своеобразной мишени, принимая удар на себя,
что зачастую может привести к ее повреждению,
нарушению деятельности растительной клетки и

гибели организма в целом [1]. В естественных
условиях растения постоянно подвергаются раз-
личным стрессовым воздействиям: колебания
температуры (перегрев и охлаждение), засуха, за-
соление, окислительный стресс. При действии
стрессовых факторов биологические мембраны
претерпевают изменения биофизических пара-
метров – текучести и проницаемости. Несмотря
на возможные различия в механизмах действия,
естественные абиотические стрессоры могут при-
водить к последствиям, схожим с действием мем-
бранотропных агентов тритона и нистатина (уве-
личение проницаемости мембран) или кальция
и ситостерина (увеличение микровязкости и
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уменьшение проницаемости). Так, в литературе
имеется достаточно информации о стресс-инду-
цированных изменениях мембранных характери-
стик. В частности, показано увеличение прони-
цаемости мембран клеток кукурузы в условиях
засухи [2], при солевом стрессе в корнях гидро-
понной культуры Atriplex halimus subsp. Schwein-
furthii [3, 4].

Колебания температуры приводят к измене-
нию мембранной текучести [5, 6]. Тепловой
стресс вызывает повреждение мембран, наруше-
ние стабильности и увеличение проницаемости
мембран для электролитов в пшенице [7]. В на-
ших исследованиях было показано увеличение
проницаемости для электролитов мембран кле-
ток корней проростков пшеницы, подвергнутых
действию низких положительных температур [8].
Адаптивные возможности растений в значитель-
ной степени зависят от того, насколько они спо-
собны сохранять текучесть мембран и предотвра-
щать фазовый переход липидов при действии
стрессоров [9, 10]. Нарушение целостности кле-
точной мембраны и последующая утечка внутри-
клеточного содержимого могут иметь драматиче-
ские последствия для клетки и организма в целом.
В связи с этим анализ стабильности клеточных
мембран используется в качестве одного из мар-
керов устойчивости растений при различных
абиотических стрессах [11]. Состояние мембран
во многом определяется составом мембранных
липидов – фосфолипидов, гликолипидов и сте-
ринов [12]. Важным показателем физико-хими-
ческого состояния биологических мембран яв-
ляется микровязкость мембран, которая опреде-
ляется природой мембранных липидов [13].
Степень микровязкости мембран зависит от мно-
гих факторов, например содержания стеринов,
состава жирных кислот, состояния и количества
белков в мембране, рН, ионной силы и т.д. Все
эти факторы влияют на характер упаковки бислоя
и подвижность его компонентов. Физико-хими-
ческое состояние бислоя может влиять на эла-
стичность мембран и их проницаемость, подвиж-
ность и активность мембранных белков и липи-
дов [14]. Эти изменения определяют работу
многочисленных мембраносвязанных фермент-
ных комплексов, в том числе компонентов сиг-
нальных систем, запускающих стрессовые реак-
ции и адаптационные процессы. Выявление вза-
имосвязи биофизического состояния мембран и
их липидного состава может способствовать по-
ниманию фундаментальных механизмов стрессо-
вой устойчивости растений. Целью настоящего
исследования явилось изучение липидного про-
филя в корнях проростков пшеницы Triticum aes-
tivum L. при направленном изменении состояния
мембран агентами, стабилизирующими мембра-
ны – CaCl2 и β-ситостерином, а также агентами,
увеличивающими мембранную проницаемость, –

каналоформером нистатином и детергентом три-
тоном Х-100.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы. В работе использовали следующие

реактивы: CaCl2 (Fluka Chemie AG, Швейцария),
сахароза (ТатХимПродукт, Россия), Sigma-Aldrich,
США: тритон Х-100, нистатин, β-ситостерин,
триолеин, олеиновая кислота, сквален, фосфати-
дилхолин, смесь гликоцерамидов, HEPES, EDTA,
поливинилпирролидон, дитиотреитол, фенилме-
тансульфонилфторид, лаурдан.

Объект исследования. В работе использовали
яровую пшеницу (T. aestivum L.) сорта “Казанская
юбилейная”. Семена пшеницы, предварительно
замоченные в дистиллированной воде в течение
суток, помещали на различные среды для прора-
щивания: 0.25 мМ CaCl2 – контроль; 1 мМ CaCl2;
0.5 мМ β-ситостерин; 0.1 мМ нистатин; 16 мкМ
тритон Х-100. Проростки пшеницы выращивали
в течение 4 сут при температуре +22°C и освещен-
ности 100 Вт/м2 с 12-часовым фотопериодом.

Проростки пшеницы выращивали на средах с
добавлением исследуемых мембранотропных ве-
ществ в течение 4 сут. При исследовании влияния
на клеточные мембраны детергента, октилфенол-
полиэтиленгликольного эфира, тритона Х-100,
4-дневные проростки пшеницы, выращенные на
дистиллированной воде, помещали в раствор де-
тергента на 3 ч, после чего их отмывали и анали-
зировали.

Определение выхода электролитов и индекса
мембранной стабильности (ИМС). Навеску корней
проростков пшеницы (0.1 г) несколько раз про-
мывали в бидистиллированной воде, затем погру-
жали в бюксы с бидистиллированной водой
(10 мл) и выдерживали в термостате при темпера-
туре 40°C в течение 30 мин. Электропроводность
раствора после инкубации (C1) измеряли с помо-
щью кондуктометра Cond 7310 (WTW, Германия).
Полный выход электролитов (C2) определяли по
электропроводности той же вытяжки после раз-
рушения растительной ткани кипячением в тече-
ние 10 мин [15]. Выход электролитов (C) рассчи-
тывали в процентах от полного выхода по формуле:

ИМС рассчитывали по формуле:

Определение величины генерализационной по-
ляризации возбуждения флуоресценции липофиль-
ного зонда лаурдана в микросомальных мембранах
растительных клеток. Навеску корней (10 г) гомо-
генизировали в среде, содержащей 250 мМ саха-
розы, 50 мМ HEPES (рН 7.5), 1 мМ EDTA
(рН 8.0), 0.6% поливинилпирролидон, 5 мМ ди-

1 2( ) 100%C C C= ×

1 2ИМС 1 100%( ) .C C= − ×
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тиотреитол, 1 мМ фенилметансульфонилфтори-
да. Микросомальные мембраны осаждали цен-
трифугированием гомогената в течение 30 мин
при 100000 g. Осадок ресуспендировали в среде,
содержащей 250 мМ сахарозы, 50 мМ HEPES
(рН 7.0), и использовали для исследования. Сте-
пень микровязкости мембран микросомальной
фракции клеток корней пшеницы анализировали
с помощью флуоресцентного липофильного зон-
да лаурдана. Флуоресценция лаурдана в разных
частях спектра позволяет выявить изменения в
упорядоченности фосфолипидов в мембране, ко-
торая зависит от физического состояния липид-
ного бислоя [16]. К микросомальным мембранам
добавляли 1 мМ раствор лаурдана и инкубирова-
ли при комнатной температуре в течение 15 мин в
темноте. Измерение интенсивности флуоресцен-
ции лаурдана проводили на спектрофлуориметре
Флюорат-02-Панорама (Россия). По изменению
интенсивности излучения флуоресценции лаур-
дана проводили расчет значения ГП, по которому
оценивали микровязкость мембран. Обобщенная
поляризация возбуждения была получена из
уравнения:

где I430 и I490 – интенсивность излучения при 430
и 490 нм.

По данным литературы, значение ГП колеб-
лется в пределах от –1 до +1. –1 означает неупо-
рядоченную фазу, тогда как значение ГП + 1
означает полностью упорядоченную фазу. Экспе-
риментально эти значения зависят от липидного
состава мембран, температуры окружающей сре-
ды и прочих факторов [17].

Экстракция липидов из корней пшеницы и ана-
лиз их состава методом высокоэффективной тонко-
слойной хроматографии (ВЭТСХ). Экстракцию
липидов из корней пшеницы осуществляли изо-
пропанолом, затем смесью изопропанол/хлоро-
форм (1:1) по методу Николса [18] с модификаци-
ями [19]. Выход липидов определяли гравимет-
рическим методом. Анализ состава липидов,
экстрагированных из корней пшеницы, проводи-
ли с помощью высокоэффективной тонкослой-

430 490 430 490ГП ( ) ( ),I I I I= − +

ной хроматографии (ВЭТСХ) с использованием
оборудования фирмы CAMAG (Швейцария). Для
хроматографии использовали классические ТСХ-
пластины на стекле, силикагель 60, размером 10 ×
× 20 см (Merck KGaA, Германия), которые перед
анализом элюировали этанолом и активировали
нагреванием +120°C 20 мин. Нанесение раство-
ров объектов исследования и стандартов на ТСХ-
пластину выполняли на автоматическом аппли-
каторе Linomat 5 в виде треков шириной 8 мм.
Разделение липидов проводили в автоматической
камере для элюирования ADC 2, линия фронта
подвижной фазы – 80 мм. Для анализа нейтраль-
ных липидов в качестве подвижной фазы ис-
пользовали смесь петролейный эфир : этиловый
эфир : уксусная кислота (80 : 20 : 1), полярных ли-
пидов – хлороформ : метанол : вода (65 : 25 : 4).
Для дериватизации использовали реагент –
5%-раствор H2SO4 в этаноле. Пластину опрыски-
вали реагентом с помощью пульверизатора
(Ленхром, Россия), высушивали, переносили в
сушильный шкаф и нагревали 20 мин при темпе-
ратуре +150°C. Денситометрическое сканирова-
ние ТСХ-пластин после дериватизации проводи-
ли на приборе TLS Scanner 4 с использованием
компьютерной программы winCATS 1.4.9. Пара-
метры сканирования: режим – отражательная
абсорбция, длина волны – 490 нм, щель – 8.00 ×
× 0.40 мм, скорость сканирования 20 мм/с, разре-
шение – 100 мкм/шаг, математический фильтр
Savitsky–Golay 7. Количественное определение
отдельных липидов в исследуемых экстрактах из
корней проростков пшеницы осуществляли с по-
мощью калибровочных уравнений зависимости
площади пиков (y) от количества чистых липидов –
стандартов (x) (табл. 1).

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческая обработка экспериментальных данных
проводилась путем расчета стандартного откло-
нения с использованием t-критерия Стьюдента с
помощью программы Microsoft Excel и U-критерия
Манна–Уитни с использованием автоматиче-
ской программы для онлайн расчета U-крите-
рия Манна–Уитни (https://statpsy.ru/mana-uitni/
onlajn-raschet-kriteriya-u-manna-uitni/). Результа-

Таблица 1. Калибровочные уравнения для количественного определения липидов

Вещества-стандарты Количество вещества, мкг Полученное калибровочное 
уравнение (по площади пиков) r; sdv

Фосфатидилхолин 4; 6; 8 у = 1629 + 864.6х 0.97; 9.47
Гликоцерамид 1 2.4; 3.6; 4.8 у = 4703 + 2020х 0.99; 1.44
Гликоцерамид 2 1.6; 2.4; 3.2 у = 2336 + 2365х 0.99; 0.53
β-Ситостерол 2; 4; 6; 8; 10 у = 4812.461 + 668.782х 0.96; 6.88
Циклоартенол 0.2; 0.3; 0.4 у = 1344 + 5.852х 0.99; 2.57
Сквален 4; 6; 8 у = 4081 + 651х 0.99; 3.07
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ты денситометрии обрабатывались автоматически
с помощью специализированной программы win-
CATS, версия 1.4.9 с использованием фильтра
Savitsky–Golay 7.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе с помощью мембрано-

тропных агентов были смоделированы различные
состояния растительных мембран: стабилизация,
уплотнение и нарушение проницаемости, кото-
рые могут наблюдаться в клетках растений в есте-
ственных стрессовых условиях. При действии
мембранотропных агентов нами обнаружены из-
менения таких важных мембранных характери-
стик, как проницаемость мембран, микровяз-
кость и индекс мембранной стабильности.

Исследование влияния мембранотропных 
соединений на проницаемость и микровязкость 

мембран клеток корней пшеницы
В формировании ответной реакции растений

на внешние воздействия значительную роль иг-
рает клеточная поверхность, от состояния кото-
рой зависят как ранние реакции, так и более дли-
тельные, связанные с адаптацией процессы. Од-
ним из элементов защитной реакции клеток на
воздействие является снижение проницаемости
мембран для ионов [20]. Особое значение в инте-
грации клеточных функций у растений принадле-
жит Ca2+, который является универсальным триг-
гером многих клеточных процессов [21]. Известно,
что экзогенный кальций выполняет роль стаби-
лизатора интегральной фосфолипидной и белко-
вой фазы мембран [22]. Ионы кальция, связыва-
ясь с мембранами, образуют мостики между от-
рицательно заряженными группами двух
соседних молекул белков (а также липидов) мем-
бран. На тенях эритроцитов показано, что 80%
Ca2+ связывается с карбоксильными группами
белков, а 15–20% – с фосфатными группами кис-
лых фосфолипидов [23]. Кроме того, связанный
отрицательно заряженной группой ион Ca2+ спо-
собен вызывать дегидратацию. Частичная дегид-
ратация и снижение отрицательного заряда мем-
браны, по мнению Левина [24], являются факто-

рами, стабилизирующими структуру мембран. В
наших экспериментах выращивание проростков
пшеницы на 1 мМ CaCl2 приводило к снижению
выхода электролитов из корневых клеток, увели-
чению ИМС на 7% и возрастанию ГП на 4%, что
свидетельствует об увеличении микровязкости
мембран (табл. 2).

Стабилизирующий эффект на мембраны кле-
ток корней пшеницы также наблюдался при до-
бавлении в среду выращивания проростков β-си-
тостерина (0.5 мМ), в частности, наблюдалось
уменьшение выхода электролитов из клеток, уве-
личение ИМС на 4.7% и возрастание ГП на 5%
(табл. 2). Известно, что β-ситостерин является
одним из основных стеринов, содержащихся в
плазматической мембране растительных клеток,
который увеличивает упорядоченность мем-
бран [25].

Другим агентом, модифицирующим мембра-
ны, является полиеновый антибиотик, канало-
формер нистатин. Действие нистатина достаточно
подробно изучено на модельных мембранах [26].
Было показано, что нистатин нарушает структур-
ную организацию мембран путем связывания со
стеринами, входящими в их состав, и образова-
ния пор. В результате этого взаимодействия уве-
личивается ионная проницаемость мембран,
происходит потеря клеткой воды, аминокислот и
других компонентов [27, 28]. Ранее на модельной
системе, отсеченных корнях проростков пшени-
цы, нами было показано, что уже с первых минут
действия нистатина на корни происходит значи-
тельное увеличение проницаемости мембран для
электролитов и деполяризация плазматической
мембраны [28], наблюдается нарушение важней-
ших физиологических процессов и значительное
снижение жизнеспособности клеток [29]. Воз-
можно, что токсические действия нистатина на
клетки усугублялись раневым стрессом, сопро-
вождающим отсечение корней от проростков [30].
В настоящем исследовании действию нистатина
подвергались интактные проростки пшеницы,
которые выращивались на растворе антибиотика
в течение 4 сут. В отличие от предыдущих экспе-
риментов, нистатин не оказывал дестабилизиру-
ющего действия на мембраны клеток корней
пшеницы: выход электролитов, индекс мембран-

Таблица 2. Выход электролитов, ИМС и ГП в корнях проростков пшеницы при действии мембранотропных
веществ (n = 9)

Вариант Выход электролитов, % ИМС, % ГП

Контроль 26.4 ± 0.3 73.6 0.16 ± 0.01
СаСl2 (1 мМ) 19.5 ± 5.1 80.5 0.19 ± 0.01
β-Ситостерин (0.5 мМ) 22.3 ± 1.3 77.7 0.21 ± 0.03
Нистатин (0.1 мМ) 24.8 ± 2.1 75.2 0.14 ± 0.05
Тритон Х-100 (16 мкМ) 54.5 ± 10.7 45.5 0.11 ± 0.01
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ной стабильности и микровязкость были близки
к контрольным значениям (табл. 1). Можно пред-
положить, что для интактных корней использова-
ние нистатина в данной концентрации не было
токсичным и не вызвало изменений в проницае-
мости клеточных мембран и ИМС.

В нашей работе было изучено действие на кор-
ни пшеницы еще одного мембранотропного
агента, резко меняющего физико-химические па-
раметры мембран, тритона Х-100. Тритон Х-100 –
это неионный детергент, механизм действия ко-
торого основан на извлечении мембранных фос-
фолипидов и разрушении их комплексов с белка-
ми [31]. Показано, что обработка проростков
пшеницы тритоном Х-100 приводила к двукрат-
ному увеличению выхода электролитов, сниже-
нию ИМС на 28% и заметному снижению микро-
вязкости мембран (табл. 2).

Таким образом, изучение мембранных харак-
теристик клеток корней пшеницы при действии
мембранотропных веществ подтвердило специ-
фичность их действия на мембраны клеток.

Анализ липидного состава корней пшеницы 
при действии мембранотропных веществ

На рис. 1 и рис. 2 приведены пластины ТСХ
анализа нейтральных и полярных липидов в ис-
следуемых экстрактах корней пшеницы. Резуль-
таты их денситометрии приведены в табл. 3.

В ходе проведенного ВЭТСХ анализа было по-
казано, что экстракты из корней пшеницы в кон-

трольном и опытных вариантах имеют одинако-
вый качественный состав липидов, но отличаются
по их количественному содержанию. Нейтраль-
ные липиды корней пшеницы представлены как
омыляемыми (ацилглицериды, эфиры стеринов),
так и неомыляемыми липидами (стерины, терпе-
ноиды, ЖК и др.). Во всех исследуемых экстрак-
тах стерины и углеводороды, в том числе сквален,
занимают наибольшую долю в сумме липидных
веществ (табл. 3). Содержание ацилглицеридов
(триацилглицеридов (ТАГ) и диацилглицеридов
(ДАГ)), являющихся основными запасными ли-
пидами, составляет в сумме около 10–16%, тогда
как на долю ЖК приходится не более 1%.

Качественный анализ фосфолипидного соста-
ва показал, что среди спектра разнообразных
фосфолипидов, обнаруженных во всех исследуе-
мых экстрактах, наибольшее количество (около
19 и 13% соответственно) приходится на фосфа-
тидилхолин (ФХ) и фосфатидилэтаноламин (ФЭ).
(табл. 3). Эти соединения являются главными ли-
пидными компонентами мембран в клетках выс-
ших растений и метаболически связаны друг с
другом [33]. Предшественником их синтеза явля-
ется фосфатидилсерин, содержание которого в
исследуемых экстрактах почти в 13–16 раз ниже
по сравнению с ФХ и ФЭ. Исследование липид-
ного профиля корней Arabidopsis при недостатке
Ca2+ показало повышение уровня ФХ, лизо-ФХ,
ФЭ, лизо-ФЭ, фосфатидилинозитола (ФИ) и
ТАГ, биосинтеза фосфатидной кислоты и био-
синтеза ДАГ [34]. Повышение содержания ТАГ и
молярного соотношения ФХ/ФЭ в этих корнях

Рис. 1. Хроматограмма нейтральных липидов в экстрактах корней пшеницы, содержащих липофильные соединения,
в видимом свете после дериватизации пластин 5% раствором H2SO4 в этаноле: Rc1,2,3 – контроль; Rca1,2,3 – CaCl2;
Rn1,2,3 – нистатин; Rs1,2,3 – β-ситостерин; Rt1,2,3 – тритон Х-100; St1,2,3 – стандарт (β-ситостерин).

Rc1 Rn1 Rs1 Rt1 St1 St2 St3Rca1 Rc2 Rn2 Rs2 Rt2Rca2 Rc3 Rn3 Rs3 Rt3Rca3
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может быть направлено на поддержание стабиль-
ности мембраны и баланса между мембранными
и запасными липидами. Это исследование де-
монстрирует важную роль Ca2+ в поддержании
стабильности плазматической мембраны [34].
В наших экспериментах выращивание пророст-
ков пшеницы на 1 мМ CaCl2 не вызвало измене-
ний в содержании основных фосфолипидов – ФХ
и ФЭ (табл. 3), стабильность и упорядоченность
мембран при этом возрастали (табл. 2). Ранее бы-
ло показано, что увеличение уровня экзогенного
Ca2+ приводило к увеличению содержания стери-
нов, ФЛ, СЖК в отсеченных корнях пшеницы,
что, по мнению авторов, приводило к стабилиза-
ции мембран, характерной для клеток корня при
переходе в состояние “относительного покоя”
[21]. В наших экспериментах в присутствии CaCl2
наблюдалось увеличение содержания ФГ и ФИ.
Учитывая то, что ФИ является основным компо-
нентом митохондриальных мембран [35], можно
предположить, что возрастание количества этого
фосфолипида необходимо для поддержания
Ca2+-депонирующей функции митохондрий.

В составе гликолипидов, идентифицирован-
ных в исследуемых экстрактах, показано наличие
гликоцерамидов двух типов: моногалактозилдиа-
цилглицерида (МГДГ) и дигалактозилдиацилгри-
церида (ДГДГ) (табл. 3). Известно, что эти соеди-
нения являются важными мембранными липид-
ными компонентами в растениях. Несмотря на
то, что гликолипиды не считаются основными
компонентами непластидных мембран, измене-
ния в их содержании часто наблюдаются в усло-
виях стресса, что свидетельствует об их важной

роли в приобретении стрессовой устойчивости
растений [36]. Было показано, что действие β-си-
тостерина на корни пшеницы приводило к суще-
ственным изменениям в содержании МГДГ и
ДГДГ в липидном профиле. По сравнению с кон-
тролем содержание МГДГ увеличивается в 1.6 раза,
а ДГДГ – наоборот снижается в 1.3 раза (табл. 3).
В литературе имеются данные о том, что в услови-
ях дефицита фосфора может наблюдаться увели-
чение содержания галактолипидов как в фото-
синтезирующих, так и в нефотосинтезирующих
тканях [36]. По мнению Киселевой с соавтором,
недостаток фосфора может стимулировать синтез
ФХ по так называемому альтернативному меха-
низму, путем последовательного трехступенчато-
го метилирования ФЭ [37]. При этом на фоне ре-
дукции предшественников, в том числе ФК и ФЭ,
происходит аккумуляция ФХ, которые в дальней-
шем, при участии фосфолипазы С подвергаются
гидролизу до диацилглицеридов. Образующиеся
диацилглицериды расходуются на синтез глико-
липидов, главным образом ДГДГ и/или МГДГ
[37]. В настоящее время точно установлено, что
дефицит фосфата вызывает замену мембранных
фосфолипидов нефосфатсодержащими галакто-
липидами МГДГ и ДГДГ [38]. Замена фосфоли-
пида на ДГДГ происходит в листьях и корнях Ara-
bidopsis [39], побегах и корнях овса [40], культуры
кленовых клеток сикамора [41], соевых бобах
[42]. В нашем случае, вероятно, происходит вы-
теснение молекул ФХ β-ситостерином, которое
вызывает увеличение содержания МГДГ.

В табл. 4 обобщены данные определения сум-
марного количества липидных веществ, извлека-
емых из контрольного и опытных вариантов

Рис. 2. Хроматограмма полярных липидов в экстрактах корней пшеницы, содержащих липофильные соединения, в
видимом свете, после дериватизации пластин 5% раствором H2SO4 в этаноле: Rc1,2,3 – контроль; Rca1,2,3 – CaCl2;
Rn1,2,3 – нистатин; Rs1,2,3 – β-ситостерин; Rt1,2 – тритон Х-100; St1,2,3 – стандарт (фосфатидилхолин); Gl –стан-
дарт (гликоцерамиды).

Rc1 Rn1 Rs1 Rt1 St1 St2 St3Rca1 Rc2 Rn2 Rs2 G1Rca2 Rc3 Rn3 Rs3 Rt2Rca3
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корней пшеницы, и количественного анализа от-
дельных липидов в полученных экстрактах.

Установлено, что количество липидных ве-
ществ в корнях пшеницы при действии CaCl2,
β-ситостерина и нистатина практически не изме-
няется. Наибольшее количество липидов было
получено при экстракции корней пшеницы, об-
работанных тритоном Х-100 (табл. 4). Это почти в
3 раза выше, чем в контроле и других опытных об-
разцах. Наблюдаемый эффект резкого увеличе-
ния количества липидов, полученных из корней

пшеницы на фоне тритона Х-100, может быть
обусловлен повышением доступности липидов к
извлечению за счет их высвобождения из мем-
бранных клеточных структур в присутствии де-
тергента.

Анализ действия других мембранотропных ве-
ществ выявил существенные изменения липид-
ного профиля в корнях пшеницы (табл. 4). Так,
показано, что при выращивании проростков на
среде с β-ситостерином в 3.4 раза увеличивается
содержание стеринов в корнях по сравнению с

Таблица 3. Состав и содержание липидов в экстрактах из корней проростков пшеницы, обработанных мембра-
нотропными веществами (n = 3)

* Рассчитано по площади пиков на денситограмме.
** Отнесение путем сопоставления Rf пятна с Rf вещества-стандарта. 

*** Отнесение в сопоставлении с литературными данными [32].

Rf

Содержание, %*

Отнесение
контроль

СaCl2
(1 мМ)

β-Ситостерин 
(0.5 мМ)

Нистатин 
(0.1 мМ)

Тритон Х-100 
(16 мкМ)

Нейтральные липиды

0.04 42.2 ± 2.5 41.8 ± 1.1 40.9 ± 2.1 39.8 ± 2.4 39.2 ± 2.3 Не идентифицировано
0.14 3.7 ± 0.5 3.9 ± 0.2 4.7 ± 0.6 3.5 ± 0.6 7.5 ± 0.5 1,2-Диглицериды***
0.18 14.0 ± 1.0 12.5 ± 0.4 21.4 ± 1.9 11.5 ± 0.3 12.7 ± 0.4 Стерины**
0.21 2.4 ± 0.4 4.3 ± 0.2 3.1 ± 0.9 7.4 ± 1.1 4.2 ± 0.6 Высшие спирты***
0.25 3.3 ± 0.9 3.7 ± 0.6 3.0 ± 0.2 3.4 ± 0.8 5.0 ± 0.3 Терпеноиды**
0.33 0.9 ± 0.1 1.2 ± 0.2 1.2 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.0 ± 0.2 Жирные кислоты**
0.41 0.8 ± 0.1 1.0 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.8 ± 0.1 0.9 ± 0.1 Не идентифицировано
0.51 10.3 ± 0.5 7.5 ± 0.4 6.3 ± 0.5 9.7 ± 1.4 8.7 ± 0.4 Триглицериды**
0.65 0.9 ± 0.1 0.9 ± 0.1 0.8 ± 0.2 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.1 Не идентифицировано
0.92 3.3 ± 1.2 3.2 ± 0.4 2.5 ± 0.4 2.4 ± 0.5 3.5 ± 1.0 Не идентифицировано
0.98 4.7 ± 0.7 6.0 ± 0.4 3.9 ± 0.7 5.2 ± 0.7 4.7 ± 0.6 Эфиры стеринов***
1.00 13.6 ± 1.9 14.0 ± 0.7 11.6 ± 1.1 14.3 ± 1.1 12.1 ± 1.1 Углеводороды, сквален**

Полярные липиды

0.15 1.1 ± 0.1 0.9 ± 0.2 1.4 ± 1.0 1.0 ± 0.7 1.5 ± 0.4 Фосфатидилсерин***
0.17 0.6 ± 0.5 1.8 ± 0.5 1.1 ± 0.5 1.2 ± 0.8 1.5 ± 0.8 Фосфатидилинозитол***
0.31 3.2 ± 0.2 3.4 ± 0.4 2.7 ± 0.5 3.2 ± 0.4 4.0 ± 0.9 Не идентифицировано
0.38 19.3 ± 1.5 18.1 ± 2.5 15.1 ± 1.7 18.6 ± 1.3 15.9 ± 1.1 Фосфатидилхолин**
0.45 7.6 ± 1.0 10.6 ± 0.3 7.1 ± 0.3 8.4 ± 1.0 9.4 ± 1.5 Фосфатидилглицерин***
0.49 2.7 ± 0.2 2.6 ± 0.2 2.2 ± 0.4 2.6 ± 0.1 2.0 ± 0.5 Дифосфатидилглицерин***
0.57 1.9 ± 0.4 2.0 ± 0.1 1.4 ± 0.1 1.8 ± 0.2 2.0 ± 0.7 Дигалактозилдиацилглицерид***
0.66 13.4 ± 1.0 12.7 ± 0.1 11.7 ± 0.4 13.6 ± 0.3 13.2 ± 0.1 Фосфатидилэтаноламин***
0.72 6.0 ± 0.5 6.2 ± 0.5 5.7 ± 0.2 6.5 ± 0.4 6.4 ± 0.1 Гликоцерамид 1**
0.74 6.6 ± 1.0 6.4 ± 0.9 4.7 ± 0.2 5.5 ± 0.7 5.4 ± 0.3 Гликоцерамид 2**
0.80 3.4 ± 0.5 3.2 ± 0.5 4.0 ± 0.4 3.2 ± 0.7 5.2 ± 0.5 Не идентифицировано
0.83 4.8 ± 0.8 4.7 ± 1.0 6.2 ± 1.0 4.1 ± 0.6 6.2 ± 0.3 Не идентифицировано
0.87 3.2 ± 0.6 3.8 ± 0.8 3.6 ± 0.8 3.5 ± 0.7 2.6 ± 0.1 Не идентифицировано
0.93 12.0 ± 1.1 9.8 ± 0.9 19.9 ± 2.8 11.8 ± 1.2 9.9 ± 1.1 Моногалактозилдиацилглицерид***
0.99 14.9 ± 2.2 13.6 ± 0.7 13.1 ± 1.2 14.3 ± 1.5 14.9 ± 2.9 Не идентифицировано
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контролем (табл. 4). Это указывает на то, что рас-
тительные клетки способны использовать экзо-
генный β-ситостерин, что приводит к увеличе-
нию стабильности мембран (табл. 2). Из данных
литературы известны структурные особенности
стеринов, необходимые для их встраивания в
мембраны и выполнения ими структурной функ-
ции: это наличие свободной β-гидроксильной
группы при С-3, плоский тетрациклический ске-
лет и алифатическая боковая цепь с 8–10 атомами
углерода [43]. Основные растительные стерины
обладают этими характеристиками. Эксперимен-
ты на модельных мембранах из ФХ и стеринов
сои показали, что все растительные стерины мо-
гут регулировать жидкостность и проницаемость
фосфолипидных бислоев, но с разной эффектив-
ностью [44–46]. Функциональный анализ физи-
ческих свойств моделей растительных мембран
показал, что среди различных стеринов β-сито-
стерин является основным стерином, увеличива-
ющим упорядоченность жидкой фазы раститель-
ных мембран [46, 47].

Стерины и другие изопреноидные производ-
ные могут влиять на свойства мембран посред-
ством изменения состояния мембран в результате
взаимодействия с другими липидами бислоя [46].
В мембранах стерины взаимодействуют с глико-
церамидами и фосфолипидами. Важной особен-
ностью гликоцерамидов является их высокое
сродство к стеринам, обусловленное Ван-дер-Ва-
альсовыми взаимодействиями боковых цепей
стеринов с насыщенными алкильными цепями
сфинголипидов. Это способствует более плотной
упаковке и облегчает образование липидных
микродоменов (“рафтов”). В литературе эти два
класса липидов часто называют рафтообразую-
щими липидами [48]. Эти микродомены могут иг-
рать важную роль в передаче сигнала в клетку и
служить платформами для ферментных сигналь-
ных комплексов.

Ранее в наших исследованиях была обнаружена
интересная закономерность: изменение уровня

стеринов при действии низких положительных
температур [8] и стерин-связывающих агентов
[29, 49] сопровождается обратнонаправленным
изменением уровня гликоцерамидов. В настоя-
щей работе также наблюдались подобные взаи-
мосвязанные изменения: увеличение уровня сте-
ринов под действием β-ситостерина сопровожда-
лись снижением содержания гликоцерамидов
(ГлЦер) (табл. 4), что свидетельствует о наличии
функциональной взаимосвязи между этими дву-
мя классами липидов. Кроме того, исследования
на клетках дрожжей и животных показали, что
пути биосинтеза стеринов и сфинголипидов
взаимосвязаны [50], это также может иметь место
и у растений. Например, нарушение пути био-
синтеза стеринов у проростков лука-порея нару-
шает синтез сложных сфинголипидов, таких как
глюкозилцерамиды [29, 51]. Можно полагать, что
существует взаимосвязь между метаболизмом
стеринов и сфинголипидов, что может иметь зна-
чение для поддержания соотношений и функци-
онального взаимодействия этих классов липидов
[29, 52].

Выращивание проростков на среде со стеринс-
вязывающим агентом нистатином ожидаемо при-
водило к резкому (в 3.3 раза) снижению количе-
ства детектируемых стеринов (табл. 4). Наряду с
этим при действии нистатина наблюдалось сни-
жение уровня ФХ.

Влияние на мембраны неионного детергента
тритона Х-100, как известно, обусловлено взаи-
модействием его липофильных цепей с гидро-
фобными поверхностями молекул белков и вы-
теснением их из мембран. Тритон Х-100 действует
на мембраны достаточно агрессивно, солюбили-
зируя до 80% белков и 90% фосфолипидов [53].
В работе Гордона с соавторами [28] показано, что
добавление тритона Х-100 в среду инкубации от-
сеченных корней вызывает резкое усиление про-
ницаемости плазмалеммы для ионов и значитель-
ную стимуляцию потребления кислорода корня-
ми пшеницы. Исследования, проведенные на

Таблица 4. Количество липидов в корнях пшеницы при действии мембранотропных веществ (n = 3)

Количество,
мкг/г сырого веса корней

Вариант

контроль
СаСl2

(1 мМ)
β-Ситостерин 

(0.5 мМ)
Нистатин
(0.1 мМ)

Тритон Х-100 
(16 мкМ)

Сумма липидов 1350 ± 212 1600 ± 141 1600 ± 141 1550 ± 71 4400 ± 282
Стерины 36.8 ± 3.3 32.2 ± 2.8 125.4 ± 5.6 11.1 ± 0.7 35.6 ± 1.5
Терпеноиды 1.6 ± 0.4 1.3 ± 0.7 0.7 ± 0.2 1.5 ± 0.5 2.5 ± 0.5
Фосфатидилхолин 180.4 ± 15.5 191.4 ± 1.2 131.6 ± 8.5 156.4 ± 11.3 162.8 ± 12.8
Гликоцерамид 1 7.2 ± 0.7 8.1 ± 1.0 4.7 ± 2.0 9.8 ± 0.8 9.9 ± 2.5
Гликоцерамид 2 19.7 ± 0.3 21.1 ± 0.1 8.5 ± 0.4 11.1 ± 0.5 14.4 ± 2.3
Углеводороды, в том числе сквален 61.2 ± 8.5 51.5 ± 1.7 37.5 ± 6.8 44 ± 8.0 42.6 ± 5.4
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пшенице и сахарной свекле, показали эффектив-
ность тритона Х-100 как эпимутагена [54]. Воз-
действие тритона Х-100 на растения сахарной
свеклы приводило к изменению морфологии
корня и листьев, признака “стерильность–фер-
тильность” пыльцы, динамики прорастания се-
мян [55]. Таким образом, можно заключить, что
тритон Х-100 оказывает мощное стрессовое воз-
действие на мембраны клеток. В настоящей рабо-
те мы наблюдали его значительное повреждаю-
щее действие на клеточные мембраны корней
пшеницы, которое выражалось в двукратном уве-
личении выхода электролитов, снижении ИМС
на 28% и заметном снижении микровязкости
мембран (табл. 2). Эти изменения мембранных
характеристик сопровождались увеличением ко-
личества терпеноидов в 1.6 раза относительно
контроля, незначительным снижением количе-
ства ГлЦер 2, снижением содержания ФХ, уро-
вень стеринов оставался неизменным (табл. 4).
Кроме того, при действии тритона Х-100 наблю-
далось многократное увеличение общей массы
выделенных липидных веществ. Можно пола-
гать, что увеличение количества терпеноидов мо-
жет быть результатом большей доступности ли-
пидных компонентов для детергента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе корни проростков пшени-
цы подвергались действию мембранотропных
агентов (СаСl2, β-ситостерин, нистатин, тритон
Х-100) с целью моделирования стресс-индуциро-
ванных состояний мембран растительных клеток.
Обработка корней СаСl2 и β-ситостерином при-
водила к увеличению мембранной стабильности
и упорядоченности липидного бислоя. Парадок-
сальным представляется факт, что, несмотря на
значительное снижение количества детектируемых
стеринов при действии каналоформера нистати-
на на интактные корни, уменьшения стабильно-
сти и упорядоченности мембран не наблюдалось.
Значительное повреждение клеточных мембран
детергентом тритоном Х-100 сопровождалось
увеличением в липидном профиле корней доли
терпеноидов, возможно, обусловленным боль-
шей доступностью липидных компонентов к из-
влечению. Наиболее выраженным среди всех
обнаруженных эффектов оказалось действие эк-
зогенного β-ситостерина. Увеличение стабильно-
сти и упорядоченности мембран в присутствии
этого стерина сопровождалось увеличением об-
щего содержания стеринов и МГДГ, а также сни-
жением количества ФХ и ГлЦер. На наш взгляд,
эти изменения в липидном профиле могут быть
взаимосвязаны. Так, встраивание β-ситостерина
может приводить к вытеснению из мембран мо-
лекул ФХ, уменьшение доли которых, в свою оче-
редь, вызывает увеличение содержания галакто-

липидов, в частности МГДГ. Обратнонаправлен-
ные изменения в содержании стеринов и ГлЦер,
показанные в присутствии экзогенного β-сито-
стерина, наблюдались нами ранее и при других
воздействиях. Это может свидетельствовать о на-
личии функциональной взаимосвязи между эти-
ми двумя классами липидов.

Таким образом, воздействие на клетки про-
ростков пшеницы мембранотропных агентов ин-
дуцирует изменения не только физико-химиче-
ского состояния мембран, но и их липидного со-
става. Комплекс этих изменений может быть
одним из механизмов, которые запускаются в
клетках растений в стрессовых условиях.

Работа выполнена в рамках государственного
задания ФИЦ КазНЦ РАН, а также при финансо-
вой поддержке гранта РФФИ № 20-04-00988 (для
Ю.Н. Валитовой) и гранта Президента РФ МК-
264.2020.4 (для А.Г. Ренковой).
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The Lipid Profile of Wheat Roots Treated with Membranotropic Agents
J. N. Valitova1, *, V. R. Khabibrakhmanova2, A. V. Belkina2, A. G. Renkova1, F. V. Minibayeva1

1Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, FRC Kazan Scientific Center of RAS, Kazan, 420111 Russia
2Kazan National Research Technological University, Kazan, 420015 Russia
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Most crops are seriously threatened by various abiotic stressors. Biological membrane is a primary barrier
protecting from stress factors and acting as a target that takes a hit on itself. An important component of mem-
branes, on which the state of a plant membrane depends, its permeability to ions, microviscosity, and the ac-
tivity of membrane-bound enzyme complexes, are lipids. The aim of this study was to study the lipid profile
in the roots of wheat seedlings of Triticum aestivum L. with a directed alteration of the membrane state by spe-
cific agents: CaCl2 (1 mM) and β-sitosterol (0.5 mM) that increase the membrane rigidity, as well as the
channel former nystatin (0.1 mM) and detergent Triton X-100 (16 μM) that increase the membrane perme-
ability. It was found that stabilization of membranes by CaCl2 did not lead to changes in the lipid composition
of wheat root cells, while the stability index and degree of membrane ordering increased. Saturation of mem-
branes with β-sitosterol also caused an increase in membrane stability and ordering of the lipid bilayer, which
was accompanied by an increase in the content of sterols and monogalactosyl diacylglyceride and a decrease
in the level of phosphatidylcholine and glycoceramides. The action of the channel former nystatin on intact
seedlings did not affect the stability and orderliness of the membranes, despite a decrease in the total level of
sterols in the cells of the roots of wheat. Damage of the root membranes by Triton X-100, which manifested
itself in a significant increase in the electrolyte leakage and a decrease in the ordering of the bilayer, was ac-
companied by an increase in the proportion of terpenoids.

Keywords: wheat, sterols, phospholipids, membranotropic substances, permeability, microviscosity
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