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Образцы угля и торфа разного возраста из месторождений Беларуси впервые были исследованы на
содержание растительных стероидных гормонов (брассиностероидов) с использованием независи-
мых методов иммуноферментного анализа и ВЭЖХ–МС–МС. Количественное определение брас-
синостероидов показало, что все исследованные образцы содержали фитогормоны основных при-
родных групп (брассинолида, 24-эпибрассинолида и 28-гомобрассинолида), за исключением брас-
синолида в самом древнем образце. Измеренное содержание брассиностероидов соответствовало
таковому, характерному для современных растительных объектов, а состав брассиностероидов ва-
рьировал в зависимости от глубины залегания и других факторов. Полученные данные могут указы-
вать на высокую стабильность стероидных гормонов растений и их предполагаемую роль биорегу-
ляторов на протяжении длительного периода эволюции растений.
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При обсуждении ранней химической эволю-
ции основной упор обычно делается на путях
синтеза пребиотиков, ведущих к важнейшим
биомолекулам, таким как аминокислоты, пепти-
ды, белки, сахара, нуклеиновые основания, нук-
леотиды, которые являются элементами критиче-
ски значимых полимерных структур живой клет-
ки. В то же время сравнительно мало внимания
уделяется низкомолекулярным факторам, таким
как, например, стероидные гормоны, которые иг-
рают жизненно важную роль в качестве сигналь-
ных и регуляторных органических веществ клет-
ки. Будучи относительно простыми в химическом
отношении, они могли занять свое место среди
ключевых клеточных предэлементов на довольно
ранней стадии химической эволюции и вступить
в биотическую эру с полностью сформированной
молекулярной структурой. В первую очередь это

касается стероидных гормонов, имеющих угле-
родный скелет стеринов, что позволяет считать
их биогенетически сравнительно простыми и,
возможно, наиболее древними. Типичными их
представителями являются стероидные гормоны
растений или брассиностероиды (БС).

Открытие БС, в настоящее время признанных
новым классом растительных гормонов, стало
важным событием, указывающим на разносто-
роннюю роль стероидов как гормональных регу-
ляторов, характерных для большинства организ-
мов, населяющих Землю [1]. Несмотря на то что в
некоторых отношениях они довольно хорошо
изучены, особенно как ключевые клеточные сиг-
нальные агенты, характерные для всех видов рас-
тений [2], БС остаются малоизученными с точки
зрения их видовой, структурной, органной и вре-
менной специфичности действия и биогенеза.
Можно ожидать, что как полиоксигенированные
стерины, структурно сходные с типичными для
самых древних организмов, таких как иглокожие
[3, 4], БС являются природными биорегулятора-
ми очень древнего происхождения.

Таким образом, имея литературные данные о
широком распространении различных стерои-
дов, включая растительные стерины, в геологиче-
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ских окаменелостях [5–9], мы заинтересовались
поиском в их составе стероидных гормонов рас-
тений. Задача казалась непростой из-за специфи-
ческой химической структуры и свойств БС, а
также их крайне низкого естественного содержа-
ния в растениях (на несколько порядков ниже со-
держания растительных стеринов). Опираясь на
наш положительный опыт обнаружения и коли-
чественного определения БС в растительных ис-
точниках, и вдохновленные нашим недавним от-
крытием этих фитогормонов в образцах сырой
нефти [10], мы получили новые данные, показы-
вающие, что молекулярная структура БС очень
консервативна и стабильна, а фитогормоны со-
временных структурных типов могли входить в
состав растений в течение сотен миллионов лет,
вероятно, на протяжении всего периода эволю-
ции растений на Земле.

Стероиды природных отложений являются
важными биомаркерами – органическими соеди-
нениями, присутствующими в современных и ис-
копаемых отложениях, которые сохраняют струк-
турные особенности своих биологических пред-
шественников или могут напрямую отражать
стероид-специфический состав объекта, из кото-
рого они произошли. Стероиды, обнаруженные в
природных отложениях, представлены стерола-
ми, станолами, станонами и стенонами. Они яв-
ляются индикаторами истории формирования
отложений, и их измеренное содержание в изу-
ченных источниках колеблется от 10–6 до 10–3%
[5–9]. На сегодняшний день лишь несколько ис-
следований посвящено качественному и количе-
ственному составу стероидных соединений в
природных объектах, таких как торф [5, 6], лиг-
нит [6–8], морские отложения [4] и некоторых
других. Однако до недавнего времени в литерату-
ре не было данных по обнаружению БС в место-
рождениях полезных ископаемых. В то же время
их открытие может пролить свет на биорегулятор-
ные механизмы, которые контролируют рост, раз-
витие и адаптацию растений на ранних стадиях

эволюции, и нельзя исключать их участие в этих
процессах в качестве биосигнальных молекул.

В данной работе на содержание БС исследова-
ны шесть проб угля разного возраста и одна проба
торфа. Образцы были взяты из месторождений
Беларуси (табл. 1). Характеристика и датировка об-
разцов проводились в Институте природопользо-
вания Национальной академии наук Беларуси.
Образцы угля и торфа анализировали с использо-
ванием трех независимых методов: конкурентно-
го иммуноферментного анализа (ИФА-1) [11],
двухэтапного иммуноферментного анализа
(ИФА-2) [12] и тандемной высокоэффективной
масс-спектрометрии (ВЭЖХ–МС–МС). На пер-
вой стадии эксперимента образцы угля (0.5 г) рас-
тирали и экстрагировали метанолом (3 мл) в тече-
ние 24 ч при комнатной температуре. Экстракты
центрифугировали (3000 об/мин, 20 мин), жидко-
сти супернатанта разбавляли буфером для анали-
за, проводили количественное определение БС
по методу [12]. Полученные данные свидетельству-
ют о том, что все исследованные образцы содержа-
ли БС основных природных групп: 24-эпибрасси-
нолида, брассинолида (кроме образца 2) и 28-го-
мобрассинолида (табл. 2).

Для детального изучения были выбраны об-
разцы бурого угля 5 и 6, содержание всех групп
БС в которых было наибольшим (как следует из
табл. 2). Образцы угля (10 г) растирали и экстра-
гировали метанолом (35 мл) в течение 24 ч при
комнатной температуре. Экстракты фильтровали
на фильтре из пористого стекла. Полученные ме-
танольные экстракты упаривали и остаток рас-
пределяли между циклогексаном (40 мл) и 80%-
водным метанолом (3 × 15 мл). Объединенный
80%-ный водный экстракт упаривали до водного
остатка, который распределяли между этилацета-
том (40 мл) и 0.25 М Na2HPO4 (3 × 15 мл). Этил-
ацетатную фракцию промывали водой (3 × 15 мл)
и упаривали досуха. Остаток растворяли в мета-
ноле (1.5 мл) и подвергали препаративной тонко-
слойной хроматографии (20 × 20 см) на силикаге-
ле, используя смесь хлороформ–метанол (88 : 12)

Таблица 1. Месторождения полезных ископаемых в Беларуси, из которых были отобраны исследуемые образцы

№ Образец Месторождение Глубина залегания, м Возраст, млн лет

1 Бурый уголь мягкий Лельчицкое 108 342
2 Бурый уголь плотный Лельчицкое 162 342
3 Бурый уголь плотный Букчанское 192 164–167
4 Бурый уголь землистый

с лигнитом
Житковичское 40–50 21–27

5 Бурый уголь с лигнитом Житковичское 40–50 21–27
6 Бурый уголь плотный 

с лигнитом
Житковичское 40–50 21–27

7 Торф Туршовка-Чертовское 0.2–0.4 0.004–0.006
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в качестве элюента. Зону, содержащую БС (Rf 0.4–
0.6), собирали и элюировали метанолом, раство-
ритель упаривали. Остаток растворяли в метаноле
(300 мкл) и разделяли обращенно-фазовой высо-
коэффективной хроматографией, используя
70%-водный ацетонитрил в качестве подвижной
фазы со скоростью потока 1.5 мл/мин. УФ-детек-
тирование проводили на длине волны 204 нм.
Растворители перед использованием дегазирова-
ли. Фракции каждые 2 мин, начиная с 10 мин
(10–12, 12–14, 14–16, 16–18, 18–20 мин), отдель-
но собирали и упаривали. Остаток растворяли в
метаноле (3 мл) и аликвоту в 100 мкл упаривали,
остаток растворяли в 0.5 мл буфера для анализа и
использовали для ИФА-1 по методу [13]. Остав-
шуюся часть собранной фракции упаривали и ис-
пользовали для анализа с помощью ВЭЖХ–МС–
МС. Для ВЭЖХ–МС–МС использовался хрома-
тограф Agilent 1200, оснащенный масс-спектро-
метром Agilent Triple Quad 6410. Все стандартные
БС были количественно определены с помощью
мониторинга множественных реакций (MRM) в
положительном режиме. Результаты, полученные
с помощью ИФА-1 и ВЭЖХ–МС–МС в образцах
5 и 6, представлены в табл. 3.

На основании полученных данных ИФА-1 и
ВЭЖХ–МС–МС можно сделать вывод, что в
образце 5 основными фракциями являются

24-эпибрассинолид (3.8 и 1.8 нг/г соответственно),
24-эпикастастерон (8.9 и 2.5 нг/г) и кастастерон
(4.2 и 1.0 нг/г). Основными обнаруженными
представителями БС в образце 6 являются также
24-эпибрассинолид (5.8 нг/г по данным ВЭЖХ–
МС–МС и 9.4 нг/г по данным ИФА-1) и 24-эпика-
стастерон (3.2 и 11.2 нг/г), а также заметное количе-
ство кастастерона (1.9 и 0.4 нг/г). Представители
группы 28-гомобрассинолида (28-гомокастастерон
и 28-гомобрассинолид) были зарегистрированы в
обоих образцах в небольших количествах или не
обнаружены вовсе. Удивительным фактом явля-
ется отсутствие (или наличие в недетектируемом
количестве) брассинолида в изученных образцах
угля, при этом его биосинтетический предше-
ственник кастастерон был обнаружен двумя ме-
тодами и в обоих образцах.

Следует отметить, что различия в результатах
ИФА-2 и ИФА-1 связаны с разными методами
пробоподготовки и, соответственно, степенью
участия конкурирующих антигенов. В случае
ИФА-2 результаты немного выше, потому что
был проанализирован неочищенный экстракт,
содержащий весь набор конкурирующих антиге-
нов, включая другие БС. Более низкие результа-
ты, полученные с помощью ИФА-1, обусловлены
предварительным фракционированием сырого
экстракта методом препаративной ВЭЖХ. В то же

Таблица 2. Содержание брассиностероидов в образцах угля и торфа, измеренное с помощью ИФА-2

Образец №
Содержание БС (нг/г)

Группа 24-эпибрассинолида Группа брассинолида Группа 28-гомобрассинолида

1 6.74 ± 0.04 4.01 ± 0.10 3.41 ± 0.29
2 9.90 ± 1.02 не определяется 5.45 ± 0.96
3 17.20 ± 0.59 5.51 ± 0.54 4.60 ± 0.42
4 15.22 ± 2.36 7.42 ± 0.47 18.84 ± 0.50
5 17.58 ± 2.99 10.21 ± 0.68 60.84 ± 7.46
6 11.57 ± 1.78 29.96 ± 4.06 56.06 ± 11.10
7 37.20 ± 4.97 6.57 ± 0.44 10.50 ± 0.60

Таблица 3. Содержание БС (нг/г) в образцах бурого угля 5 и 6

№ п/п БС

Метод анализа

ВЭЖХ–МС–МС ИФА-1

5 6 5 6

1 кастастерон 0.97 0.41 4.19 ± 0.49 1.91 ± 0.21
2 24-кастастерон 2.51 3.24 8.89 ± 0.57 11.20 ± 1.04
3 24-эпибрассинолид 1.80 5.84 3.79 ± 0.99 9.42 ± 0.30
4 28-гомокастастерон следы следы 2.72 ± 0.035 1.62 ± 0.36
5 28-гомобрассинолид не обнаружен 0.35 не обнаружен 0.275 ± 0.03
6 брасинолид не обнаружен не обнаружен не обнаружен не обнаружен
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время уровни стероидных гормонов растений, из-
меренные различными методами (ИФА-2, ИФА-1
и ВЭЖХ–МС–МС), сопоставимы, и использо-
ванная методология может быть применена к
другим образцам минералов.

Таким образом, на основе изучения образцов
угля и торфа мы можем сделать вывод, что эти
минералы растительного происхождения содер-
жат значительное количество БС, состав которых
меняется в зависимости от отложений, глубины и
других факторов. Количественное содержание
БС сопоставимо с таковым в растительных объек-
тах [14] и лекарственных травах [15].

Обнаружение брассиностероидов в угольных
месторождениях показывает уникальную ста-
бильность этих молекул в различных условиях
окружающей среды. Органические молекулы по-
добной структуры раньше никогда не находили в
таких объектах, и их открытие приводит к не-
скольким важным выводам: 1) БС могут занимать
место среди самых древних органических молекул,
используемых Природой в качестве биорегулято-
ров; 2) если это так, то наследование отзывчивости
к этим гормонам более молодыми организмами мо-
жет быть объяснением множественных эффектов
стероидных гормонов растений у животных и че-
ловека; 3) несмотря на сложную химическую
структуру, БС очень стабильны в различных усло-
виях, и, благодаря своей высокой активности,
стимулирующей рост растений, могут являться
важными компонентами, обеспечивающими эф-
фективность широко используемых агропрепара-
тов на основе торфа; 4) заметный уровень содер-
жания гормонов в отложениях – новое подтвер-
ждение растительного происхождения углей.

Результаты нашего исследования способству-
ют пониманию того факта, что молекулярная ос-
нова биорегуляторных механизмов очень консер-
вативна, а стероидные гормоны, имеющие струк-
туру, аналогичную современным, возможно,
контролировали процессы роста, развития и
адаптации растений на протяжении длительного
периода эволюции.
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STEROID PHYTOHORMONES IN COAL DEPOSITS: 
A GEOCHEMICAL BRIDGE BETWEEN ANCIENT AND MODERN PLANTS
Foreign Member of the RAS R. G. Garetskya, A. V. Baranovskyb, V. N. Zhabinskiib, R. P. Litvinovskayab,

A. G. Pryadkoc, A. L. Sauchukb, S. A. Fatykhavab, V. A. Khripachb,#, and P. S. Shabunyab

a Institute for Nature Management, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus
b Institute of Bioorganic Chemistry, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus

c Hemma-Test Ltd., Minsk, Belarus
#E-mail: khripach@iboch.by

Coal and peat samples of different ages were studied for the content of plant steroid hormones (brassinos-
teroids) using independently enzyme-linked immunosorbent assays and HPLC-MS/MS. Quantitative deter-
mination of brassinosteroids showed that all the studied samples contained hormones of the main natural
groups (brassinolide type, 24-epibrassinolide type, and 28-homobrassinolide type), except for brassinolide in
the oldest sample. The measured content of brassinosteroids was the same order that is typical for modern
plant objects, and the composition of brassinosteroids varied depending on the occurrence depth and other
factors. To the best of our knowledge, organic molecules of similar structure in coal deposits have never been
found before, and present result may indicate a very high stability of the hormones and their assumed role of
bioregulators throughout a long period of plant evolution from very ancient to modern forms.

Keywords: brassinosteroids, phytohormones, coal, peat, ELISA, HPLC-MS/MS
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