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Изучен состав фосфолипидов (ФЛ) эмбриогенных и неэмбриогенных клеточных линий лиственни-
цы сибирской (Larix sibirica Ledeb.). Выявлены существенные межлинейные различия состава и со-
держания фосфолипидов. Установлено, что доминирующими фосфолипидами эмбриогенных кле-
точных линий являются фосфатидилхолины (ФХ) и фосфатидилэтаноламины (ФЭ), в то время как
для неэмбриогенных клеточных линий обнаружено высокое содержание фосфатидной кислоты
(ФК) (более 64% от суммы ФЛ). Отношение ФХ/ФЭ – параметр, характеризующий структуру и
функциональность мембран, для эмбриогенных клеточных линий в 1.4–3.8 раз выше, чем для неэм-
бриогенных, что, вероятно, связано с необходимостью вовлечения этих ФЛ в процессы дифферен-
циации тканей. Показано, что содержание фосфатидилинозитов (ФИ) достоверно различалось для
эмбриогенных и неэмбриогенных клеточных линий и составляло 0.50–1.06 мг/г и 0.17–0.34 мг/г су-
хого веса, соответственно. Обнаруженные различия в составе ФЛ между клеточными линиями с
разным эмбриогенным потенциалом могут свидетельствовать о важной роли этих липидов в про-
цессах эмбриогенеза на стадии формирования зародышей.
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из перспективных направлений в био-

технологии микроклонального размножения
древесных растений в культуре in vitro является
соматический эмбриогенез, благодаря которому
соматические клетки растений массово формиру-
ют растения, идентичные материнскому геноти-
пу [1]. Для большинства видов хвойных, в том
числе для лиственницы сибирской, получение
соматических зародышей остается трудновыпол-
нимой задачей, в первую очередь из-за недостат-
ка сведений об условиях и механизмах индукции
соматического эмбриогенеза у голосеменных
растений [2]. В частности, роль липидных компо-
нентов в индукции и развитии эмбриогенеза в
культуре in vitro у хвойных остается малоизучен-
ной. Имеются единичные работы, посвященные
этой проблеме [3, 4],но в целом в вопросах липид-
ного обмена у хвойных растений пока нет полной

ясности, особенно это касается состава и содер-
жания липидов в культуре тканей видов, принад-
лежащих к отделу Pinophyta.

Известно, что липидный состав клеток и тка-
ней изменяется в зависимости от их физиологи-
ческого состояния, кроме того, содержание и со-
став липидов всех клеточных органелл различа-
ются в зависимости от вида, внутри вида и в
онтогенезе растений [5]. В тоже время важно под-
черкнуть, что многие липиды, в том числе фосфо-
липиды (ФЛ) являются не только структурными
компонентами клеточных мембран, но и важными
сигнальными молекулами, которые регулируют
наряду с другими соединениями рост и развитие
растений, а также клеточный ответ на изменения
окружающей среды [6, 7]. Даже незначительные
изменения в составе мембранных ФЛ могут при-
вести к резким изменениям в структуре мембран,
вызывая серьезные нарушения в функциях и жиз-
неспособности клеток [6]. Что касается культиви-
рования растительных тканей, то для некоторых
покрытосеменных растений в литературе имеют-
ся сведения о влиянии ФЛ на процессы роста и
развития в культуре in vitro. Так, установлено, что
добавление хлорида холина как предшественника
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фосфатидилхолинов (ФХ) в питательную среду
при выращивании культуры одиночных клеток
приводило к созреванию большего количества
соматических зародышей Cajanus cajan, кроме то-
го, культура демонстрировала ускоренный рост
клеток [8]. Показано, что увеличение скорости
поглощения ФХ и мио-инозитола при добавле-
нии их в среду культивирования каллусов Brassica
napus является проявлением их специфической
роли в регуляции мембранносвязанных фермен-
тов [9]. Все вышесказанное указывает на важную
роль ФЛ в клеточном метаболизме у растений как
in vivo, так и in vitro. Очевидно, что изучение осо-
бенностей состава ФЛ в культуре растительных
клеток с разным эмбриогенным потенциалом
представляет значительный интерес в фундамен-
тальном и прикладном отношениях. Хотя в лите-
ратуре имеются отдельные сведения о ФЛ составе
органов и тканей некоторых хвойных: хвои [10] и
меристематических тканей почек [11], однако ра-
бот, посвященных детальному изучению состава
и содержания ФЛ в культуре in vitro хвойных рас-
тений, до последнего времени не проводилось.

Цель работы – проведение сравнительного
анализа содержания фосфолипидов в эмбриоген-
ных на ранней стадии развития и неэмбриоген-
ных клеточных линиях лиственницы сибирской
(Larix sibirica Ledeb.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. В качестве расти-

тельного материала использовались эмбриоген-
ные и неэмбриогенные клеточные линии листвен-
ницы сибирской, полученные И.Н. Третьяковой с
соавт. [1, 2] в Институте леса им. В.Н. Сукачева
СО РАН (г. Красноярск). Клеточные линии L. sibir-
ica поддерживались на питательной среде АИ [2].
В качестве регуляторов роста использовали 2.4-
дихлорфеноксиуксусную кислоту (2 мг/л) и 6-
бензиламинопурин (0.5 мг/л). Для изучения со-
става и содержания ФЛ каллусов лиственницы
сибирской использовали эмбриогенные долго-
живущие клеточные линии Кл2, Кл6, Кл4, Кл10
на стадии пролиферации эмбрионально-суспен-
зорной массы и неэмбриогенные клеточные ли-
нии Кл31, Кл23.

Экстракция липидов. Для экстракции липидов
навеску растительного материала (0.5 г) фиксиро-
вали в жидком азоте и растирали до получения го-
могенной массы [12]. Затем добавляли 10 мл сме-
си хлороформ : метанол (2:1 v/v) с добавлением
ионола в качестве антиоксиданта из расчета
0.00125 г на 100 мл смеси хлороформ : метанол,
тщательно перемешивали и оставляли на 30 мин
до полной диффузии липидов в растворитель.
Количественно переносили раствор в делитель-
ную воронку через фильтр, трижды промывая
ступку и фильтр смесью растворителей. Для луч-

шего расслаивания добавляли воду. Для анализа
суммарных липидов отделяли нижнюю хлоро-
формную фракцию. Хлороформ (ОСЧ, стабили-
зированный 0.005% массовой долей амилена) из
липидного экстракта удаляли под вакуумом с по-
мощью роторного испарителя RVO-64 (Чехия).

Фосфолипиды. Для обнаружения и идентифи-
кации ФЛ в растительном материале использова-
ли специфические реагенты: для фосфорсодер-
жащих компонентов молибденовый синий [13],
для аминосодержащих липидов – 0.2% раствор
нингидрина в ацетоне [14], пластинки проявляли
над водяным паром кипящей водяной бани. ФЛ ко-
личественно определяли с помощью двумерной
аналитической тонкослойной хроматографии по
неорганическому фосфору методом Васьковского
[13], который используется наряду с современными
масс-спектрометрическими методами. Для этого
на ТСХ пластинку (Sorbfil ПТСХ-АФ-В, Россия)
наносили экстракт липидов. Для разделения ли-
пидов использовали двумерную систему: первое
направление – хлороформ : метанол : 28%NH4OH :
бензол (65 : 30 : 10 : 5), второе направление – хло-
роформ : метанол : ацетон : уксусная кислота : во-
да : бензол (70:30:5:4:1:10). После разделения смеси
липидов ФЛ обнаруживали опрыскиванием 10%
серной кислотой в этаноле с последующим нагре-
ванием пластинки до проявления пятен. Силика-
гель из зон, содержащих разделенные ФЛ, перено-
сили микрошпателем в жаростойкие пробирки,
добавляли в каждую 0.05 мл 72% хлорной кисло-
ты. Для холостых проб отбирали силикагель, взя-
тый с чистого участка нижней части хромато-
граммы, площадью, равной средней величине
хроматографической зоны. Сжигание проводили на
песчаной бане при 180–200°С в течение 20 мин. По-
сле охлаждения в пробирки вносили по 0.45 мл ра-
бочего реагента, для которого к 5.5 мл исходного
молибдатного реагента добавляли 26 мл 1N сер-
ной кислоты, и доводили объем до 100 мл дистилли-
рованной водой. Исходный молибдатный реагент
готовили следующим образом: к 10 г молибдата на-
трия добавляли 60 мл 4N HCl, 0.4 г гидрозина со-
лянокислого добавляли к 14 мл 4N HCl, два реак-
тива соединяли и нагревали 20 мин на кипящей
водяной бане, затем добавляли к холодному рас-
твору 14 мл концентрированной серной кислоты
и доводили объем до 100 мл дистиллированной
водой (реактив хранился в посуде из темного
стекла при комнатной температуре). Смесь в про-
бирке тщательно перемешивали с помощью шей-
кера. Пробирки помещали на кипящую водяную
баню на 15 мин, охлаждали, силикагель удаляли
центрифугированием (10 мин при 700 g) и изме-
ряли величину оптической плотности получен-
ного раствора при 815 нм на спектрофотометре
УФ-ВИД Specord S100 (“Analitik Jena”, Герма-
ния). Количество фосфора в ФЛ определяли по
калибровочной кривой, используя для ее постро-
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ения аликвотные части стандартного раствора
фосфата (Na2HPO4). Для перерасчета использо-
вали коэффициенты, которые представляют со-
бой отношение молекулярной массы каждого ФЛ
к атомной массе фосфора. В данном исследовании
использовали пересчет фосфора в ФЛ путем умно-
жения на средний коэффициент 25. Результаты
представлены в мг ФЛ / г сухого веса образца.

Статистическая обработка. В таблицах пред-
ставлены средние данные из 4–5 биологических
повторностей и их стандартные отклонения. Ста-
тистическую обработку экспериментальных дан-
ных осуществляли с использованием пакета стати-
стического анализа в среде Microsoft Office Excel
2010. Нормальность распределения полученных
значений определяли по критерию Шапиро-Уил-
ка. Статистическую значимость различий срав-
ниваемых средних значений оценивали с помо-
щью t-критерия (P < 0.001).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты определения содержания общих

липидов и ФЛ в четырех эмбриогенных и двух не-
эмбриогенных клеточных линиях лиственницы
сибирской представлены в табл. 1. Можно видеть,
что абсолютное содержание суммарных липидов
в эмбриогенных линиях было достоверно выше,
чем в неэмбриогенных. Такая же тенденция со-
храняется и для абсолютного содержания ФЛ –
5.5–9.3 мг/г сухого веса для эмбриогенных и
2.1–4.9 мг/г сухого веса для неэмбриогенных кле-
точных линий, соответственно. Таким образом,
суммарное содержание ФЛ было достоверно вы-
ше для эмбриогенных клеточных линий, чем для
неэмбриогенных (табл. 1). При этом наиболее
высоким содержанием ФЛ среди эмбриогенных
клеточных линий отличались линии Кл6 (9.3 мг/г
сухого веса) и Кл4 (9.1 мг/г сухого веса), а наимень-
шим линия Кл2 (5.5 мг/г сухого веса). Установлен-
ное в наших экспериментах суммарное содержание
ФЛ в клеточных линиях лиственницы заметно ни-
же по сравнению с результатами, полученными для
каллусной культуры айвы бенгальской (Aegle mar-
melos), где содержание ФЛ составило – 14.5–

16.0 мг/г сухого веса для неморфогенных каллусов
[15] и неморфогенных каллусов дурмана индейско-
го (Datura innoxia), для которого этот показатель
составил 15.1 мг/г сухого веса [16]. Вероятно, бо-
лее низкое содержание ФЛ по сравнению с каллу-
сной культурой айвы и дурмана характерно для
клеточных линий лиственницы сибирской и яв-
ляется видоспецифическим признаком.

Среди ФЛ в клеточных линиях с разным эм-
бриогенным потенциалом были идентифицирова-
ны следующие типы: ФХ, фосфатидилэтаноламины
(ФЭ), фосфатидилсерины (ФС), фосфатидилино-
зиты (ФИ), фосфатидилглицерины (ФГ), дифосфа-
тидилглицерины (ДФГ), фосфатидная кислота
(ФК) (табл. 2). При этом ФЭ, ФС, ФК, ФИ были
обнаружены у всех клеточных линий. Доминиру-
ющими ФЛ для эмбриогенных клеточных линий
были ФХ и ФЭ (табл. 2), для неэмбриогенных ли-
ний доминирующим ФЛ была ФК (табл. 2). Од-
нако следует отметить, что линия Кл2 отличалась
в этом отношении от других эмбриогенных ли-
ний: относительное содержание ФК в составе
этой линии составило 50%.

Для эмбриогенных клеточных линий нами бы-
ли обнаружены значительно более высокие отно-
сительные содержания ФХ и ФЭ. Так, эмбрио-
генные клеточные линии достоверно отличались
от неэмбриогенных по высокому содержанию ФХ
(0.43–3.49 мг/г сухого веса) (табл. 2). При этом
Кл2 отличалась наиболее низким абсолютным
содержанием ФХ (0.43 мг/г сухого веса) по сравне-
нию с другими эмбриогенными линиями. Кл2 так-
же содержала меньшее, чем другие эмбриогенные
клеточные линии, количество ФЭ (0.40 мг/г и
1.64–2.59 мг/г сухого веса, соответственно) и чем
неэмбриогенная линия Кл31 (0.79 мг/г сухого ве-
са) (табл. 2). В литературе имеются сведения по
относительному содержанию этих ФЛ для куль-
туры in vitro некоторых видов растений. Напри-
мер, для соматических зародышей культуры Gly-
cine max [17] и морфогенных каллусов D. innoxia
[16] относительное содержание ФХ составляло 38
и 33%, соответственно. В наших экспериментах
относительное содержание ФХ достигало 37.5%

Таблица 1. Содержание липидов и фосфолипидов в эмбриогенных и неэмбриогенных клеточных линиях лист-
венницы сибирской L. sibirica

Примечание. ФЛ – фосфолипиды, ОЛ – общие липиды, э – эмбриогенные клеточные линии, нэ – неэмбриогенные клеточ-
ные линии. В таблице приведены средние значения из 4–5 биологических повторностей и их стандартные отклонения, раз-
личия значимы при P < 0.001.

Липиды, мг/г 
сухого веса 
клеточной 

линии

Клеточные линии

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

ФЛ 9.1 ± 0.6 9.3 ± 0.6 5.5 ± 0.3 7.5 ± 0.7 2.1 ± 0.2 4.9 ± 0.3
Сумма ОЛ 43.6 ± 3.3 55.2 ± 4.5 49.9 ± 2.1 45.5 ± 4.2 35.8 ± 2.7 38.9 ± 0.6
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(Кл6) для эмбриогенных линий, в то время как
неэмбриогенные линии содержали значительно
меньшее количество ФХ – 6.5%. Относительное
содержание ФЭ для эмбриогенных клеточных ли-
ний лиственницы сибирской достигало 27.8%,
что согласуется с данными для D. innoxia, однако
для культуры G. max содержание этого ФЛ состав-
ляло 6.4%. Для неэмбриогенных и эмбриогенных
клеточных линий черешни (Prunus avium) уста-
новлено, что ФХ является для них основным ФЛ
[18]. Авторами отмечено, что средний уровень ФХ
в эмбриогенных тканях был в 9 раз выше, чем в
неэмбриогенных каллусах. Для эмбриогенных
клеточных линий P. avium также было показано
значительно более высокое количество ФЭ (при-
мерно в 5 раз) по сравнению с неэмбриогенными.
Как уже упоминалось ранее, в работе [9], посвя-
щенной влиянию сахарозы, мио-инозитола и ФХ
на процессы индукции и дифференциации кал-
лусов B. napus, авторы наблюдали быстрое нарас-
тание скорости поглощения этих соединений ре-
генерирующей каллусной тканью после переноса
на среду, стимулирующую регенерацию. Авторы
делают вывод, что эти соединения, в том числе
ФХ, играют важную роль на самых ранних стади-
ях дифференцировки, и изменения в их содержа-
нии могут быть полезны в качестве возможного
раннего прогностического теста на органогенную
способность каллусов. ФХ и ФЭ являются двумя

наиболее распространенными видами ФЛ в эука-
риотических клетках. ФХ – основной источник
диглицеридов, ФК, лизофосфатидной и арахидо-
новой кислот, которые могут далее метаболизи-
роваться в сигнальные молекулы [19]. Достаточно
высокие содержания ФХ позволяют клеткам кон-
тролировать избирательную проницаемость мем-
бран для ионов и воды [10]. ФЭ играет основную
роль в мембранной архитектуре – он имеет кони-
ческую форму с небольшой полярной головной
группой относительно поперечного сечения гид-
рофобных хвостов [19]. По этой причине он спо-
собен образовывать обращенные неламеллярные
структуры, например, гексагональную.

Рассчитанное по результатам наших экспери-
ментов отношение ФХ/ФЭ (рис. 1) для эмбриоген-
ных клеточных линий лиственницы было достовер-
но выше в 1.4–3.8 раз, чем для неэмбриогенных. В
целом этот показатель для эмбриогенных клеточ-
ных линий во всех случаях был выше 1, а для не-
эмбриогенных – ниже 0.8. В работе [20] показано,
что для каллусов риса (Oryza sativa) соотношение
ФХ/ФЭ составляло 1.1, однако при добавлении в
среду холина этот показатель увеличивался до 1.7.
Авторы сделали вывод, что холин является пер-
спективным агентом для стимуляции быстрой про-
лиферации культур O. sativa. Отношение ФХ/ФЭ
для эмбриогенных линий P. avium было выше в
12 и более раз в отличие от неэмбриогенных ли-

Таблица 2. Содержание ФЛ в эмбриогенных и неэмбриогенных клеточных линиях лиственницы сибирской L.
sibirica

Примечание. ФЛ – фосфолипиды, ФХ – фосфатидилхолины, ФЭ – фосфатидилэтаноламины, ФС – фосфатидилсери-
ны,ФИ – фосфатидилинозиты, ФГ – фосфатидилглицерины, ДФГ – дифосфатидилглицерины, ФК – фосфатидная кислота,
ФЛн – неидентифицированный ФЛ, э – эмбриогенные клеточные линии, нэ – неэмбриогенные клеточные линии, с.в. Кл –
сухой вес клеточной линии, ΣФЛ – сумма фосфолипидов. В таблице приведены средние значения из 4-5 биологических по-
вторностей и их стандартные отклонения, различия значимы при P < 0.001.

Клеточные линии
Тип ФЛ

ФХ ФЭ ФИ ФК ФС ФГ ДФГ ФЛн

Кл4 (э) мг/г с.в. Кл 2.92 ± 0.34 2.1 ± 0.17 0.89 ± 0.08 1.57 ± 0.16 0.42 ± 0.04 0.31 ± 0.07 0.51 ± 0.08 0.40 ± 0.04

% от ΣФЛ 32.02 23.03 9.76 17.21 4.60 3.40 5.59 4.39

Кл6 (э) мг/г с.в. Кл 3.49 ± 0.29 2.59 ± 0.24 1.06 ± 0.25 1.62 ± 0.30 – 0.10 ± 0.03 0.44 ± 0.05 –

% от ΣФЛ 37.53 27.85 11.40 17.42 – 1.08 4.73 –

Кл2 (э) мг/г с.в. Кл 0.43 ± 0.02 0.40 ± 0.09 0.50 ± 0.08 2.74 ± 0.19 0.47 ± 0.05 0.45 ± 0.09 0.48 ± 0.12 –

% от ΣФЛ 7.86 7.31 9.14 50.09 8.59 8.23 8.78 –

Кл10 (э) мг/г с.в. Кл 2.49 ± 0.32 1.64 ± 0.23 0.55 ± 0.12 1.19 ± 0.23 0.12 ± 0.05 0.51 ± 0.09 0.43 ± 0.07 0.52 ± 0.09

% от ΣФЛ 33.42 22.01 7.38 15.97 1.61 6.85 5.77 6.98

Кл23 (нэ) мг/г с.в. Кл 0.14 ± 0.00 0.18 ± 0.02 0.17 ± 0.02 1.62 ± 0.19 – – 0.00007 ± 
± 0.00

–

% от ΣФЛ 6.63 8.53 8.06 76.77 – – 0.003 –

Кл31 (нэ) мг/г с.в. Кл 0.32 ± 0.07 0.79 ± 0.12 0.34 ± 0.07 3.15 ± 0.21 – 0.08 ± 0.02 0.18 ± 0.03 –

% от ΣФЛ 6.58 16.25 7.00 64.81 – 1.65 3.70 –
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ний [18], а для неморфогенных каллусов D. inno-
xia [16] составило 1.2, в то время как для его мор-
фогенных каллусов, образующих побеги, эта ве-
личина составила около 1.5. Зачастую в работах,
посвященных изучению ФЛ у растений и грибов,
подверженных действию различных стрессоров, а
также в условиях культуры in vitro, используют от-
ношение ФХ/ФЭ как параметр, зависящий от
особенностей структуры мембраны, влияющих
на ее функциональность [21]. Для ламеллярных
мембранных структур характерно более высокое
значение отношения ФХ/ФЭ, в то время как сни-
жение этого отношения показывает образование
различных гексагональных структур в мембране.
Снижение отношения ФХ/ФЭ способствует про-
цессу дегидратации, увеличению проницаемости
мембран и может приводить к их повреждению и
нарушению целостности, что, в свою очередь,
вызывает образование каналов, через которые
осуществляется пассивный транспорт воды [21].

В целом, исходя из полученных нами и литера-
турных данных, логично предположить, что высо-
кое относительное содержание ФХ и ФЭ, а также
высокие показатели отношения ФХ/ФЭ, по-види-
мому, сопровождают и, возможно, в какой-то степе-
ни определяют активные ростовые процессы у эм-
бриогенных клеточных линий в процессе развития
культуры. В наших экспериментах абсолютные
содержания ФК для неэмбриогенной Кл23 и эм-
бриогенных клеточных линий достоверно не
различались (1.19–2.74 мг/г сухого веса) (табл. 2).
Достоверные различия по этому признаку с эм-
бриогенными линиями найдены только для од-
ной неэмбриогенной линии Кл31, но не для Кл23.
Можно предположить, что такие различия в абсо-
лютном содержании ФК между неэмбриогенны-
ми линиями обусловлены низким общим содер-
жанием ФЛ у Кл23. Что касается относительного

содержания ФК для неэмбриогенных клеточных
линий, оно было более 64% от общего содержа-
ния ФЛ (76.8% – Кл23 и 64.8% – Кл31), в то время
как для эмбриогенных ее относительное содержа-
ние было заметно ниже – от 16 (Кл10) до 50%
(Кл2). Эти результаты позволяют заключить, что
ФК является основным типом ФЛ неэмбриоген-
ных клеточных линий лиственницы сибирской.
Литературные данные в основном подтверждают,
что высокое содержание ФК характерно для не-
эмбриогенных тканей. ФК, самый простой мем-
бранный ФЛ, является липидным медиатором
регуляции ряда клеточных процессов, таких как
сигнальная трансдукция, мембранный транспорт
и перестройка цитоскелета [22]. У растений ФК
служит вторичным мессенджером и реагирует из-
менением содержания в ответ на различные био-
тические и абиотические стрессы, включая засу-
ху, засоление, ранение, холод, гибель клеток [22].
Для арабидопсиса показано, что у двойного му-
танта по генам биосинтеза ФЛ cds1cds2 содержа-
ние ФК было в 6 раз больше, чем у дикого типа [23].
В связи с этим авторы пришли к выводу, что вы-
сокое содержание ФК вызывает дефекты деления
и удлинения клеток. Поскольку ФК содержится в
неэмбриогенных линиях в значительно больших
относительных количествах по сравнению с эм-
бриогенными, а также с учетом литературных дан-
ных можно предположить, что высокое содержа-
ние ФК способно оказывать негативное влияние
на способность культуры in vitro к эмбриогенезу.
Известно, что ФИ – субстрат для полифосфои-
нозитов (ПФИ), которые, в свою очередь, обес-
печивают пролиферацию клеток и организацию
в них цитоскелета, транспорт везикул к вакуоли
и т.п. [7], могут функционировать как сигналь-
ные липиды [24]. ПФИ играют важную роль при
формировании клеточной полярности и диффе-
ренцировке клеток при развитии растений [24].
В наших экспериментах установлено, что абсо-
лютное содержание ФИ достоверно различается
для эмбриогенных и неэмбриогенных клеточных
линий (табл. 2). Для эмбриогенных линий оно со-
ставило 0.50–1.06 мг/г сухого веса (11.9–20.3 мг/г
общих липидов (ОЛ), порядка 10% от суммы ФЛ),
в то время как для неэмбриогенных 0.17–0.34 мг/г
сухого веса (4.7–9.0 мг/г ОЛ, порядка 7% от сум-
мы ФЛ). В литературе имеются данные о различи-
ях между уровнями ФИ при сравнительном ана-
лизе липидного состава мембран клеток на раз-
ных стадиях дифференцировки. Так, содержание
ФИ для неморфогенного каллуса D. innoxia соста-
вило 9% (1.8 мг/г сухого веса) от суммы полярных
липидов, а для морфогенных каллусов достигало
18% (4.7 мг/г сухого веса) от суммы полярных ли-
пидов [16]. Для морфогенных клеточных линий
озимой пшеницы также зафиксировано высокое
содержание ФИ (50 мг/г ОЛ) [25]. Обнаружено,
что содержание ФИ для эмбриогенных клеточ-

Рис. 1. Отношение содержания ФХ/ФЭ у эмбриоген-
ных и неэмбриогенных клеточных линий лиственни-
цы сибирской L. sibirica: э – эмбриогенные клеточ-
ные линии, нэ – неэмбриогенные клеточные линии.
Приведенные данные представляют среднее ± SD
(n = 4–5).
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ных линий P. avium выше более чем в 2 раза по
сравнению с неэмбриогенными [18]. Авторами
ранее упомянутой работы [23] отмечено не только
увеличение содержания ФК для двойного мутан-
та по генам cds1cds2, участвующим в синтезе ФЛ,
но и низкое содержание ФИ (6% от суммы ФЛ) по
сравнению с диким типом. Авторы связывают
резкое снижение уровня ФИ у нежизнеспособ-
ных мутантов с дефектами клеточного деления.
В целом, в эмбриогенных и морфогенных клеточ-
ных линиях наблюдается более высокое содержа-
ние ФИ по сравнению с неэмбриогенными и не-
морфогенными.

В составе ФЛ клеточных линий лиственницы
сибирской в минорных количествах обнаружены
ДФГ, ФГ и ФС (табл. 2). При этом ФС обнаружен
только в эмбриогенных клеточных линиях Кл4
(0.42 мг/г сухого веса), Кл2 (0.47 мг/г сухого веса),
Кл10 (0.12 мг/г сухого веса). В основном ФС со-
держится в мембранах в незначительных количе-
ствах, однако, помимо его структурной функции,
он участвует, по-видимому, и в других клеточных
процессах. Например, обнаружено, что мутация
гена pss1-1, кодирующего фосфатидилсеринсин-
тазу 1 у арабидопсиса, вызывает нарушение деле-
ния клеток и их удлинения [26]. Содержание ДФГ
также было выше в 2 и более раза (0.43–0.51 мг/г
сухого веса) для эмбриогенных линий, чем для
неэмбриогенных. В клетках линии Кл23 нами об-
наружены следовые количества этого ФЛ. Извест-
но, что ДФГ (кардиолипин) является характерным
ФЛ внутренней мембраны митохондрий [27]. По-
казано, что нехватка ДФГ в митохондриях сопро-
вождается падением мембранного потенциала,
снижением синтеза АТФ и в целом митохондриаль-
ной функции, а его отсутствие приводит к дестаби-
лизации суперкомплексов дыхательной цепи [28].
Нами был обнаружен ФГ в эмбриогенных клеточ-
ных линиях Кл4 (0.31 мг/г сухого веса), Кл6
(0.10 мг/г сухого веса), Кл2 (0.45 мг/г сухого веса),
Кл10 (0.51 мг/г сухого веса) и в неэмбриогенной
линии Кл31 (0.08 мг/г сухого веса). Известно, что в
растительных клетках ФГ в основном является ФЛ
тилакоидных мембран, однако он может встречать-
ся и в других клеточных мембранах [29]. Напри-
мер, мембраны митохондрий также содержат ФГ
[27], кроме того ФГ является важным источником
ДФГ [30], который в свою очередь, как уже было
сказано ранее, играет важную роль в процессах ды-
хания у растений. Можно предположить, что ФС,
ФГ и ДФГ, несмотря на относительно небольшое
содержание, также могут принимать участие в
эмбриогенезе клеточных линий лиственницы си-
бирской, поскольку известно, что эти ФЛ важны
для нормального функционирования процессов
роста и развития у растений [26, 28, 30].

Анализ полученных результатов показывает,
что содержание и качественный состав ФЛ в
культуре in vitro закономерно различаются между

клеточными линиями с разным эмбриогенным
потенциалом. Эмбриогенные клеточные линии
содержат больше ФХ, ФЭ, наиболее распростра-
ненных форм ФЛ, необходимых для формирова-
ния мембран клеток и клеточных органелл. Для
эмбриогенных клеточных линий также характер-
ны высокие значения отношения содержаний
этих двух типов липидов (ФХ/ФЭ), показателя,
свидетельствующего о функциональном состоя-
нии клеточных мембран. Низкие его значения
могут указывать на увеличение проницаемости
мембран и даже на их повреждение. Соответству-
ющее содержание ФХ и ФЭ на фоне высокого от-
ношения ФХ/ФЭ обеспечивают наряду с другими
функционально важными ФЛ активный рост эм-
бриогенных клеточных линий в процессе разви-
тия культуры на ранних стадиях культивирова-
ния. Полученные нами данные свидетельствуют в
пользу представлений о том, что ФХ играет важ-
ную роль на самых ранних стадиях дифференци-
ровки. Особый интерес представляют результаты
анализа содержания ФИ. Установлено, что для тка-
ней эмбриогенных клеточных линий характерно
значительно более высокое содержание этого ФЛ.
Вероятно, это является критически важным для
эмбриогенеза, поскольку известно, что низкие со-
держания ФИ вызывают дефекты клеточного де-
ления.

В целом, полученные результаты позволяют
предположить, что ФЛ, в первую очередь, ФХ,
ФЭ и ФИ, участвуют в процессах эмбриогенеза в
тканях лиственницы сибирской in vitro на ранних
стадиях культивирования. Следует отметить, что
выявленные нами особенности состава ФЛ эм-
бриогенных клеточных линий Larix sibirica могут
быть полезны наряду с другими маркерами, таки-
ми как олеиновая кислота [3], при скрининге кле-
точных линий с целью отбора материала для кло-
нального размножения хвойных в культуре in vitro.
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