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В W�устойчивой клеточной линии сои, которую культивировали в присутствии
анионов WO4

2–; VO3
–; ClO3

– и на контрольной среде изучали динамику содер�
жания уровня свободного пролина. Селективные среды с ионами вольфрама
или ванадия содержали только нитраты; селективные среды с KClO3 содер�
жали либо нитратную, либо аммиачную форму азота. Уровень свободного про�
лина в клетках при культивировании в стрессовых условиях превышал конт�
рольный показатель от 1,5 до 4,9 раз. Однако комплексная устойчивость ли�
нии сои связана скорее с реализацией зависимых от условий культивирова�
ния механизмов его синтеза/деградации, отражающейся в различном харак�
тере колебаний уровня свободного пролина.
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Вступление. Для гарантированного отбора клеточных линий с по4
вышенным уровнем устойчивости к какому4либо стрессору (комп4

лексу стрессовых факторов) необходим выбор адекватного маркера се4
лекции. Это особенно актуально, поскольку некоторые авторы предпо4
лагают, что стресс4устойчивость контролируется всем генотипом рас4
тения [1].

Одним из признанных маркеров устойчивости растения считается
пролин. Многочисленные публикации свидетельствуют в пользу его
протекторного действия при стрессах. Одни авторы подчеркивают
осморегулирующие свойства пролина [2, 3]. Другие исследователи ука4
зывают на данную аминокислоту как на источник энергии, углерода и
азота в условиях вызванного стрессом дефицита ресурсов и снижения
активности ферментов синтеза [4–6]. Установлены также другие функ4
ции пролина, в том числе его роль в экспрессии генов [7,8].

В настоящее время известны два пути биосинтеза пролина: глута4
матный и орнитиновый [9]. Изучается катаболизм пролина и его регу4
ляция [10, 11]. Однако имеется немало публикаций, в которых отмечен
минорный вклад пролина в поддержание стресс4устойчивости геноти4
пов [12, 13]. В особенности это касается стрессов, вызванных действи4
ем ионов тяжелых металлов. Подавляющее большинство авторов свя4
зывают детоксикацию этих стрессовых агентов с образованием фито4
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хелатинов [14,15]. Индукцию этих со4
единений вызывают практически все
изучаемые в настоящее время ионы
металлов.

Проблема устойчивости к ионам тя4
желых металлов, несмотря на очевид4
ные достижения, далека от исчерпа4
ния. Во4первых, по причине чрезвы4
чайного генотипически зависимого
разнообразия уровней чувствительно4
сти к различным ионам. Во4вторых,
вследствие незначительного числа эк4
спериментально полученных форм ра4
стений. Иногда устойчивостью к ионам
тяжелых металлов отличались формы,
экспериментально отобранные по
признаку увеличения какого4либо био4
химического показателя, например
пролина [16]. В4третьих, изложенное
выше касается исключительно катио4
нов тяжелых металлов. В том случае,
если металл присутствует в составе
аниона, что делает его гораздо более
токсичным, сведения о механизмах
устойчивости вообще отсутствуют. До
настоящего времени известны еди4
ничные публикации, описывающие ре4
зультаты получения форм, устойчивых
к анионам тяжелых металлов. К тому
же это касается прокариот [17].

В наших экспериментах впервые
получены клеточные линии растений,
устойчивые к анионам вольфрама и
ванадия [18, 19]. В течение всего сро4
ка культивирования отобранные линии
сои отличались комплексной устойчи4
востью. Эти клоны росли на селектив4
ных средах с ионами WO4

2–; VO3
–, ус4

ваивая только нитратную форму азота.
Признак устойчивости у них сохраня4
ется более пяти лет. Такие условия
культивирования (сочетание W+6 и NO3

–

либо V+5 и NO3
–) совершенно исключе4

ны при выращивании нормальных кле4
точных культур, ввиду полного ингиби4
рования нитратредуктазы (НР) — пер4

вого фермента в цепи усвоения нитра4
тов. Кроме того, концентрации ионов
тяжелых металлов, используемые в
эксперименте, летальны для культур
дикого типа (‘‘абсолютный селектиру4
ющий фактор’’).

Чтобы установить, сопряжена ли
устойчивость экспериментально ото4
бранных клеточных линий сои с накоп4
лением свободного пролина, анализи4
ровали динамику его содержания в те4
чение пассажа. Для данной клеточной
линии этот вопрос представляет ис4
ключительный интерес. Ранее было
установлено отрицательное воздей4
ствие пролина на активность нитратре4
дуктазы [20, 21]. Устойчивая клеточная
линия растет, используя нитраты даже
в присутствии неорганических ингиби4
торов НР. Следовательно, и биохими4
ческая цепь метаболизма пролина
должна определяться активностью си4
стем усвоения азота вообще и с НР, в
частности.

Материалы и методы
Объектом исследования выступали

длительно культивируемые W4устойчи4
вые клеточные линии сои сорта Киев4
ская427. Ранее они были отобраны на
модифицированной селективной сре4
де В5 Гамборга, содержащей азот
только в форме нитрата и вольфрамат4
анион в концентрации 1мМ, летальной
для клеточных культур дикого типа. До
начала эксперимента данные клоны
культивировали на различных средах:
контрольной и четырех селективных
(1W; 1V; KClO3; KClO34м). Селективные
среды 1W и 1V различались селектив4
ными анионами: 1мМ ионов вольфра4
ма либо ванадия, соответственно.
Культуральные среды KClO3 и KClO3–м
различались формами азота в своих
составах: в первом случае присутство4
вал азот только в аммиачной форме, во
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втором — только нитратной. Стрессо4
ром выступал хлорат калия (20 мМ
KClO3). Количества азота были равны
во всех видах сред, кроме среды с
KClO3, концентрации ионов WO4

2–;
VO3

–; ClO3
– были летальны для клеточ4

ных культур дикого типа.
Пролин определяли в течение пас4

сажа по модифицированной методике
Чинарда [22]. Навеску растительной
ткани растирали в 10%4ном растворе
сульфосалициловой кислоты и фильт4
ровали. К 2,0 мл фильтрата прибавля4
ли 2,0 мл нингидринового реактива,
приготовленного без нагревания (к
1,25 г нингидрина прибавляли 30,0 мл
ледяной уксусной кислоты, 20,0 мл 6М
раствора ортофосфорной кислоты) и
2,0 мл ледяной уксусной кислоты. Ре4
акционную смесь выдерживали на во4
дяной бане при 100 о С в течение 1 часа.
По истечении времени смесь быстро
охлаждали до комнатной температуры
и переносили в делительную воронку
с 4,0 мл толуола. После встряхивания
окрашенный слой отделяли и колори4
метрировали против толуола при дли4
не волны λ=520 нм. Калибровочную
кривую строили по кристаллическому
пролину. Статистическую обработку
проводили по Рокицкому [23].

Результаты и обсуждение
Уровень свободного пролина — по4

казатель чрезвычайно динамичный [9,
24]. В связи с этим оценивать этот па4
раметр представляется целесообраз4
ным, соотнося со стадией развития
клеточной культуры. На рис. 1 и 2 пред4
ставлены данные по содержанию сво4
бодного пролина, измеренные на 7, 14
и 21 день пассирования. Первая точка
соответствует началу стадии макси4
мального деления клеток, которая
длится до 14 дня. Период с 14 по 21
день отражает стадию стационарного

роста клеток. С 21 дня культура начи4
нает стареть, а среда соответственно
исчерпывается и подсыхает.
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Рис. 1. Содержание свободного пролина в
клетках W4устойчивой линии сои при культиви4
ровании на селективных средах с ионами W+6 и
V+5
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Рис. 2. Содержание свободного пролина в
клетках W4устойчивой клеточной линии сои при
культивировании на селективных средах с до4
бавлением аммиачной (среда KClO3) и нитрат4
ной (среда KClO3–м) форм азота.

Рис. 1 отражает изменения уровня
свободного пролина в каллюсе W4ус4
тойчивой клеточной линии при ее куль4
тивировании в присутствии различных
анионов стрессоров. Поскольку в со4
ставе сред азот присутствует только в
виде нитратов, то весь измеряемый
пролин эндогенного происхождения.
Очевидно, что поддержание необходи4
мого его уровня обеспечивается за
счет его биосинтеза, а не за счет дег4
радации белков клетки, поскольку
культура растет, увеличивая биомассу.
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Однако интенсивность его синтеза (до
14 дня) различна, что скорее всего яв4
ляется результатом влияния вольфра4
мата и ванадата на поглощение нитра4
тов и активность нитратредуктазы [25].
Не исключено также, что содержание
пролина в начале стадии экспоненци4
ального роста является ответной реак4
цией W4устойчивой клеточной линии на
летальную дозу другого стрессора —
оксианиона ванадия. Снижение уров4
ня свободного пролина к 21 дню куль4
тивирования указывает на снижение
синтетической активности клеток в
стареющей культуре.

На рис. 2 отображены колебания
уровня свободного пролина в клетках
W4устойчивой линии сои при культиви4
ровании на средах с хлоратом калия,
различавшихся по типу использования
азота. Среда KClO3 содержит только
аммиачную форму, поэтому высокий
уровень пролина в каллюсе при выра4
щивании на среде KClO3 может под4
держиваться и за счет его синтеза из
аминокислотного пула по глутаматно4
му пути, и за счет прямого потребле4
ния из культуральной среды. В среде
KClO34м присутствует азот только в
нитратной форме. Поэтому весь име4
ющийся пролин эндогенного проис4
хождения. Уровень аминокислоты ко4
леблется в пределах пассажа. Наблю4
даемая тенденция к ее снижению на 14
день может указывать на повышенное
потребление пролина делящимися ра4
стущими клетками, поскольку на конец
24ой недели культивирования прихо4
дится завершение стадии логарифми4
ческого роста. Далее уровень проли4
на снова растет. К концу пассажа (21
день) содержание пролина выравнива4
ется за счет увеличения его синтеза у
клеток, растущих на среде KClO34м.

Селективные среды, на которых
культивировали W4устойчивую клеточ4

ную линию сои, содержат химические
соединения, оказывающие ингибиру4
ющее действие на фермент нитратре4
дуктазу. Однако наблюдаемый в экспе4
рименте синтез пролина в клетках кал4
люса, культивируемых на средах 1V;
1W; KClO34м, прямо свидетельствует в
пользу усвоения нитратов, т.е. наличия
события ферментативной нитрат4ре4
дукции. В составе среды KClO3 присут4
ствует азот только в аммиачной фор4
ме. В тоже время говорить об отсут4
ствии активности НР некорректно, по4
скольку субстратом для данного фер4
мента являются не только ионы NO3

–,
но и ионы ClO3

–. (На свойстве НР вос4
станавливать хлораты в хлориты
основан метод отбора дефектных по
нитратредуктазе клеточных линий ра4
стений). W4устойчивая линия сои рас4
тет (увеличивает биомассу) на всех
вариантах селективных сред. Рост
обеспечивается за счет активного фун4
кционирования ферментов метабо4
лизма, что отражается, в том числе, и
на динамике накопления/расходова4
ния свободного пролина.

Очевидно, что колебания содержа4
ния свободного пролина в ходе экспе4
римента связано с изменениями со4
стояния культуры. Изменения обуслов4
лены двумя причинами. С одной сто4
роны (как указывалось выше), это ес4
тественные “возрастные” изменения
клеточной системы in vitro. С другой —
это адаптация к конкретному стрессо4
вому агенту. О реакции на присутствие
стрессора указывало увеличение аб4
солютной величины измеряемого па4
раметра. При культивировании в нор4
мальных условиях уровень свободно4
го пролина в точке максимума соответ4
ствовал 1,9 ± 0,62 мг %/г сырой мас4
сы, что меньше значений в стрессовых
условиях от 1,5 до 4,9 раз (рис. 3). По4
лученные количественные показатели
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содержания свободного пролина отве�
чают этим параметрам, приводимым
другими исследователями, которые
поддерживают гипотезу о ведущей
роли пролина в стресс — устойчивос�
ти растений [9].
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Рис. 3. Содержание свободного пролина в
клетках W�устойчивой клеточной линии сои при
культивировании в нормальных условиях.

Однако сравнение абсолютных ве�
личин содержания свободного проли�
на при стрессе и в нормальных усло�
виях, с нашей точки зрения не вполне
корректно, поскольку само по себе не
дает ответа на вопрос о реальной роли
пролина в устойчивости к конкретно�
му стрессору. Ранее мы отмечали вы�
сокий уровень пролина у клеточных
линий табака, культивируемых в усло�
виях осмотического стресса [26]. Од�
нако тогда это событие было следст�
вием деградации эндогенных белков
(вначале), а затем и структурных
компартментов клетки. В конце пасса�
жа культура клеток табака погибала.
В пользу устойчивости больше свиде�
тельствует динамика содержания про�
лина, поскольку является следствием
функционирования систем его синте�
за/деградации у растущих культур.
W�устойчивая клеточная линия сои
росла в присутствии различных анио�
нов�стрессоров. Увеличение клеточ�
ной биомассы — свидетельство рези�
стентности культуры. В ходе роста на
различном стрессовом фоне у данной
линии отмечали различия в изменени�

ях содержания свободного пролина.
Динамика колебаний может указывать
на различную активность и направлен�
ность физиологических процессов при
комплексной устойчивости. Можно
предположить, что характер измене�
ний уровня свободного пролина на
фоне действия различных стрессоров,
может быть отражением комплексной
устойчивости растительных клеток.

Выводы
Динамика изменений уровня сво�

бодного пролина в каллюсе устойчи�
вой линии сои связана со стадией раз�
вития культуры и типом селективного
давления.

При культивировании каллюса на
среде с ионами W+6 отмечалось после�
довательное возрастание (7–14 день)
— убывание (14–21 день) содержания
свободного пролина. При культивиро�
вании на среде с ионами V+5 наблюда�
ли его постепенное убывание (14–21
день).

Уровни свободного пролина у ус�
тойчивой клеточной линии сои при
культивировании на селективных сре�
дах с ионами W+6 и V+5 от начала ста�
дии стационарного роста клеток (14
день) не различаются по абсолютной
величине и динамике изменений, что
указывает на аналогичные механизмы
метаболизма эндогенного пролина.

Динамика изменения уровней сво�
бодного пролина у устойчивой клеточ�
ной линии сои при культивировании на
средах, содержащих альтернативные
(нитратную и аммиачную) формы азо�
та, указывает на различное происхож�
дение аминокислоты.

В поддержании устойчивости кле�
точной линии сои при ее культивиро�
вании на различном стрессовом фоне
имеет значение не абсолютная величи�
на содержания свободного пролина, а
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колебания его уровня, свидетельству4
ющие в пользу активности его меха4
низмов синтеза/деградации.
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ВАРІЮВАННЯ РІВНЯ ВІЛЬНОГО ПРОЛІНУ
У W�СТІЙКОЇ КЛІТИННОЇ ЛІНІЇ СОЇ
ПРИ КУЛЬТИВУВАННІ НА РІЗНОМУ
СТРЕСОВОМУ ФОНІ

С.І. Михальська, О.І. Порецька,
Л.Є. Сергєєва

Інститут фізіології рослин та генетики НАН
України, Україна, 03022, Київ, вул. Василь�
ківська, 31/17 e�mail: dubrovny@ukr.net

У W�стійкої клітинної лінії сої, яку культиву�
вали в присутності аніонів WO4

2–; VO3
–;

ClO3
– та на контрольному середовищі дос�

ліджували динаміку вмісту рівня вільного
проліну. Селективні середовища з іонами
вольфраму або ванадію містили лише
нітрати; селективні середовища з KClO3
містили або нітратну, або аміачну форму
азоту. Рівень вільного проліну в клітинах
при культивуванні за стресових умов пере�
вищував контрольний показник від 1,5 до
4,9 разів. Однак, комплексна стійкість лінії
сої пов’язана скоріше з реалізацією залеж�
них від умов культивування механізмів син�
тезу/деградації, яка відображається в
різному характері коливань рівня вільного
проліну.

Ключові слова: соя, пролін, іони вольфра�
му та ванадію, хлорати, стійкість.

THE FREE�PROLINE LEVEL VARIATION IN
THE W�RESISTANT SOYBEAN CELL LINE
DURING CULTIVATION UNDER VARIOUS
STRESS CONDITIONS

S.I. Mikhalskaya, E.I. Poretskaya, L.E.
Sergeeva

Institute of Plant Physiology and Genetics NAS
of Ukraine, Ukraine, 03022, Kyiv, Vasilkovska
str., 31/17 e�mail: dubrovny@ukr.net

There was investigated the free proline levels
fluctuations in calli of the W�resistant soybean
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cell line, cultivated at presence of WO4
2–;

VO3
–; ClO3

– anions and on the control
medium. Selective media with tungsten or
vanadium ions contained only nitrates, where
as selective media with KClO3 contained
either nitrates or ammonium forms of
nitrogen. The cell free proline levels during
cultivation under stress conditions were from
1,5 to 4,9 times higher than the control one

was. However, the cell combined stress
resistance is rather reflected through various
types of proline level fluctuations. The lasts
are the result of the developed condition4
dependent mechanisms of the proline
synthesis/degradation.

Key words: soybean, proline, tungsten and
vanadium ions, chlorate, resistance.


