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 В росте и развитии растений важную роль игра�
ют такие продукты вторичного метаболизма, как
фенолкарбоновые кислоты (ФК) и, в частности,
оксибензойные и оксикоричные, а также их произ�
водные (Запрoметов, 1993). В растениях оксико�
ричные кислоты (п�кумаровая, кофейная, феруло�
вая, синаповая) обладают разными физиологиче�
скими функциями. Опосредуя действие таких
ростовых веществ, как цитокинин, производные
ФК контролируют деление и расширение клеток
(Teutonico et al., 1991). Благодаря природным анти�
оксидантным свойствам, эфиры оксикоричных
кислот, в частности, хлорогеновая кислота, могут
защищать липиды от перекисного окисления in vivo
(Rice�Evans et al., 1997). По некоторым данным ок�
сикоричные кислоты обладают антимутагенными
свойствами (Ferguson et al., 2003) и могут влиять на
апоптоз клеток (Tamagnon et al., 1998; Ванюшин
и др., 2004, Дубравина и др., 2005). Поскольку ФК в

свободной форме потенциально токсичны для
клетки, они находятся в растениях главным обра�
зом в связанной форме и конъюгированы с сахара�
ми или органическими кислотами.

Помимо участия в синтезе лигнина, фенилпро�
пановые единицы которого являются производны�
ми оксикоричных кислот, ФК используются в росте
клеток и создании структуры первичных клеточных
стенок. Димеризованные оксикоричные кислоты,
такие как диферуловая кислота, могут поперечно
связывать как сами пектины, так и пектины с дру�
гими нецеллюлзными полисахаридами и протео�
гликанами (Fry, 1993, 2004; Waldron et al., 1997; Ан�
тонова, 1999). 

Тесно связанные с компонентами клеточных
стенок ФК выделяются из ткани только растворами
щелочи или кислоты, разрушающими эти связи, и
такой метод их выделения используется в большин�
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Содержание и состав фракций спирторастворимых фенолкарбоновых кислот (ФК) изучали в связи
с ростом клеток ксилемы в ходе образования годичного прироста древесины в стволах сосны обык�
новенной. Клетки камбиальной зоны, двух этапов роста растяжением и начала вторичного утолще�
ния (до лигнификации) в период формирования ранней ксилемы последовательно выделялись из
отрезков ствола 25�летних деревьев сосны при постоянном анатомическом и гистохимическом кон�
троле. Содержание свободных и связанных форм, а в их составе простых и сложных эфиров ФК, из�
влеченных из тканей 80%�ным этанолом, рассчитывали на сухой вес и на клетку. Содержание, со�
отношение фракций и состав кислот значительно меняются от камбиальной зоны до начала вторич�
ного утолщения трахеид, и характер варьирования зависит от метода расчета. В расчете на клетку
количество свободных и связанных ФК, а в их составе сложных и, особенно, простых эфиров, уве�
личивалось на первом этапе роста растяжением, снижалось на втором и вновь возрастало в начале
отложения вторичной стенки. В зависимости от стадии развития клеток пул связанных кислот пре�
вышал пул свободных в 2–5 раз. В составе свободных оксикоричных кислот доминировали синапо�
вая и феруловая кислоты. Состав и содержание оксикоричных кислот в простых и сложных эфирах
тоже зависели от этапа развития клеток. В камбии основными агликонами в простых эфирах были
п�кумаровая и синаповая, на других стадиях развития – синаповая и кофейная. Сложные эфиры
камбия включали главным образом п�кумаровую кислоту, а других этапах развития – синаповую и
феруловую кислоты. На первых стадиях роста бензойная кислота входила в состав главным образом
в сложные эфиры. Пул этих эфиров от первой фазы роста к началу утолщения стенок уменьшался.
Соответственно повышался уровень свободной бензойной кислоты. 
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стве работ, посвященных изучению ФК в растени�
ях, например, в двудольных (Lozovaya et al., 1999).
Несвязанные с компонентами стенок бензойные и
оксикоричные кислоты и их производные извлека�
ются такими органическими растворителями как
спирты или их водные растворы.

Уровень таких спирторастворимых фенолов за�
висит от степени дифференциации тканей, как это
было обнаружено в каллусных культурах чайного
растения (Загоскина и др., 1994) и при развитии зе�
рен ржи (Weidner et al., 2000). Было показано, что
общих фенольных соединений, а в их составе ФК в
расчете на сухой вес, больше в начале развития, чем
на конечных стадиях созревания (Weidner et al.,
2000). 

ФК и их роль в процессе роста изучалась в основ�
ном на однодольных и двудольных растениях. Зна�
чительно меньше исследований было посвящено
ФК в связи с ростом древесных растений, в том чис�
ле хвойных. Исследуя образование ранних и позд�
них трахеид в стволах лиственницы сибирской, мы
нашли, что содержание свободных и связанных
ФК, а также их состав, зависит как от стадии диф�
ференциации клеток, так и типа (ранней или позд�
ней) ксилемы, которая формируется в данный пе�
риод вегетации (Чаплыгина, 2007). Изменение
фракционного состава и содержания ФК в ходе ро�
ста трахеид лиственницы коррелировало с содержа�
нием и соотношением аскорбиновой (АК) и дегид�
роаскорбиновой (ДАК) кислот (Антонова и др.,
2005). В тканях растений от соотношения этих кис�
лот, которое определяет их окислительно�восстано�
вительный потенциал, зависит процесс сшивания
полисахаридов (Zarra et al., 1999) и полимеризация
монолигнолов – предшественников лигнина (Taka�
hama, 1993, 1994). Считают, что аскорбиновая кис�
лота регулирует количество коричных кислот до�
ступных действию пероксидаз, присутствующих в
стенке, и пока аскорбат доступен для перекиси во�
дорода, процессы сшивки и полимеризации в стен�
ке тормозятся (Takahama, Oniki, 1997). Например,
зоне активного роста корней огурца соответствует
повышенное содержание АК и определенное соот�
ношение АК/ДАК, которое в апопласте и симпла�
сте изменяется вдоль оси роста корня (CoVrdoba�Pe�
dregosa et al., 2003; Ros�BarceloV et al. 2006). На гипо�
котилях сосны было показано, что высокое
содержание АК благоприятствует их росту, но с
уменьшением ее количества вдоль оси рост гипоко�
тилей тормозится (SaVnchez et al., 1997; Zarra et al.,
1999). Предполагают, что ограничение роста клеток
гипокотилей происходит в результате образования
диферуловых мостиков между полисахаридами
клеточной стенки под действием пероксидаз, при�
сутствующих в стенке. 

Мы изучали содержание и соотношение аскор�
бата и дегидроаскорбата в растущих клетках ксиле�
мы при образовании годичного слоя в стволах дере�

вьев сосны обыкновенной (Антонова и др., 2009).
Было найдено, что каждая из стадий дифференциа�
ции клеток характеризуется определенным уровнем
АК и ДАК. Такие изменения в метаболизме должны
влиять на содержание и фракционный состав ФК, а
это, в свою очередь, на ростовые процессы. Поэто�
му следующим этапом исследования явилось изуче�
ние содержания и состава свободных и связанных
форм ФК.

В работе изучались спирторастворимые ФК, их
фракционный состав и содержание оксикоричных
кислот на этапах образования и роста ранних трахе�
ид при формировании годичного прироста древе�
сины в стволах сосны обыкновенной. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом исследования служили слои клеток
развивающегося годичного слоя ксилемы, получен�
ные в начале июня из стволов двух интактных 20–
25 летних деревьев сосны обыкновенной (Pinus
sylvestris L.), растущих в посадках Погорельской
экспериментальной базы Института. 

Стволы распиливали по мутовкам, удаляли кору,
непроводящую и проводящую флоэму, и методом
микрорассечения с помощью скальпеля собирали
слои клеток, постоянно контролируя гистохимиче�
ски стадию их развития, как было сделано ранее
(Антонова и др., 2009). В качестве красителей при�
меняли крезил�виолет, позволяющий, благодаря
метахромазии, визуально определять принадлеж�
ность клеток к фазам дифференциации (Антонова,
Шебеко, 1981), а также реактив Визнера (флоро�
глюцин – соляная кислота) для определения начала
лигнификации. 

Были получены клетки камбиальной зоны
(Кам), зоны роста растяжением и начала вторично�
го утолщения. В начале июня, когда идет образова�
ние ранней ксилемы, зона роста растяжением со�
держала, как обычно в это время сезона, достаточ�
ное большое (до 10–14) число клеток, что
позволило разделить ее на две подзоны. Одна из них
прилегала к камбиальной зоне, т.е. клетки ксилемы
находились в первой фазе роста радиального диа�
метра (Рост1), а вторая часть прилегала к зоне отло�
жения веществ вторичной стенки и находились со�
ответственно во второй фазе (Рост2). В тот же пери�
од развития в формирующемся годичном слое
присутствовали клетки первого этапа вторичного
утолщения, в которых отмечалось отложение вто�
ричной стенки, но лигнификация не наблюдалась
(D1). Начало роста клеток растяжением отмечали
по видимому увеличению радиальных размеров
клеток, начало отложения веществ вторичных сте�
нок – по появлению окаймления пор, что характер�
но для начала отложения вторичной стенки трахеид
(Murmanis, Sachs, 1969). 
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Полученный материал по мере отбора погружа�
ли в этанол (конечная концентрация спирта была
не более 80%), взвешивали и хранили в холодиль�
нике до анализа. Вес полученных образцов опреде�
ляли с учетом веса 96% спирта, использованного
для фиксации. Одновременно отбирали навески
ткани на мацерацию и для определения влажности
ткани. Мацерацию тканей проводили по методи�
кам, примененным в работе (Москалева, 1958;
Одинцов и др., 1967). Число клеток в мацерате под�
считывали с помощью камеры Фукса�Розенталя. 

Анализ материала 

Суспензию, полученную при фиксации матери�
ала, фильтровали, твердые остатки растирали в
ступке с жидким азотом и экстрагировали 80% вод�
ным этанолом при комнатной температуре с перио�
дическим помешиванием и сменой растворителя
через 12 часов до отрицательной реакции на углево�
ды (Dubois et al., 1956). Фильтрат и экстракт объеди�
няли и общий объем раствора замеряли. 

Аликвоту раствора (20–50 мл, в зависимости от
веса исходного материала) выпаривали до сухого
состояния, сухие вещества обрабатывали водой и
хлороформом. Водный слой после хлороформа ис�
пользовали для определения углеводов, уроновых
кислот, аскорбиновой и дегидроаскорбиновой кис�
лот и общего содержания фенолов. Такой ком�
плексный подход дает возможность сравнивать ди�
намику исходных метаболитов и фенольных соеди�
нений, а также определять функциональные
зависимости между ними. 

Аликвоту водного раствора после добавления
соляной кислоты до рН 2.5–3 трижды обрабатыва�
ли эфиром. Объединенные эфирные вытяжки
выпаривали на воздухе досуха, остаток растворя�
ли в 3 мл ацетона и в растворе определяли сво�
бодные ФК. 

Водный слой после отделения эфира использо�
вали для определения связанных форм ФК. Слож�
ные эфиры определяли после щелочного гидроли�
за. Сложноэфирные связи устойчивы к воздей�
ствию кислот, но легко разрушаются щелочью даже
при комнатной температуре (Enoki et al., 1983). К
аликвоте водного слоя добавляли равный объем 4н
гидроокиси натрия. Раствор выдерживали при ком�
натной в температуре в течение 2 часов, после чего
осторожно добавляли 18% HCl до рН 2.0–2.5. Под�
кисленный раствор обрабатывали трехкратно эфи�
ром, объем водного слоя измеряли, а эфирный слой
выпаривали на воздухе. Сухой остаток растворяли в
3 мл ацетона и раствор использовали для определе�
ния сложных эфиров ФК. 

После отделения эфирной вытяжки к водному
слою добавляли 18% HCl до конечной концентра�
ции 2 н, и раствор выдерживали при температуре
100°С в течение 1 часа. К гидролизату осторожно
добавляли 4 н NaOH до рН 2.0–2.5 и затем три раза

обрабатывали эфиром. Эфирные вытяжки выпари�
вали на воздухе. Сухой остаток растворяли в 3 мл
ацетона и в аликвоте определяли содержание про�
стых эфиров ФК. 

Содержание свободных и сложных форм ФК
определяли с реактивом Фолин�Дениса по способу,
позволяющему определять фенолы в присутствии
белка (Jennings, 1981). Оптическую плотность изме�
ряли при λ = 760 нм, используя кювету с толщиной
слоя 1см. Калибровка проводилась по тирозину (0–
100 мкг/мл). 

Определение состава ФК

Аликвоту ацетоновых вытяжек высушивали, су�
хой остаток растворяли в 0.1 мл ацетона. Состав
свободных и связанных ФК анализировали мето�
дом ТСХ, используя в качестве носителя пластинки
“Silufol UV�254”. После нанесения пятен (объем
пятен от 0.01−0.02 мл) пластинки обрабатывали па�
ром, подсушивали на воздухе и помещали в камеру
со смесью бензол−уксусная кислота (9 : 1). Кислоты
идентифицировали по Rf метчиков и УФ�спектрам
индивидуальных пятен. Коричную и бензойную
кислоты после удаления с подложки экстрагирова�
ли 3 мл этанола. Затем хроматограммы опрыскива�
ли смесью 0.5% раствора п�нитроанилина в 2 н НCl,
5% NaNO3 и 20% ацетата натрия в воде (5 : 5 : 20, по
объему). Пятна кислот соскребали и экстрагирова�
ли 3 мл этанола. Поглощение раствора определяли
при длине волны, наиболее характерной для каж�
дой кислоты. Содержание кислоты рассчитывали
по уравнению, найденному по калибровочной кри�
вой, построенной для соответствующего метчика
после хроматографирования его в указанных выше
условиях. 

Все операции, начиная с обработки спиртовых
экстрактов, проводили в двукратной повторности,
аналитическое определение веществ − не менее чем
в трехкратной повторности. Все результаты анали�
зов рассчитывали на сухую массу ткани и на клетку.
Статистическую обработку результатов проводили
по методу параметрического сравнения средних. На
рисунках в барах показана относительная величина
погрешности. 

Определение состава кислот проводили в 5–
7 кратной повторности при постоянном соблю�
дении объемов растворов. На рисунках содержа�
ние выражено как мол/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Содержание спирторастворимых фенольных со�
единений (ФС) на этапах развития трахеид в фор�
мирующемся слое ксилемы в начале июня, рассчи�
танное на сухой вес и на клетку, представлено на
рис. 1. Как показывают данные, изменение содер�
жания ФС по этапам развития зависит от метода
расчета данных. Так минимальное содержание ФС
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отмечается на втором этапе роста растяжением при
расчете на сухую навеску и в камбиальной зоне при
расчете на клетку. С переходом ксилемных произ�
водных камбия к росту растяжением содержание
ФС в клетках возрастает более чем в три раза, но уже
во второй фазе роста значительно снижается. С на�
чалом образования вторичной клеточной стенки их
количество снова увеличивается.

Уровень свободных ФК тоже связан со стадией
развития клеток, и его изменение подобно измене�
нию ФС (рис. 2). Но в зоне камбия содержание сво�
бодных ФК при обоих методах расчета было наи�
меньшим по сравнению с другими этапами разви�
тия клеток, а в D1 их уровень оказался наиболее
высоким. В фазу роста содержание свободных форм
ФК снижается от первой стадии ко второй. 

Содержание простых и сложных эфиров ФК то�
же изменяется по этапам развития (рис. 3). При
этом простых эфиров ФК в клетках было в два�пять
(от Кам к D1) раз больше, чем сложных. В то же вре�
мя общие тенденции варьирования ФК с двумя ти�
пами связи сохраняются. После зоны камбия коли�
чество эфиров ФК с кислотолабильными и, в мень�
шей степени, щелочелабильными связями в первой
фазе роста растяжением увеличивается, а во
второй – уменьшается. В начале утолщения вто�
ричной стенки перед лигнификацией содержание
простых эфиров кислот резко повышается. 

Индивидуальный состав свободных и связанных
ФК тоже изменяется по стадиям роста ранних тра�
хеид (рис. 4). Из свободных оксикоричных кислот
п�кумаровая кислота обнаруживалась только в Кам,
тогда как кофейная, феруловая и синаповая кисло�
ты помимо Кам присутствовали на всех этапах раз�
вития клеток (рис. 4а). В начале роста их содержа�
ние увеличивалось, но далее изменялось дифферен�
цированно. Уровень кофейной кислоты, которая
является предшественником феруловой, был при�
мерно постоянным в ходе роста и повышался в D1.
Пул феруловой увеличивался после Кам вдвое, по�
вышался в Рост2 и незначительно в D1. Пул сина�
повой на первой ступени роста возрастал по сравне�
нию с Кам в 2.5 раза, практически не менялся на
втором этапе и почти в два раза повышался перед
лигнификацией. Очевидно, что активность гидрок�
силаз и метил�трансфераз, участвующих в гидрок�
силировании и метилировании оксикоричных кис�
лот (Witten, Sideroff, 1995), тоже дифференцирован�
но меняется в процессе роста клеток и в начале
отложения их вторичных стенок. 

На хроматограммах было отмечено также пятно
кислоты, располагавшееся рядом с феруловой, даю�
щее голубое свечение в УФ свете и красно�коричне�
вое окрашивание с п�нитроанилином. УФ спектр
кислоты был аналогичен спектру феруловой, что
позволило отнести его к цис�форме этой кислоты.
Ее присутствие было отмечено в Кам и в D1, однако
полная идентификация не была проведена. 

Коричная кислота, как предшественник оксико�
ричных кислот, в свободной форме в Кам отсут�
ствовала, от Рост1 до Рост2 увеличивалась в 2 раза и
снижалась незначительно в D1. Из бензойных кис�
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Рис. 1. Содержание ФС в клетках камбиальной зоны
(Кам), двух этапов зоны роста растяжением (Рост1 и
Рост2) и начального этапа развития вторичной стенки
(D1) при формировании годичного прироста в стволе
сосны обыкновенной в начале июня: 1 – % сух. массы;
2 – мг × 10–6 на клетку.
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Рис. 2. Содержание свободных ФК в клетках камбиаль�
ной зоны (Кам), двух этапов зоны роста растяжением
(Рост1 и Рост2) и начального этапа развития вторичной
стенки (D1) при формировании годичного прироста в
стволе сосны обыкновенной в начале июня: 1 – % сух.
массы; 2 − мг × 10–6 на клетку.
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Рис. 3. Изменение количества простых (1) и сложных (2)
эфиров ФК на стадиях дифференциации ранних трахе�
ид при формировании годичного прироста в стволе сос�
ны обыкновенной в начале июня. Обозначения стадий
развития как на рис. 1.
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лот в свободной форме в Рост1 присутствовали
п�оксибензойная (следовые количества) и бензой�
ная. Количество последней в зоне роста было по�
стоянным, но увеличивалось в D1 в более чем в два
раза по сравнению с Рост2 (рис. 5). Между корич�
ной и бензойной кислотами располагались три пят�
на, дающие голубое свечение в УФ и ярко�малино�
вые или сине�фиолетовые пятна с п�нитроанили�
ном в 2н HCl. По поведению в нейтральной и
кислой средах эти соединения были условно отне�
сены к антоцианинам, ацилированным оксикорич�
ными кислотами. 

Состав связанных оксикоричных кислот и соот�
ношение форм тоже менялись в ходе развития кле�
ток (рис. 4б, в). Агликонами в простых эфирах (гли�
козидах) в Кам были в уменьшающемся порядке
синаповая, п�кумаровая, феруловая и кофейная
кислоты (рис. 4б). На первом этапе роста по сравне�
нию с Кам пул гликозидов, содержащих п�кумаро�
вую кислоту, падал более чем в шесть раз, повыша�
ясь, однако, на второй ступени роста. Гликозиды
кофейной кислоты, увеличиваясь после Кам, оста�
вались на одном уровне в период роста клеток и
снова повышались к D1. Пул гликозилированных
производных феруловой вдвое повышался в Рост1,
снижался в Рост2, увеличиваясь затем в D1. Если
рассматривать пятно выше феруловой как изо�фе�
руловую кислоту, можно отметить, что ее содержа�
ние, увеличиваясь от Кам к Рост1, снижается незна�
чительно в Рост2 и снова повышается в D1. Но в D1
феруловой, даже с учетом изо�формы феруловой,
было в два раза меньше, чем синаповой. Простые
эфиры с синаповой кислотой, слегка увеличиваясь
после Кам, в период роста были практически на од�
ном уровне и резко возрастали перед лигнификаци�
ей. В Рост2 и D1 присутствовали также эфиры ко�
ричной и ванилиновой кислоты. 

В составе сложных (щелочелабильных) эфиров в
Кам основным агликоном тоже была п�кумаровая
кислота. Ее пул уменьшался в процессе роста, тогда
как пул эфиров, в составе которых входили кофей�
ная и феруловая кислоты, повышался на первой
стадии (рис. 4в) и падал на второй. К D1 пул кофей�
ной кислоты практически не изменялся, в то время
как для п�кумаровой и феруловой наблюдалась тен�
денция к увеличению. Пул эфиров с синаповой
кислотой в период роста был самым значительным
и особенно возрастал в D1. Кроме того, в Рост2 и D1
появлялась изо�феруловая кислота. На всех стадиях
развития в составе сложных эфиров обнаружива�
лась коричная кислота − предшественник п�кума�
ровой. Сиреневая, как результат β�окисления сина�
повой, наблюдалась только в камбии.

Бензойная кислота в свободной форме, как упо�
миналось выше, отсутствовала в Кам и в основном
входила в состав сложных эфиров, уровень которых
уменьшался от Рост1 к D1 (рис. 5). 
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Рис. 4. Изменение содержания и состава свободных (а),
простых (б) и сложных (в) эфиров оксикоричных
кислот (син − синаповая, фер − феруловая, коф −
кофейная, п�кум − п�кумаровая) по стадиям дифферен�
циации ранних трахеид при формировании годичного
прироста в стволе сосны обыкновенной в начале июня.
Обозначения стадий развития как на рис. 1.

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

С
о

де
р

ж
ан

и
е,

 µ
м

о
ль

/м
л

Кам Рост1 Рост2 D1
Стадии развития клеток

0

1

2
3

Рис. 5. Изменение содержания свободной бензойной
кислоты (1) и ее гликозидов (2) и сложных эфиров (3) в
клетках ксилемы по стадиям дифференциации ранних
трахеид при формировании годичного прироста в ство�
ле сосны обыкновенной в начале июня. Обозначения
стадий развития как на рис. 1.
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Данные показывают изменение содержания и
состава фракций спирторастворимых ФК по этапам
дифференциации клеток ксилемы сосны. 

Изменения в составе фракций ФК при развитии
первичной стенки трахеид можно сопоставить с ди�
намикой роста клеток в зоне. Как было установле�
но, рост первичных стенок трахеид сосны обыкно�
венной наиболее интенсивно происходит на пер�
вых этапах, а затем скорость роста снижается
(Антонова, Шебеко, 1985; Антонова, 1999). Такая
динамика соответствует варьированию общих ФС
(рис. 1), свободных и связанных форм ФК в зоне
(рис. 2, 3). Относительное содержание свободных
ФК в составе ФС клеток камбиальной зоны и пер�
вой фазы роста составляло 12.5 и 12.8% соответ�
ственно. Это означает, что пул свободных ФК в на�
чале развития трахеид поддерживается на опреде�
ленном уровне, поскольку свободные ФК являются
потенциальными ядами для клетки. Хотя во второй
фазе роста абсолютное количество свободных ФК
уменьшается, их содержание в составе ФС увеличи�
вается до 22.5%, т.е. идет относительное накопле�
ние фракции свободных ФК. В то же время на фоне
снижения общего количества свободных форм ФК
в Рост2 (рис. 2) суммарное содержание оксикорич�
ных кислот в них возрастает, что, по�видимому, вы�
звано изменением соотношения оксикоричных и
бензойных кислот. Так отношение суммы оксико�
ричных кислот и бензойной кислоты в начале роста
составляет 2.9, а во второй фазе роста уже 3.4. Оче�
видно, что в ходе роста растяжением трахеид в со�
ставе ФС начинает превалировать свободные ФК, а
в их составе − оксикоричные кислоты. 

Со снижением интенсивности роста сопряжено
не только падение общего содержания свободных
ФК. Одновременно падает уровень их простых и
сложных эфиров (рис. 3). Изменения на втором эта�
пе роста свободных и связанных форм, которые
служат транспортными формами ФК в апопласт,
указывает, с одной стороны, на использование свя�
занных форм в процессе формирования структуры
первичных стенок, с другой − на торможение синте�
за их эфиров. Об этом дополнительно свидетель�
ствует увеличение свободных оксикоричных кислот
за счет феруловой и синаповой во второй фазе роста
(рис. 4а).

Пул простых эфиров, доминирующих в связан�
ных ФК, повышался от Кам к Рост1 на 75.5%, а пул
сложных эфиров − на 56%. В Рост2 количество про�
стых и сложных эфиров уменьшалось неравномер�
но. Пул простых снизился на 47%, а сложных –
только на 26%. Это означает, что при создании
структуры первичных стенок в основном использу�
ются ФК, входящие в состав простых эфиров. В
свою очередь, это свидетельствует о преимуще�
ственном, в сравнении с эстеразами, постепенном

увеличении активности гидролаз во второй фазе
роста. 

Вторичное утолщение является следующей ста�
дией дифференциации трахеид, а ее начало, когда
лигнификация еще не началась, − важным подгото�
вительным этапом к этому процессу. В D1 увеличи�
вается содержание свободных и связанных форм
ФК. Пул простых эфиров после Рост2 увеличивался
в 1.7 раз, тогда как сложных эфиров – в 1.4 раза. Не�
смотря на колебание содержания фракций ФК, от�
ношение кислотолабильных форм к щелочелабиль�
ным постепенно увеличивается от Кам к D1 с 0.55
до 0.2, свидетельствуя о преимущественном образо�
вании простых эфиров перед лигнификацией. Оче�
видно, что изменения разных фракций ФК в зоне
роста растяжением связаны с динамикой роста пер�
вичных стенок трахеид, а в начале вторичного утол�
щения – с подготовкой к процессу лигнификации.
Таким образом, клетка регулирует образование гли�
козидов и сложных эфиров кислот и их использова�
ние. 

Не рассматривая детально метаболизацию всех
оксикоричных кислот, следует рассмотреть измен�
чивость феруловой и синаповой кислот, учитывая
ингибирующее действие первой на рост, а также ее
роль в связывании полисахаридов клеточной стен�
ки (Fry, 1986; Waldron et al., 1997) и в биосинтезе гва�
яцилпропановых единиц лигнина хвойных. 

Синаповая кислота в свободной форме была ос�
новной из этих двух кислот от Кам и до D1, что ука�
зывает на активные процессы гидроксилирования
феруловой кислоты и последующего метилирова�
ния ее производного, особенно в начале вторичного
утолщения. Это совпадает с более низким уровнем
феруловой кислоты по сравнению с синаповой.
Практически постоянный уровень синаповой в
первой и второй фазах роста и повышение уровня
феруловой кислоты, начиная со второго этапа роста
растяжением, может быть следствием снижения ак�
тивности гидроксилаз и 5�метил�транферазы. Пе�
ред лигнификацией разница между уровнями кис�
лот особенно усиливается, даже если учесть присут�
ствие изо�феруловой кислоты. 

Снижение пулов простых и сложных эфиров фе�
руловой кислоты может быть результатом исполь�
зования их, после расщепления гидролазами и эсте�
разами в апопласте, для сшивания гемицеллюлоз
клеточной стенки. Как было показано ранее, в пер�
вый период роста клеток сосны уровень АК выше,
чем во втором (Антонова и др., 2009), т.е. в начале
превалируют процессы синтеза и восстановления
АК, тогда как во второй фазе роста преобладают
окислительные процессы. Это согласуется с поло�
жением, что высокое содержание АК тормозит про�
цессы сшивки гемицеллюлоз через дифереуловые
мостики (Fry, 1993; Waldron et al., 1997), и соответ�
ствует повышенному содержанию гликозидов и
сложных эфиров феруловой кислоты на первом
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этапе роста. Снижение пула АК и отношения
АК/ДАК на втором этапе совпадает с падением
уровня как гликозидов, так и сложных эфиров фе�
руловой кислоты, что в свою очередь может указы�
вать на расходование ее для создание связей между
компонентами первичных стенок. 

Согласно Хореману и др. (Horemans et al., 2000)
концентрация АК в апопласте по сравнению с сим�
пластом низкая. Но нужно учесть, что пул АК мо�
жет пополняться прямо в апопласте за счет восста�
новления монодегидроаскорбатредуктазой моно�
дегидроаскорбиновой кислоты, продукта первой
ступени окисления АК (Hossain et al., 1984). Этот
энзим был обнаружен в апопласте ячменя и листьях
овса (Vanacker et al., 1998). Возможность регенера�
ции аскорбата в апопласте сообщалась (Castillo,
Greppin, 1988; Luwe, 1996). Можно предположить,
что клетка сама способна регулировать содержание
АК на оптимальном уровне с учетом изменения ме�
таболизма, поступления субстратов и активности
ферментов на стадиях дифференциации.

Существенное повышение свободных и связан�
ных форм ФК, а в их составе оксикоричных кислот,
и главным образом синаповой, с началом вторич�
ного утолщения ясно указывает на преимуществен�
ный синтез в симпласте потенциальных предше�
ственников лигнина. 

Хотя основными структурными единицами лиг�
нина хвойных являются гваяцилпропановые − про�
изводные феруловой кислоты, в нем присутствуют
также сирингильные структуры − производные си�
наповой. По нашим данным лигнин первых стадий
лигнификации ранних трахеид сосны, выделенный
из того же слоя трахеид, содержит больше сирин�
гильных фенилпропановых единиц, чем лигнин
зрелой ранней ксилемы (Антонова и др., 2009), в ко�
торой, напротив, больше производных феруловой
кислоты. При этом скорость отложения лигнина в
ранней ксилеме сосны оказалась особенно низкой
на первых стадиях процесса, что может быть вызва�
но низкой реакционной способностью синаповой
кислоты, как предшественника монолигнолов си�
рингильного типа. Таким образом, наблюдается по�
степенное изменение направленности окислитель�
ных и конденсационных процессов, связанных с
особенностями строения предшественников лиг�
нина и их биосинтеза. 

Очень большое значение перед лигнификацией
может иметь высокий уровень свободной бензой�
ной кислоты. Глас и Данлоп (Glass, Dunlop, 1974),
исследуя действия ФК на мембраны, нашли, что
феруловая кислота и, особенно, бензойная, деполя�
ризуют мембраны, что влияет на их проницаемость
и может благоприятствовать транспорту метаболи�
тов. По нашим данным пул бензойной кислоты по�
чти в два раза увеличивается при переходе клеток к
вторичному утолщению. Повышение, очевидно,
идет в основном за счет снижения уровня сложных

эфиров (рис. 5). Увеличение свободных бензойной
и феруловой кислот в начале вторичного утолщения
перед лигнификацией должно обеспечить выход
эфиров оксикоричных кислот в апопласт. Кроме то�
го, может усилиться транспорт АК, а это, в свою
очередь, будет влиять на лигнификацию, так как
перекись водорода будет расходоваться на окисле�
ние аскорбата. О возможном влиянии некоторых
факторов на транспорт аскорбата указывалось в ра�
боте (Fry, 1998).

Появление бензойной кислоты в свободной
форме в росте растяжением обусловлено в бoVльшей
степени β�окислением коричной кислоты, а в нача�
ле вторичного утолщения расщеплением ее слож�
ных эфиров. Ванилиновая кислота, отмеченная в
составе гликозидов на второй ступени роста и нача�
ле утолщения стенок, тоже связана с β�окислением
феруловой кислоты через ее КоА�эфиры (Запроме�
тов, 1993), хотя может существовать и другой, не�
окислительный, механизм образования ванилино�
вой кислоты (French et al., 1976).

Увеличение уровня кофейной кислоты в свобод�
ной и связанной формах и одновременное сниже�
ние пула п�кумаровой кислоты становится понят�
ным, если учесть повышенный уровень АК на пер�
вом этапе роста. Гидроксилирование п�окси�
коричной кислоты осуществляется фенолоксида�
зой в присутствии аскорбиновой кислоты (Запро�
метов, 1993).

Таким образом, содержание ФК, соотношение
их фракций и состав значительно меняются от кам�
биальной зоны до начала вторичного утолщения
трахеид сосны и характер варьирования зависит от
метода расчета (на сухой вес или на клетку). В рас�
чете на клетку количество свободных и связанных
ФК, а в их составе сложных и, особенно, простых
эфиров, увеличивалось на первом этапе роста рас�
тяжением, снижалось на втором и вновь возрастало
в начале отложения вторичной стенки. Пул связан�
ных кислот в зависимости от стадии развития кле�
ток превышал пул свободных в 2−5 раз. В составе
свободных оксикоричных кислот доминировали
синаповая и феруловая кислоты. В простых и слож�
ных эфирах состав и содержание оксикоричных
кислот тоже зависели от этапа развития клеток. В
простых эфирах основными агликонами в камбии
были синаповая и п�кумаровая, на других стадиях
развития − синаповая и кофейная. Сложные эфиры
камбия включали в основном п�кумаровую кислоту,
а других этапов − синаповую и феруловую кислоты.
На первых этапах роста бензойная кислота была
связана в основном сложноэфирными связями.
Пул этих эфиров уменьшался от первой фазы роста
к началу утолщения стенок. Соответственно повы�
шался уровень свободной бензойной кислоты. 

Работа выполнена в рамках проекта, поддержан�
ного Российским Фондом Фундаментальных Ис�
следований (грант № 06�04�49501). 
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The Changes in Contents and Composition of Phenolic Acids 
during Cell Xylem Growth in Scots Pine

 G. F. Antonova, T. V. Zheleznichenko, V. V. Stasova
Sukachev Institute of Forest, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Akademgorodok, Krasnoyarsk, 660036 Russia

      e!mail: institute_forest@ksc.krasn.ru

Abstract—The contents and composition of alcohol soluble phenolic acids were studied during cell xylem
growth in the course of wood annual increment formation in the stems of Scots pine. The cells of cambium
zone, of two stages of expansion growth and the outset of secondary thickening zone (before lignification)
were successively gathered from the stem segments of 25�old pine trees in the period of earlywood xylem for�
mation with constant anatomical and histochemical control. The contents of free and bound forms of phe�
nolic acids, isolated by 80% ethanol from tissues, as well as of their ethers and esters were calculated both per
dry weight and per cell. The content and relation of the fractions and the composition of phenolic acid have
been found to change significantly from cambium zone to the outset of tracheid secondary thickening. The
character of the variations depends on a calculation method. According to the calculation per cell the amount
of free and bound phenolic acids and in their composition of esters and especially ethers increased at the first
step of expansion growth zone, decreased at the second one and rose again in the outset of secondary wall
deposition. In dependence on the stage of cell development the pool of bound phenolic acids exceeded of free
acid pool in 2–5 times. Sinapic and ferulic acids dominated in the composition of free hydroxycinnamic ac�
ids. The content and composition of hydroxycinnamic acids in ethers and esters depended on cell develop�
ment phase. In cambium p�coumaric and sinapic acids were principal aglycons in ethers, at other stages these
were sinapic and caffeic acids. The esters in cambium zone included essentially p�coumaric acid and at the
other stages – sinapic and ferulic acids. At the first phase of growth benzoic acid was connected principally
by ester bonds. The pool of these esters decreased from the first phase of growth to the outset of cell wall thick�
ening and in proportion to this the level of free benzoic acid rose.

Keywords: phenolic acids, fractions, composition, cambium zone, extension growth, secondary thickening,
early wood xylem, Pinus sylvestris
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