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Пыльцевые трубки являются популярным объектом при изучении физиолого-биохимических и
структурно-динамических процессов в растительных клетках. Большая часть таких исследований
посвящена пыльцевым трубкам цветковых растений с коротким репродуктивным циклом. Изуче-
нию пыльцевых трубок голосеменных уделяется значительно меньше внимания. В статье рассмат-
риваются процессы гидратации пыльцевых зерен и развитие пыльцевых трубок у можжевельника
обыкновенного. Зрелое пыльцевое зерно можжевельника находится в дегидратированном состоя-
нии и содержит не более 2–3% свободной влаги. Регидратация приводит к активации метаболизма,
прорастанию пыльцы и росту пыльцевых трубок. Гидратация пыльцевого зерна можжевельника,
приводящая к образованию гидрофильной капсулы, вскрытию и сбрасыванию экзины, представля-
ет последовательность событий, контролируемых, вероятнее всего, белками наружной ядерной
мембраны микроспоры. В орбикулах пыльцевых зерен можжевельника выявлено необычно боль-
шое содержание мом-инозитола, необходимого, вероятно, для быстрой диффузии воды в средний
слой интины и образования гидрофильной капсулы. В пыльцевых трубках можжевельника обнару-
жено два фитостероида: бета-ситостерин и кампестерин, стимулирующих прорастание пыльцы и
рост пыльцевых трубок. Везикулы, перемещаясь в гиалоплазме пыльцевой трубки, скапливаются
вблизи ее кончика. Везикулы своими мембранами внедряются в мембрану кончика трубки, высво-
бождая наружу свое содержимое. Наибольшая концентрация митохондрий в растущих пыльцевых
трубках наблюдается вблизи обоих ядер и по периферии протопласта, ассоциированного с ядром
клетки трубки. В пыльцевых трубках обыкновенного можжевельника между ядром клетки трубки и
генеративным ядром велика вероятность существования канала редокс-сигнальной связи. Не ис-
ключено, что такая связь может активироваться белками наружных мембран обоих или одного из
ядер.
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ВВЕДЕНИЕ
Пыльцевые трубки у большинства видов голо-

семенных служат средством доставки мужских
половых клеток к архегониям, за исключением
цикадовых и гингко, у которых они выполняют
гаусториальную функцию (Козубов и др., 1982). В
пыльцевых трубках обычно происходят и заклю-
чительные этапы микрогаметогенеза. Прораста-
ние пыльцы, рост и развитие пыльцевых трубок

являются важнейшей составляющей половой ре-
продукции растений. Современные представле-
ния о развитии пыльцевых трубок базируются, в
основном, на результатах исследований пыльце-
вых трубок покрытосеменных растений in vitro
(Krichevsky et al., 2007).

Процессы гидратации пыльцевых зерен, прорас-
тания пыльцы, роста и развития пыльцевых трубок
у можжевельника изучены недостаточно. Следует
отметить, что механизмы гидратации пыльцы очень
сильно зависят от структурных и физиолого-биохи-
мических составляющих пыльцевого зерна, поэто-

Аббревиатуры: FTIR: инфракрасная спектроскопия с Фу-
рье-преобразованием, DCF-DA: 2,7-дихлорофлуоресцеин
диацетат, АФК: активные формы кислорода.
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му изучение их роли в процессах прорастания
пыльцы у разных видов также имеет большое зна-
чение.

Морфология пыльцы и ультраструктура обо-
лочки пыльцевых зерен видов р. Juniperus рас-
сматриваются в работах Д. Саузворза (Southworth,
1986) и Р. Моханти с соавт. (Mohanty et al., 2016),
а также в обзоре М.Х. Курманна (Kurmann, 1994).
Процессы гидратации пыльцы и механизмы сбра-
сывания экзины у видов сем. Cupressaceae описаны
всего лишь в нескольких экспериментальных рабо-
тах (Duhoux, 1982; Chichiricco, Pacini, 2008; Takaso,
Owens, 2008; Chichiricco et al., 2009; Danti et al.,
2011). Обзорных статей, где рассматривались бы
особенности роста и развития пыльцевых трубок
видов сем. Cupressaceae, также немного (Fernando
et al., 2005). Экспериментальных работ, посвящен-
ных росту и развитию пыльцевых трубок можже-
вельника обыкновенного, крайне мало (Diavanshir,
Fechner, 1975; Surso, 2018), за исключением серии
статей Е. Дьюо (Duhoux, 1972а, 1972b; 1974), су-
щественно восполнивших этот пробел.

В этой статье интерпретируются новые ориги-
нальные экспериментальные данные о процессах
гидратации пыльцы и развития пыльцевых тру-
бок у можжевельника обыкновенного.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

FTIR-спектроскопия

Относительное содержание групп химических
соединений в пыльцевых трубках, пыльце и в ор-
бикулах можжевельника изучали с использовани-
ем FTIR-спектроскопии методом нарушенного
полного внутреннего отражения (НПВО). Обра-
зец пыльцевых трубок можжевельника для анали-
за готовили следующим образом. После прора-
щивания на агаровой среде с 5%-ной (w/v) саха-
розой в течение 7 дней в термостате при 26.5°C
пыльцевые трубки смывали с поверхности геля
dH2O. Суспензию осаждали центрифугировани-
ем при 1.5 тыс. об./мин. Пеллеты трижды промы-

вали в dH2O, суспензию каждый раз центрифуги-
ровали при 1.5 тыс. об./мин. Образец пыльцевых
трубок замораживали при –80°C и лиофильно вы-
сушивали. Образец пыльцы, очищенной от при-
месей просеиванием через мелкое сито, использо-
вался для анализа без дополнительной обработки.
Образец орбикул готовился следующим образом.
Водная суспензия пыльцы просеивалась на вибро-
шейкере Retsch через сито с диаметром отверстий
20 мкм. Прошедшая через сито фракция центри-
фугировалась 10 мин при 4200 об./мин. Пеллеты
замораживались при –80°C и высушивались лио-
фильно.

ИК-спектры записывались на ИК-Фурье-спек-
трофотометре IR Prestige 21 (Shimadzu, Япония) с
приставкой НПВО MIRacle с призмой ZnSe
(Pike, США). Полученные значения коэффици-
ентов пропускания преобразовывались в едини-
цы оптической плотности обработкой получен-
ных спектров функцией АТР-коррекции с помо-
щью программы IR Solution. В табл. 1 приведено
отнесение характеристических полос поглоще-
ния к соответствующим связям.

С целью количественной оценки компонент-
ного состава исследуемых образцов были рассчи-
таны величины относительной оптической плот-
ности (К) с использованием внутреннего стандар-
та. Поскольку во всех исследованных образцах
углеводы являются основным компонентом, в ка-
честве внутреннего стандарта выбрана интенсив-
ная полоса поглощения 3300 см–1, соответствую-
щая колебаниям гидроксильных групп. Оптиче-
ские плотности определены относительно базовой
линии, которую проводили по волновым числам
4000, 3800, 2400, 1800, 800, 600 см–1 с помощью
программы IRSolution. Величины K рассчитыва-
лись по формуле:

= к

ст

,DK
D

Таблица 1. Характеристика полос поглощения в ИК-спектрах

Положение полосы, см–1 Отнесение полос поглощения

3200–3600 Валентные колебания гидроксильных групп, вовлеченных в водородную связь

2920, 2875–2850 Валентные колебания связей С–Н в метильных и метиленовых группах

1735–1740 Валентные колебания карбонильных групп, несопряженных кетонов и карбок-
сильных групп

1605, 1512, 1430 Скелетные колебания ароматического кольца

1650–1630 Валентные колебания связей О–Н связанной воды

1030, 1060, 1100 Валентные колебания С–О связи полисахаридов

855, 815, 750–770 (плечо) Внеплоскостные деформационные колебания С–Н связи ароматического кольца
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где Dк – оптическая плотность характеристической
полосы поглощения компонента, Dст – оптическая
плотность внутреннего стандарта 3300 см–1.

Пиролиз
Для пиролиза образцы готовились так же, как и

для FTIR-спектроскопии. Для анализа бралась на-
веска 0.11–0.35 мг. Образец подвергался пироли-
тическому разложению с использованием пироли-
зера EGA/PY-3030D (Frontier Lab) с криоловуш-
кой. Анализ продуктов пиролиза проб проводился
методом газовой хромато-масс-спектрометрии на
приборе GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu, Япония).
Условия пиролиза: газовая среда – гелий, темпера-
тура пиролиза 600°С, криофокусирование продук-
тов пиролиза в течение одной минуты, температу-
ра криоловушки –197°С. Разделение: колонка ка-
пиллярная HP-5MS, диаметр 0.25 мм, толщина
неподвижной фазы 0.25 мкм, длина колонки 30 м.
Ввод пробы делением потока 1 : 500, температура
устройства ввода 300°С, газ-носитель – гелий,
управление потоком газа – постоянное давление,
поток через колонку 1 мл/мин, начальная темпе-
ратура термостата 40°С, подъем температуры со
скоростью 10°С/мин, конечная температура тер-
мостата 350°С, изотерма 10 мин, температура
устройства сопряжения 300°С, температура ионно-
го источника 230°С, энергия ионизации 70 эВ. На-
стройка масс-детектора: температура интерфейса
280°С, температура ионного источника 230°С. Ре-
жим работы масс-детектора – TIC (сканирование
масс-спектра), диапазон сканирования масс 30–
600 Да. Напряжения на ионном источнике и детек-
торе – по результатам автотюнинга. Напряжение
на детекторе 0.7 кВ. Интегрирование автоматиче-
ское, корректировка результатов интегрирования
ручная. Библиотечный поиск по библиотекам
масс-спектров NIST-11/Wiley-10.

Флуоресцентная микроскопия
Лизосомы в гидратированной пыльце и в

пыльцевых трубках окрашивали лизосомальным
окрашивающим реагентом Abcam-Red/Cytopaint-
er (ab112137), являющимся флуорогенным зондом
для маркировки лизосом живых клеток. Митохон-
дрии в пыльцевых трубках окрашивали митохон-
дриальным окрашивающим реагентом Abcam-
Red/Cytopainter (ab176832), являющимся флуоро-
генным зондом для маркировки митохондрий
живых клеток. Окрашивание препаратов живых
пыльцевых трубок и пыльцы выполняли в соот-
ветствии с протоколами компании-производите-
ля. Результаты исследования визуализировали на
флуоресцентном микроскопе Altami Lum 1LED
(светофильтр G, 460–550 нм).

Общий пул АФК выявляли с помощью флуо-
ресцентного красителя DCF-DA. Окрашивание

нативных препаратов пыльцы и пыльцевых трубок
проводили в течение 1.5–2 ч при 26.5°C в темноте.
Конечная концентрация красителя в суспензии со-
ставляла 50 мкМ. Окрашенные препараты трижды
промывались в dH2O и просматривались на флуо-
ресцентном микроскопе Altami Lum 1LED (свето-
фильтр B, 420–485 нм).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Особенности морфологии пыльцевых зерен
и прорастание пыльцы можжевельника

У можжевельника обыкновенного пыльцевое
зерно шаровидное, диаметром около 25 мкм, с од-
ной функциональной порой, прикрытой крышеч-
кой (рис. 1а), которая теряется при гидратации.

Поверхность экзины хаотично усеяна много-
численными орбикулами, часть которых при гид-
ратации отрывается, оставляя после себя крошеч-
ные перфорации (рис. 1б). Орбикулы диаметром
около 150 нм, шаровидные, с “шипами” пирами-
дальной формы (рис. 1в). На микрофотографиях,
полученных с помощью TEM, экзина у видов
р. Juniperus дифференцирована на два слоя: внут-
ренний, эндоэкзину, и внешний, эктоэкзину. В
интине различимы три электронно-плотных слоя
(Mohanty et al., 2016). Пыльцевое зерно можже-
вельника одноклеточное, т.е. представляет собой
не проросшую в микрогаметофит микроспору.
Ядро окружено плотным кольцом амилопластов,
которое формируется сразу после распада тетрад,
когда микроспоры находятся еще внутри микро-
спорангиев.

Процесс прорастания пыльцы можжевельника
по результатам визуальных наблюдений описан в
ряде работ (Duhoux, 1982; Surso, 2018). При гидра-
тации пыльцевого зерна вода всасывается между
внутренней и наружной интиной, образуя гидро-
фильную капсулу, которая быстро увеличивается
в объеме и под воздействием тургора выходит нару-
жу через функциональную пору вместе с микро-
спорой, раздвигая экзину на две равные створки и
сбрасывая ее с себя. Прорастание микроспоры в
микрогаметофит происходит, когда микроспора
находится внутри капсулы. Проксимальный кон-
чик растущей пыльцевой трубки проходит сквозь
стенку гидрофильной капсулы, не нарушая ее це-
лостности. Генеративное ядро остается в дисталь-
ном кончике трубки, погруженном в капсулу, яд-
ро клетки трубки вместе с ассоциированным про-
топластом постоянно перемещается в сторону
растущего кончика, все удаляясь от генеративно-
го ядра. Гидрофильная капсула сохраняется в те-
чение всего времени проращивания пыльцы in vi-
tro и в течение всей жизни трубки in vivo, включая
период зимнего покоя.
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Результаты ИК Фурье-спектроскопии

ИК-спектры пыльцы, пыльцевых трубок и ор-
бикул имеют схожий вид и характеризуются набо-
ром полос поглощения c близкими значениями
частот, имеющими разную интенсивность (рис. 2).
С целью определения количественных различий

компонентного состава образцов рассчитаны ве-
личины относительных оптических плотностей,
которые представлены в табл. 2.

В пыльцевых трубках по сравнению с пыльцой
наблюдается относительно большее содержание
углеводов, характеризуемых величиной K1040, за

Рис. 1 – Морфология пыльцевых зерен и орбикул можжевельника обыкновенного. а – вид пыльцевого зерна с эква-
тора, видны крышечки, прикрывающие функциональные поры (показаны стрелками), поверхность экзины усеяна
многочисленными орбикулами, б – вид гидратированного пыльцевого зерна с полюса, видна открывшаяся функци-
ональная пора и перфорации, образовавшиеся на поверхности экзины в результате отрывания орбикул (показаны
стрелками), в – внешний вид орбикул. Взято с сокращениями из: Surso, 2018 (с любезного разрешения Arctic Environ-
mental Research).

1 мкм 1 мкм

100 нм

(a) (б)

(в)

Рис. 2. ИК-спектры пыльцевых трубок (1), пыльцы (2) и орбикул (3) можжевельника.
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счет наличия остаточной сахарозы и вновь синте-
зированного крахмала, меньшее содержание аро-
матических веществ (K1510), большее количество
соединений с неполярными С–Н связями, таких
как липиды, углеводы, белки, РНК, ДНК (K2920 и
K2850), что свидетельствует о большей гидрофоб-
ности пыльцевых трубок. В орбикулах, по сравне-
нию с пыльцой, отмечено большее содержание
углеводов (K1040), меньшее количество соедине-
ний, содержащих карбонильные С=О группы:
белки, РНК, ДНК, липиды (K1740), меньшее коли-
чество соединений с С–Н связями (K2920 и K2850),
что характеризует их большую гидрофильность.
Образец орбикул характеризуется наибольшим
содержанием ароматических соединений (K1510),
к которым можно отнести ароматические амино-
кислоты и углеводороды. Наименьшее количество
ароматических веществ отмечено в пыльцевых
трубках. Кроме того, на ИК-спектрах пыльцы и ор-
бикул присутствует полоса 1600 см–1, соответству-
ющая колебаниям ароматических структур, для
пыльцевых трубок интенсивность данной полосы
оказалась незначительна, что подтверждает наи-
меньшее содержание в них ароматических соеди-
нений. Таким образом, методом ИК-спектроско-
пии выявлены различия в количественном составе
химических соединений в пыльце, пыльцевых
трубках и в орбикулах у можжевельника обыкно-
венного.

Результаты пиролиза. Гормоны роста в пыльцевых 
трубках можжевельника. О природе орбикул

В пыльцевых трубках можжевельника обнару-
жено два фитостероида: бета-ситостерин и кам-
пестерин, являющихся стероидными спиртами.
Эти стероиды регулируют эластичность и прони-
цаемость мембран, полярный рост клеток, а так-
же инициируют активность мембрано-ассоции-
рованных ферментов, участвуют в гормональном
и клеточном сигналинге и связаны с иммунитетом
растений к патогенам (Saeidnia et al., 2014; Сулкар-
наева, 2016). По своей химической структуре бе-
та-ситостерин аналогичен холестерину, а кампе-
стерин участвует в синтезе брассиностероидов,
являющихся фитогормонами. В пыльце можже-
вельника и бета-ситостерин, и кампестерин от-
сутствуют, и появляются только в пыльцевых

трубках, в период их активного роста, поэтому их
с большой долей вероятности также можно рас-
сматривать в качестве гормонов роста. Относи-
тельное содержание бета-ситостерина в пыльце-
вых трубках можжевельника составило 0.31%,
кампестерина – 0.11%. Добавление в питатель-
ную среду стероидных гормонов стимулирует
прорастание пыльцы и рост пыльцевых трубок
(Ylstra et al., 1995). В пыльце видов р. Pinus (P. syl-
vestris L., P. nigra Ar.) в небольших количествах бы-
ли обнаружены стероиды животного происхожде-
ния (Janeczko, Skoczowski, 2005). Следует отметить,
что в образцах пыльцы, собранной в полевых усло-
виях, даже после очень тщательного просеивания
всегда присутствует инвазивный материал беспо-
звоночных животных и продуктов их жизнедея-
тельности. Это обстоятельство необходимо учиты-
вать при анализе экспериментальных данных.

В орбикулах пыльцевых зерен у можжевельни-
ка выявлено необычно большое (почти 14%) со-
держание мом-инозитола (C7H14O6). Этот моноса-
харид с шестью гидроксильными группами часто
содержится во многих лекарственных растениях
(Sunita, Manju, 2017; El-Awadi et al., 2018) и облада-
ет выраженными фармакологическими и анти-
септическими свойствами. В пыльце и трубках
мом-инозитол также присутствует, но в гораздо
меньших количествах. Следует отметить, что в
образцах трубок и, тем более, пыльцы все еще со-
храняется значительное количество орбикул, этим,
вероятно, и объясняется присутствие мом-инози-
тола в этих образцах.

В пыльце выявлено большое содержание
(6.92%) алифатических углеводородов, являющих-
ся продуктами пиролиза жиров и восков, а также
каротиноидов, входящих в состав спорополлени-
на. Следует отметить, что в орбикулах такие соеди-
нения не обнаружены. Во всех исследованных об-
разцах отмечено наличие лигнина и углеводов. Осо-
бенно большое количество углеводов (11.79%)
содержится в пыльцевых трубках, что обусловлено,
главным образом, синтезом в их протопластах крах-
мала, а также полисахаридов, входящих в состав
оболочек трубок. Продукты пиролиза белков, нук-
леиновых кислот и аминокислот обнаружены во
всех исследованных образцах. При этом больше
всего белков, аминокислот и, возможно, нуклеи-
новых кислот, содержится в орбикулах (12.89%),

Таблица 2. Величины относительной оптической плотности

Образец
Величина относительной оптической плотности

1047 1512 1740 2850 2920

Трубки 0.82 0.05 0.09 0.37 0.52
Пыльца 0.33 0.12 0.17 0.59 0.89
Орбикулы 0.85 0.21 0.07 0.46 0.61
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меньше всего – в пыльце (2.45%), в трубках их об-
щее содержание составляет 3.48%.

Появление орбикул на поверхности экзины
пыльцевых зерен чаще всего связано с образова-
нием в клетках выстилающего слоя микроспоран-
гиев специфичных структур, впервые описанных в
1865 г. Розановым, и вновь открытых в 1927 г. Уби-
шем, названных именем последнего. Гипотетиче-
ская схема формирования и транспорта телец Уби-
ша у голосеменных была предложена Г.М. Козубо-
вым (1974). Функциональное значение их все еще
во многом остается неясным. Иногда говорится о
возможном участии их в синтезе спорополленина и
в переносе последнего на поверхность примэкзины.
Однако, отсутствие в орбикулах у можжевельника
восков, жиров, каротиноидов и высокое содержа-
ние в них мом-инозитола свидетельствует, что это,
скорее всего, не так.

Происхождение орбикул также не вполне по-
нятно. Высказанное нами ранее предположение о
вирусной природе орбикул не подтвердилось. Ве-
роятнее всего, появление предшественников те-
лец Убиша обусловлено синтезом мом-инозитола
в цистернах эндоплазматического ретикулума или
в вакуолях комплекса Гольджи в клетках тапетума.
Тогда, возможно, орбикулы – это всего лишь за-
стывшая масса мом-инозитола своеобразной фор-
мы и определенных размеров, “вплавленная” в
примэкзину пыльцевого зерна и вмещающая в се-
бя огромное количество белков, аминокислот и
ароматических углеводородов. Косвенно это под-
тверждается тем, что при лиофильной сушке обра-
зец орбикул многократно увеличивается в объеме,
приобретая пенистую структуру. Одним из про-
стых объяснений функционала орбикул может
быть участие их в процессе гидратации пыльцево-
го зерна. У можжевельника обыкновенного обра-
зование гидрофильной капсулы при гидратации
пыльцевого зерна происходит в течение несколь-
ких секунд за счет быстрого всасывания воды в
пространство между внутренней и наружной инти-
ной. Для вскрытия экзины двумя равными створ-
ками необходимо, чтобы давление стенки гидро-
фильной капсулы, образованной наружной инти-
ной, на внутреннюю поверхность экзины, было бы
равномерным и достаточным. “Быстрый” осмос
наиболее вероятен за счет гликолитического рас-
щепления мом-инозитола в орбикулах, частично
внедрившихся в средний слой интины. Таким об-
разом, возможно, орбикулы – это своего рода на-
сосы, способствующие быстрому всасыванию во-
ды через дистальную апертуру (и, возможно, че-
рез перфорации) в средний слой интины.

Локализация лизосом и митохондрий
в пыльцевых трубках можжевельника

Транспорт везикул и экзоцитоз необходимы
для роста и развития пыльцевых трубок, осу-

ществляющих гетеротрофный тип питания (Pet-
titt, 1985; Camacho, Malho, 2003; Wang et al., 2006).
Митохондрии, являющиеся энергетическими цен-
трами, концентрируются внутри клетки там, где
возникает необходимость повышенного потребле-
ния энергии, перемещаясь, как и везикулы, вдоль
микрофиламентов цитоскелета. Изучение локали-
зации и транспорта лизосом и митохондрий внут-
ри тела пыльцевой трубки важно для понимания
процессов роста пыльцевых трубок.

В гидратированной пыльце лизосомы локали-
зованы вблизи внутренней поверхности оболоч-
ки пыльцевого зерна (рис. 3б).

В пыльцевых трубках везикулы распределены
по всему объему гиалоплазмы более или менее
равномерно. Однако значительная часть везикул,
особенно у активно растущих трубок, скаплива-
ется вблизи кончика трубки (рис. 3г). Скопивши-
еся в гиалоплазме вблизи растущего кончика
трубки везикулы своими мембранами внедряются
в мембрану кончика трубки, встраивая в нее ре-
цепторные, транспортные белки и липиды, а так-
же высвобождая наружу гидролитические фермен-
ты, сигнальные белки и пептидные гормоны (Bat-
tey et al., 1999; Parton et al., 2001; Šamaj et al., 2004).
На рис. 3е эти выделения снаружи растущего кон-
чика трубки видны в виде ярко светящихся ма-
леньких шариков. Митохондрии сконцентриро-
ваны вокруг обоих ядер и по периферии прото-
пласта (рис. 3з).

Локализация АФК в прорастающей пыльце
и в пыльцевых трубках. Существует ли сигнальная 

связь между ядром клетки трубки
и генеративным ядром?

АФК играют важную роль во многих физиоло-
го-биохимических процессах, происходящих в
растительных клетках. Однако избыток АФК, об-
ладающих повышенной реакционной способно-
стью, или снижение уровня антиоксидантов могут
вызывать окисление биомолекул (липидов клеточ-
ных мембран, белков, углеводов, нуклеиновых кис-
лот), приводя к необратимым повреждениям кле-
ток (Gomes et al., 2005). Важное значение АФК в
регуляции роста растений подтверждено результа-
тами многих исследований. Однако их роль в ре-
продуктивной деятельности растений во многом
остается не ясной (Смирнова, 2009; Максимов,
2019).

Зрелое пыльцевое зерно можжевельника нахо-
дится в дегидратированном состоянии и содер-
жит не более 2–3% свободной влаги. Регидрата-
ция приводит к активации метаболизма (Брейги-
на и др., 2012; Ермаков и др., 2016) и началу
процесса, который принято называть “прораста-
нием пыльцы”. По увеличению или уменьшению
концентрации АФК (усилению или ослаблению
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Рис. 3. Локализация лизосом (а–е) и митохондрий (ж,
з) в прорастающей пыльце (а, б) и в пыльцевых трубках
(в–з) можжевельника (слева – проходящий свет, светлое
поле, справа – то же, флуоресценция). а–е – окрашива-
ние лизосомальным окрашивающим реагентом Abcam-
Red/Cytopainter, ж, з – митохондриальным окрашиваю-
щим реагентом Abcam-Red/Cytopainter. PG – пыльцевое
зерно, HC – гидрофильная капсула, DA – дистальная
апертура (функциональная пора), TCN – ядро клетки
трубки, GN – генеративное ядро, EC – экзоцитоз.
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флуоресценции) можно проследить последова-
тельность изменений, происходящих в пыльце-
вом зерне и в пыльцевых трубках.

Наши наблюдения показали, что гидратация
пыльцевого зерна можжевельника не является
просто осмотической диффузией, а представляет
цепь событий, контролируемых, вероятнее всего,
белками внешней мембраны ядерной оболочки.
У гидратированных пыльцевых зерен до начала
образования гидрофильной капсулы при окраши-
вании DCF-DA относительно слабая флуоресцен-
ция наблюдается лишь в оболочке пыльцевого зер-
на (рис. 4б, внизу слева), ядра почти не флуорес-
цируют. В момент начала выхода гидрофильной
капсулы через функциональную пору наружу
происходит яркая флуоресцентная вспышка на
поверхности ядра (рис. 4г, вверху). Несколько
менее яркая флуоресценция ядер длится до того
момента, пока гидрофильная капсула не сбросит
экзину. В этот короткий промежуток времени,
длящийся несколько секунд, наблюдается также
флуоресценция интины, более яркая по перимет-
ру дистальной апертуры, в мембране самой апер-
туры флуоресценции не наблюдается (рис. 4б,
вверху). К моменту, когда гидрофильная капсула
почти целиком выходит наружу, но микроспора
все еще остается внутри экзины, флуоресценция
ядер и интины начинает затухать (рис. 4г, внизу).
Слабая флуоресценция ядер сохраняется и по за-
вершении процесса гидратации, после сбрасыва-
ния экзины (рис. 4б, справа). Следует отметить,
что в течение всего процесса гидратации пыльце-
вого зерна можжевельника ни в гидрофильной
капсуле, ни в формирующей ее оболочку наруж-
ной интине флуоресценции не наблюдается. То-
гда, возможно, через внутреннюю интину в орби-
кулы осуществляется активный транспорт АТФ и
гликолитических ферментов, что вписывается в
нашу концепцию функционала орбикул и роли
мом-инозитола в процессе гидратации пыльцево-
го зерна можжевельника. У только что образовав-
шихся после митоза ядра микроспоры двухклеточ-
ных микрогаметофитов флуоресценция обоих ядер
и протопласта также сохраняется, очень слабая
флуоресценция наблюдается в оболочке прокси-
мального кончика формирующейся трубки и в кле-
точной перегородке (рис. 4е). По мере роста пыль-
цевой трубки флуоресценция ядер и протопласта
ослабевает (рис. 4з).

Вопрос ядерных взаимосвязей в пыльцевых
трубках растений затрагивался не раз (South-
worth, 2001). Сложная морфологическая связь
между генеративной клеткой и вегетативным яд-
ром в прорастающей пыльце у покрытосеменных
впервые была установлена на примере видов
р. Rhododendron путем трехмерной реконструк-
ции пыльцевых трубок по ультратонким срезам
(Kaul et al., 1987). В пыльцевых трубках голосе-
менных цитоплазматический тяж между ядрами
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был описан для Taxus yunnanensis (Wang et al.,
2008). В пыльцевых трубках можжевельника обык-
новенного морфологические структуры, которые
могли бы связывать оба ядра, не просматриваются.

На рис. 5 показана живая пыльцевая трубка
можжевельника, окрашенная DCF-DA. Прото-

пласт ассоциирован с ядром клетки трубки, гене-
ративное ядро лишено собственного протопласта,
что характерно для пыльцевых трубок можжевель-
ника в большинстве случаев. При окрашивании
пыльцевых трубок DCF-DA проявляется яркая
устойчивая флуоресценция АФК в виде узкой не-
равномерно светящейся на разном протяжении
дорожки, тянущейся в теле трубки от ядра к ядру
сквозь протопласт и гиалоплазму и заканчиваю-
щейся (или начинающейся?) от поверхности од-
ного из ядер. На рис. 5 флуоресценция оболочки
слабо выражена только у генеративного ядра. При-
веденное изображение не является артефактом
или случайным событием, поскольку схожие кар-
тины наблюдались и в других трубках.

В последнее время роль АФК в биологиче-
ских процессах, в том числе редокс-сигналинг,
широко обсуждаются. Функции АФК в передаче
сигналов внутри растительной клетки трактуют-
ся неоднозначно. Неясно, являются ли АФК
мессенджерами, индуцирующими новые специ-
фичные сигнальные системы, или регулятора-
ми, управляющими известными сигнальными
путями. Потенциальные белки-мишени не обла-
дают специфичностью ни к одной из форм АФК,
однако H2O2 соответствует ряду критериев вто-
ричных мессенджеров (Прадедова и др., 2017).
Согласно концепции компартментализации, “ко-
локализация многокомпонентных сигнальных
комплексов осуществляется через белковые кар-
касы, которые позволяют достичь большей специ-
фичности, чем в случае простой диффузии того же
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Рис. 4. Выявление АФК в гидратированных пыльце-
вых зернах и в пыльцевых трубках можжевельника с
помощью флуоресцентного красителя DCF-DA (сле-
ва – проходящий свет, светлое поле, справа – то же,
флуоресценция). а, б – слева внизу – при гидратации
пыльцевого зерна образования гидрофильной капсу-
лы не произошло, слева вверху – гидрофильная кап-
сула выходит через функциональную пору, микро-
спора все еще остается внутри экзины, справа – гид-
рофильная капсула целиком вышла наружу,
раздвинув створки экзины, одноклеточная микро-
спора в центре гидрофильной капсулы; в – вверху –
гидрофильная капсула только что начала выходить из
пыльцевого зерна; г – вверху – то же спустя несколь-
ко секунд; в, г – внизу – гидрофильная капсула почти
полностью вышла наружу, но микроспора все еще
остается внутри экзины; д, е – пыльцевая трубка
(двухклеточный микрогаметофит) туфелькообразной
формы все еще целиком вмещается в гидрофильную
капсулу; ж, з – сформировавшаяся пыльцевая трубка:
генеративное ядро в дистальном кончике трубки при-
жимается к одной из ее боковых стенок, ядро клетки
трубки с ассоциированным протопластом перемеща-
ется ближе к проксимальному кончику растущей
трубки. PG – пыльцевое зерно, MSP – микроспора,
EX – экзина, HC – гидрофильная капсула, PGN – ядро
пыльцевого зерна, MN – ядро микроспоры, DA – ди-
стальная апертура (функциональная пора), PT –
пыльцевая трубка, TCN – ядро клетки трубки, GN –
генеративное ядро.
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набора участников процесса” (Белоусов и др.,
2013). Установлено, что АФК, продуцируемые
мембранной НАДФH-оксидазой (NOX), активи-
руют Ca2+-каналы (Foreman et al., 2003; Moon-
shausen et al., 2007). Считается, что основную роль
в функционировании АФК-зависимых сигналь-
ных систем растительной клетки играют редокс-
регуляторы, протеинкиназы и протеинфосфата-
зы, а также факторы транскрипции (Октябрь-
ский, Смирнова, 2007; Креславский и др., 2012) и,
возможно, баланс редокс-пар (Билан и др., 2015).
Роль актинового цитоскелета в АФК-сигналинге
можно, вероятно, с определенными оговорками,
рассматривать в качестве фактора компартмента-
лизации.

Отсутствие морфологически выраженной свя-
зи между ядрами в пыльцевой трубке можжевель-
ника не означает отсутствие между ними связи
как таковой. Эта связь жизненно необходима для
полноценного функционирования пыльцевой
трубки в онтогенезе, когда ядро клетки трубки все
более отдаляется (до определенного момента) от
ее генеративного ядра. Феномен, показанный на
рис. 5, на наш взгляд, свидетельствует о том, что в
пыльцевых трубках обыкновенного можжевель-
ника на каких-то этапах их развития между ядром
клетки трубки и генеративным ядром нельзя ис-
ключить возможного существования редокс-сиг-
нальной связи. Не исключено, что такая связь мо-

жет активироваться белками ядерных мембран.
Это косвенно подтверждается тем, что в пыльце-
вых трубках можжевельника методами MALDI на-
ми обнаружен белок серин/треонин-протеинки-
наза, относящийся к семейству фосфатидилино-
зитол 3-киназ-родственных протеинов киназы, а
также ряд белков, принадлежащих к суперсемей-
ству с активностью фосфогидролазы (HD домен-
содержащий протеин, металл-зависимая фосфо-
гидролаза), которые функционально способны
участвовать в работе АФК-зависимых сигналь-
ных систем.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Пыльца, орбикулы на поверхности экзины
пыльцевых зерен и пыльцевые трубки у можже-
вельника обыкновенного различаются по хими-
ческому составу. В пыльцевых трубках можжевель-
ника обнаружено два фитостероида: бета-ситосте-
рин и кампестерин, стимулирующих прорастание
пыльцы и рост пыльцевых трубок. В орбикулах, в
отличие от пыльцы, отсутствуют воска, жиры и ка-
ротиноиды и содержится большое количество бел-
ков, аминокислот и ароматических углеводородов.
В орбикулах выявлено необычно большое содер-
жание мом-инозитола, играющего, по-видимому,
важную роль в процессе гидратации пыльцы. Гид-
ратация пыльцевого зерна можжевельника не яв-
ляется просто осмотической диффузией воды через
дистальную апертуру, а представляет цепь собы-
тий, контролируемых, вероятнее всего, белками
наружной ядерной мембраны микроспоры. В
гидратированной пыльце лизосомы локализова-
ны вблизи внутренней поверхности оболочки
пыльцевого зерна. В пыльцевых трубках везику-
лы распределены по всему объему гиалоплазмы
более или менее равномерно. Значительная часть
везикул, особенно у активно растущих трубок,
скапливается вблизи кончика трубки. Выделение
части внутреннего содержимого везикул во внеш-
нюю среду обеспечивается механизмом экзоци-
тоза. Митохондрии сконцентрированы вокруг
обоих ядер и по периферии протопласта. Харак-
тер флуоресценции пыльцевых трубок можже-
вельника, окрашенных DCF-DA, свидетельству-
ет о возможном существовании канала редокс-
сигнальной связи между ядром клетки трубки и
генеративным ядром.
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Рис. 5. Характер флуоресценции свидетельствует о
возможном существовании канала редокс-сигналь-
ной связи между ядром клетки трубки и генератив-
ным ядром в пыльцевой трубке можжевельника
(окрашивание DCF-DA). TCN – ядро клетки трубки,
GN – генеративное ядро.
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in Common Juniper (Juniperus communis L.) in vitro
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Pollen tubes are a popular object in the study of physiological-biochemical and structural-dynamic processes
in plant cells. Most of these studies are devoted to pollen tubes of f lowering plants with a short reproductive
cycle. Much less attention is paid to the study of pollen tubes of gymnosperms. The article discusses the pro-
cesses of hydration of pollen grains and the development of pollen tubes in juniper. Mature juniper pollen
grain is in a dehydrated state and contains no more than 2–3% of free moisture. Rehydration leads to activa-
tion of metabolism, pollen germination and growth of pollen tubes. Hydration of the juniper pollen grain,
which leads to the formation of a hydrophilic capsule and exine rupture and shedding, is a sequence of events
controlled, most likely, by the proteins of the outer nuclear membrane of the microspore. The orbicules of
juniper pollen grains contain an unusually high content of mome-inositol, which is probably necessary for
rapid water diffusion into the middle layer of the intine and the formation of a hydrophilic capsule. In pollen
tubes of juniper found two phytosterols: beta-sitosterol and campesterol, stimulating the germination of pol-



362

ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 5  2020

СУРСО и др.

len and growth of pollen tubes. Vesicles, moving in the hyaloplasm of the pollen tube, accumulate near its tip.
Vesicles with their membranes are embedded in the membrane of the tip of the tube, releasing their contents.
The highest concentration of mitochondria in growing pollen tubes is observed near both nuclei and along
the periphery of the protoplast associated with the tube cell nucleus. In the pollen tubes of common juniper,
there is a high probability of the existence of a redox signaling channel between the tube cell nucleus and the
generative nucleus. It is possible that this connection can be activated by proteins of the outer membranes of
both or one of the nuclei.

Keywords: juniper, pollen, pollen tube, infrared spectroscopy, pyrolysis, steroids, orbicules, mome-inositol,
redox signaling


