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АННОТАЦИЯ
Гетеротрофные клеточные культуры широко используют в качестве модельных объектов в биологии растений. В про-
цессе развития культуры меняется состав среды: истощается субстрат, накапливаются продукты метаболизма, рас-
тет плотность клеток. В финальной фазе рост останавливается и через непродолжительное время культура погибает. 
Эти процессы сопровождаются физиологическими изменениями клеток, которые можно назвать старением культуры. 
Методом газовой хроматографии, сопряженной с масс-спектрометрией, было проведено профилирование метаболи-
тов гетеротрофных клеток Nicotiana tabacum VBI-0, поддерживаемых в суспензионной культуре. Сравнивали клетки 
культур возрастом 7 сут, во время интенсивного роста биомассы, и 28 сут, когда культура находилась в стационар-
ной фазе. Было установлено, что старение сопряжено с падением накопления аминокислот. В то же время возрас-
тал уровень пентоз и сложных сахаров, включая сахарозу, тогда как уровень глюкозы, фруктозы и сахарофосфатов 
снижался. Для стареющих культур характерен больший уровень накопления малата, пирувата и некоторых других 
карбоксилатов. Таким образом, полученные метаболомные данные свидетельствуют, что старение сопряжено с из-
менением обмена аминокислот, снижением активности начального этапа гликолиза, накоплением сложных сахаров, 
пентоз и карбоксилатов.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Heterotrophic cell cultures are widely used as a model in plant biology. During a culture cycle the composition 
of the medium changes: the sucrose and other substrates are depleted, metabolism products are accumulated and the density 
increases. Finally, arrest of a growth is followed by cell death in a short time. These processes are accompanied with physi-
ological alterations, corresponding to senescence. 
AIM: To resolve metabolic features of tobacco cells in growing and stationary senescent suspension cultures VBI-0.
MATERIALS AND METHODS: Nicotiana tabacum VBI-0 cells were cultured in suspension MS medium supplied with 3% su-
crose. Cells were sampled at 7th day, during intensive growth, and at 28th day, when the culture was in the stationary phase. 
The GC-MS method was used to profile the metabolites.
RESULTS: Sucrose depletion in media caused starvation of heterotrophic tobacco cell culture and was associated with a de-
crease in the accumulation of free amino acids. At the same time, the level of pentoses and complex sugars, including sucrose, 
increased, while the levels of glucose and fructose were not changed significantly and levels of hexose phosphates decreased. 
During culture senescence cells showed higher levels of accumulation of malate, pyruvate and some other carboxylates.
CONCLUSIONS: The metabolomic data indicate that culture senescence was associated with a drop in amino acids metabolism, 
a decrease in the activity of the upper part of glycolysis, and the accumulation of complex sugars, pentoses and carboxylates.
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АКТУАЛЬНОСТЬ
Клеточные культуры высших растений, в том числе 

трансформированные, широко используют в качестве 
модельных систем для изучения целого ряда процессов, 
реализующихся в растительных организмах, в том чис-
ле деления, эмбриогенеза, дифференциации, различных 
этапов первичного и вторичного метаболизма и др. [1, 2]. 
Изучение культур позволяет углубить понимание кле-
точных механизмов адаптации растительных организмов 
к биотическим [3] и абиотическим стрессорам [4]. Наряду 
с этим культуры растительных клеток широко востребо-
ваны в современной биотехнологии для получения био-
логически активных соединений, гетерологичных белков 
и т. д. [5]. Применение асептических строго контролиру-
емых условий позволяет достичь высокой воспроизво-
димости результатов, синхронизации клеточного цикла 
и высокой скорости роста [2, 6]. Культуры клеток растений 
могут быть как фотосинтезирующими [7], так и гетеро-
трофными [1]. Гетеротрофные культуры поддерживаются 
в темноте, а единственным источником углерода и энер-
гии у них становятся органические соединения, входящие 
в состав среды. Клетки растений способны потреблять 
экзогенные органические соединения, особенно, сахаро-
зу [8], являющуюся основной транспортируемой формой 
углерода у высших растений [9].

Включение сахарозы в метаболизм начинается с рас-
щепления, которое осуществляется двумя типами фер-
ментов — инвертазами и сахарозосинтазами. Инвертазы 
гидролизуют сахарозу на глюкозу и фруктозу. Кислые 
инвертазы локализованы в вакуоли, нейтральные/ще-
лочные — в цитоплазме и апопласте [10]. Сахарозо-
синтазы расщепляют молекулы сахарозы на фруктозу 
и УДФ-глюкозу, которая является предшественником 
в синтезе ряда метаболитов. Вероятно, несколько путей 
включения сахарозы в метаболизм могут работать па-
раллельно, и тогда возникает вопрос об их соотношении 
в норме и при стрессе. Продукты гидролиза сахарозы 
могут быть катаболизированы через гликолиз, цикл три-
карбоновых кислот (ЦТК) и пентозофосфатный путь для 
получения энергии. С другой стороны, экзогенный углерод 
может быть вовлечен в накопление биомассы, направлен 
в синтез амино- и жирных кислот или других соединений. 
Помимо этого, поступающий углерод может быть депо-
нирован в форме крахмала или липидов. Интенсивность 
перечисленных процессов метаболизма зависит от видо-
вых особенностей исследуемой культуры клеток, физио-
логической и биохимической активности составляющих ее 
клеток и меняется в процессе развития.

Очевидно, что в процессе роста культур происходит 
исчерпание субстрата и развивается голодание. Первым 
последствием голодания является падение физиологи-
ческой активности. Удаление сахарозы ведет к быстрому 
снижению уровня дыхания [11, 12]. Падает экспрессия 
генов, кодирующих ферменты ЦТК и окислительного 

фосфорилирования [13]. Падает и уровень гликолиза, что 
выражается в снижении уровня фосфатов сахаров [14, 15] 
и экспрессии генов соответствующих ферментов [13, 11]. 
Кроме того, при голодании клеток наблюдается мобилиза-
ция резервов. Быстрым, но кратковременным источником 
углерода служат вакуолярные пулы сахарозы и малата [14]. 
Отмечено усиление экспрессии некоторых генов, связан-
ных с гидролизом крахмала [13]. Происходит мобилиза-
ция липидов, которая обеспечивается индукцией генов 
липаз и ферментов окисления жирных кислот [13, 11]. 
Вместе с этим может иметь место деградация мем-
бран [16]. Дополняется картина снижением экспрессии ге-
нов ферментов, участвующих в синтезе жирных кислот [11]. 
Показано, что голодание клеток характеризуется высокой 
протеолитической активностью, так как аминокислоты 
также могут быть источником углерода при голодании. 
На это указывает рост уровня экспрессии генов фермен-
тов, связанных с катаболизмом аминокислот [17], осо-
бенно с катаболизмом разветвленных аминокислот [18]. 
Этот процесс влечет за собой перестройку азотного об-
мена [19]. Однако голодание гетеротрофных культур мо-
жет длиться только очень ограниченный период времени. 
В случае суспензионных культур арабидопсиса уже по-
сле 24 ч голодания жизнеспособность клеток начинает 
быстро падать. После 48 ч культура теряет возможность 
восстанавливаться после пересева, что указывает на не-
возможность восстановления нового цикла развития, на-
чинающегося с пролиферации [11].

Исчерпание нутриентов и другие изменения среды 
порождают комплекс физиологических процессов, за-
канчивающихся гибелью культуры, этот этап можно на-
звать старением. Происходит остановка роста, снижает-
ся уровень дыхания и синтетических процессов [20, 21]; 
меняется состав жирных кислот [22]; изменяется мор-
фология и число органелл [23–25]. Особый интерес вы-
зывает сравнительный анализ процессов, протекающих 
в культурах клеток растений при голодании и на поздних 
стадиях развития, с таковыми при онтогенетическом или 
индуцированном старении клеток в составе нативных 
органов растений [26, 19]. Было установлено, что старые 
голодающие гетеротрофные культуры арабидопсиса су-
щественно отличаются от онтогенетически стареющих ор-
ганов растений на транскрипционном уровне. Лишь около 
40 % генов арабидопсиса, экспрессия которых повыша-
лась в стареющей культуре клеток, характеризовались 
ростом экспрессии в листьях при старении, индуцирован-
ном темнотой [27]. Дальнейшее исследование особенно-
стей онтогенетического старения, углеродного голодания 
и старения культур необходимо для анализа онтогенеза 
и трофического уровня адаптации растений.

Можно заключить, что усвоение субстрата и метабо-
лический ответ на его дефицит, прежде всего, связаны 
с центральным метаболизмом. Центральный (первичный) 
метаболизм — это собирательное понятие совокупности 
обменных процессов, обеспечивающих клетку углеродом, 
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энергией и метаболитами, необходимыми для поддержа-
ния жизнедеятельности и предшественниками для син-
теза вторичных соединений [28, 29]. Совокупность пер-
вичных метаболитов, представленных по большей части 
небольшими молекулами, такими как C2–C5-карбоновые 
кислоты, аминокислоты, моносахариды, жирные кислоты 
и др., составляют специфичный метаболический профиль, 
характеризующий состояние биологического объекта. 
Перспективным методом для проведения метаболиче-
ского профилирования представляется газовая хромато-
графия, сопряженная с масс-спектрометрией (ГХ-МС), — 
один из основополагающих методов метаболомики [30].

В представленном исследовании проведено сравнение 
метаболомных профилей гетеротрофной клеточной куль-
туры VBI-0, полученной из паренхимы стебля Nicotiana 
tabacum L. cv. Virginia Bright Italia 0 [31]. Суспензионная 
культура VBI-0, так же как и культура By-2 (N. tabacum L., 
cv. Bright Yellow 2), является легко синхронизируемой 
и имеющей специфический нитевидный фенотип [32]. 
Клетки на разных стадиях развития хорошо различаются 
морфологически: небольшие клетки, образующие цепи 
в период пролиферации в течение первой недели роста, 
и одиночные крупные вытянутые клетки после двух не-
дель в стационарной фазе [33]. Именно клетки этих двух 
стадий, контрастных по своему физиологическому состо-
янию, были использованы в этом исследовании. Профи-
лирование метаболитов было выполнено в период роста 
биомассы (7-е сутки) и на этапе старения, в преддверии 
гибели (28-е сутки).

Цель — выявить метаболические различия клеток ра-
стущих и стареющих стационарных суспензионных куль-
тур клеток табака VBI-0.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал

Модельным объектом работы является этиолирован-
ная суспензионная культура, Nicotiana tabacum L. (VBI-0, 
культура, Virginia Bright, Italia). Культуру поддерживали 
в темноте, при температуре 26 °C и постоянном пере-
мешивании на ротационном шейкере (120 об/мин). Про-
бы отбирали из культур возрастом 7 сут (рост биомассы) 
и 28 сут (старение). Для анализа отбирали 200 мг сырой 
биомассы путем фильтрации с помощью водоструйного 
вакуумного насоса.

Пробоподготовка
Пробы быстро замораживали в жидком азоте. Клетки 

разрушали в шаровой мельнице (Tissue Lyser LT, QIAGEN, 
Германия). Экстракцию проводили охлажденной смесью 
метанол – хлороформ – вода в соотношении 5 : 2 : 2. 
После экстракции пробы очищали от остатков клеток цен-
трифугированием в течение 10 мин, 15 000 g при 4 °C. Экс-
тракт выпаривали в вакуумном испарителе. Высушенный 
материал растворяли в смеси пиридина и силилирующего 

агента BSFA – TMCS (99 : 1), с добавлением внутреннего 
стандарта (трикозан, нормальный углеводород C23). Ма-
териал дериватизировали, инкубируя пробы при 90 °C 
в течение 20 мин.

Профилирование метаболитов
Для ГХ-МС-анализа использовали газовый хромато-

граф Agilent 5860, сопряженный с масс-спектрометром 
Agilent 5975С (Agilent Technologies, США). Для автома-
тического ввода проб использовали автосэмплер Agilent 
7693A. Разделение проводили на капиллярной колонке 
DB5-HT (Agilent Technologies, США). Газ-носитель — ге-
лий, постоянный поток 1 мл/мин, температура испарителя 
250 °C, в режиме splitless, температурный режим термо-
стата колонки: начальная температура 70 °C, затем линей-
ное повышение со скоростью 4°/мин до 320 °C.

Для обработки хроматограмм использовали про-
граммное обеспечение PARADISe [34] в сочетании с NIST 
MS Search (National Institute of Standards and Technology, 
NIST, США). Дополнительно, для деконволюции и иден-
тификации метаболитов использовали AMDIS (Automated 
Mass Spectral Deconvolution and Identification System, NIST, 
США). Соединения аннотировали по совпадению получен-
ных масс-спектров (MF > 800) и индексов удерживания 
Ковача с библиотечными записями в NIST2020 (США), Golm 
Metabolome Database (GMD, Германия) [35] и собствен-
ной библиотеки Лаборатории аналитической фитохимии 
Ботанического института РАН (Санкт-Петербург, Россия).

Статистический анализ и визуализация
Анализ данных был проведен в среде R4.3.1 «Beagle 

Scouts». Данные были нормализованы на медиану на-
блюдения, логарифмированы и стандартизированы. Если 
соединение отсутствовало в образце, но присутствова-
ло в остальных повторностях, это считали технической 
ошибкой и проводили импутацию с помощью метода KNN 
(k-ближайших соседей) с применением пакета impute [36]. 
Анализ методом главных компонент (PCA, principal com-
ponent analysis) проводили с помощью pcaMethods [37]. 
Дискриминантный анализ методом ортогональных проек-
ций на латентные структуры (OPLS-DA, orthogonal projec-
tions in latent structure — discriminant analysis) выполня-
ли с помощью пакета ropls [38]. Для анализа обогащения 
наборов метаболитов (metabolite set enrichment analysis, 
MSEA) применяли пакет fgsea [39]. Наборы метаболитов 
для биохимических путей для MSEA и реакционные пары 
для построения метаболической карты были загруже-
ны из базы данных KEGG [40] с использованием пакета 
KEGGREST [41]. Список метаболитов, относящихся к раз-
личным биохимическим путям, корректировали вручную, 
поскольку для некоторых метаболитов были добавлены 
необходимые пути. Соединения, для которых был ан-
нотирован класс, помещали в соответствующие пути. 
Метаболическая карта была построена на платформе 
Cytoscape [42].
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РЕЗУЛЬТАТЫ
На 7-е сутки культуры характеризовались интенсив-

ным ростом плотности биомассы. На 28-е сутки плотность 
сырой массы не изменялась более 7 дней, что свидетель-
ствует о полном исчерпании ресурсов и завершении раз-
вития культуры (рис. 1).

В результате анализа ГХ-МС были получены профили 
метаболитов, которые включали около 300 соединений, 
84 из них были определены по совпадению масс-спектров 
и индексов удерживания с библиотечными, а еще для 44 
был аннотирован химический класс. Остальные спек-
тры не были идентифицированы, но были использованы 
в анализе. Наиболее многочисленными в полученных 
профилях метаболитов были сахара и их производные 
(в сумме около 60), сахароспирты, сахарокислоты, фос-
фосахара, пентозы (включая рибозу), гексозы (в том 
числе глюкоза и фруктоза), олигосахариды, например 
сахароза. Было аннотировано большое число сложных 
молекул, содержащих остатки сахаров, объединяющих, 
по-видимому, многочисленные ди- и трисахариды, а так-
же вторичные соединения, такие как гликозиды. Профили 
также включали 24 аминокислоты, из них 17 стандартных, 
около 20 карбоновых кислот, среди которых присутство-
вали интермедиаты энергетического обмена. В неболь-
шом количестве обнаружены свободные жирные кислоты 
и стерины.

Для определения сходства профилей культур в фазе 
роста и старения был проведен PCA. На рис. 2 профили 
метаболитов рассеяны в пространстве счетов первых двух 
главных компонент (ГК). Можно видеть, что наблюдения 
четко разделены в соответствии с возрастом вдоль ГК1, 
объясняющей 56,8 % дисперсии. Индивидуальные разли-
чия культур одного возраста связаны с ГК2, объясняющей 
23 %.

Поскольку профили метаболитов группировались в со-
ответствии со стадиями развития культуры, на следую-
щем этапе для выявления метаболитов, накапливающих-
ся дифференциально в зависимости от стадии развития, 
был проведен дискриминантный анализ методом орто-
гональных проекций на латентные структуры (OPLS-DA). 
Отбор метаболитов, связанных со старением, мы проводи-
ли по величине VIP (variable importance in projection) [38]. 
На рис. 3 результаты представлены на упрощенной карте 
центрального метаболизма, построенной на основе глав-
ных реакционных пар (субстрат – продукт) из базы дан-
ных KEGG [40].

Показано, что стареющие культуры отличались от ра-
стущих более высоким уровнем сложных сахаров, в том 
числе сахарозы, при этом уровень глюкозы и фруктозы 
существенно не различался. Вместе с этим объемы пу-
лов фосфатов гексоз или не менялись, или сокращались. 
Старение также было связано с накоплением пентоз 
и в небольшой степени гексоз. Уровень конечного про-
дукта гликолиза — пирувата, а также малата был выше 

в стационарных культурах. При этом уровень других заре-
гистрированных интермедиатов ЦТК не показал различий. 
Интересно, что уровень многих других карбоновых кислот, 
не вовлеченных напрямую в энергетический метаболизм, 
вырос. Наиболее ярким отличием профилей метаболитов 
стареющих культур представляется падение накопления 
почти всех свободных аминокислот. В их число входят 
интермедиаты азотного обмена: глутамат, глутамин и ор-
нитин. Интересно, что на фоне этого наблюдалось зна-
чительное накопление мочевины. Можно отметить, что 
только на стадии роста была обнаружена аминоциклопро-
панкарбоновая кислота, являющаяся предшественником 
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Рис. 1. Рост гетеротрофной суспензионной культуры N. tabacum 
VBI-0
Fig. 1. Growth of heterotrophic suspension cell culture N. tabacum 
VBI-0: fresh weight density mg per ml

Рис. 2. Рассеяние профилей метаболитов в пространстве сче-
тов главных компонент (ГК), полученных при анализе суспензи-
онных культур клеток N. tabacum VBI-0 на стадиях роста и ста-
рения. Эллипсы — 95 % доверительные интервалы, % — доля 
дисперсии, связанная с главной компонентой
Fig. 2. Score plot from PCA of metabolite profiles extracted from 
heterotrophic suspension cell culture N. tabacum VBI-0 at growth 
and senescence. Eclipses — are the 95% confidence intervals, % — 
percent of variation
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этилена. В уровне стеринов и свободных жирных кис-
лот различий почти не наблюдалось. Исключением было 
сильное падение содержания одного неидентифициро-
ванного стерина и рост одной жирной кислоты с очень 
длинной цепью (С24), лигноцериновой (рис. 3).

Чтобы определить связь изменений с биохимическими 
путями, реализуемыми в растительной клетке, мы прове-
ли анализ обогащения. Он позволяет оценить силу и ве-
роятность направленных согласованных изменений нако-
пления набора метаболитов [39]. Мы использовали списки 
метаболитов биохимических путей из базы KEGG [40]. 
Результат представлен на рис. 4. Как можно заметить, 
стареющие культуры отличались от растущих большим 
накоплением сахаров, вовлеченных в метаболизм са-
харозы, галактозы и аскорбата. При этом уменьшались 

пулы аминокислот, что может быть связано с репрессией 
синтеза белка и, возможно, азотосодержащих вторичных 
соединений, предшественниками которых они являются. 
Интермедиаты ЦТК, путей синтеза стеринов и жирных 
кислот не показали достоверных однонаправленных из-
менений.

ОБСУЖДЕНИЕ
Состав профилей метаболитов культур клеток VBI-0 

был сходен с таковыми у нативных проростков табака [43]. 
При том что спектры были получены и аннотированы 
близкими методами, количество соединений в профилях 
культуры было существенно меньшим. Как в пророст-
ках, так и в культурах наиболее широко представленной 

Рис. 3. Визуализация метаболитов, дифференциально накапливающихся (ДНМ), в растущих и стареющих культурах клеток 
N. tabacum VBI-0. Выбор ДНМ осуществлен по VIP > 1. FC — кратность различий средних значений (fold changes). Увеличение со-
ответствует более высокому накоплению на стадии старения
Fig. 3. Visualization of differentially accumulated metabolites (DAMs) in suspension cell culture N. tabacum VBI-0 at growth and senescence 
stages. DAMs were selected by rule: VIP > 1. Increase refers to higher level at senescence. FC — fold changes
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группой были углеводы. Тем не менее в случае культур 
число соединений, аннотированных как углеводы, было 
в полтора раза меньше, чем в случае проростков. Главным 
образом, в культурах наблюдалось меньше сложных угле-
водов. Причиной этого может являться дифференцировка 
органов, тканей и клеток в многоклеточном организме, 
которая прослеживается и на биохимическом уровне 
[44]. С другой стороны, проростки обладают полнофунк-
циональными пластидами, освещаются и осуществляют 
фотосинтез, что предположительно расширяет метаболи-
ческую сеть и делает профиль метаболитов более раз-
нообразным. Нужно также иметь в виду, что остатки са-
харов входят в состав многих вторичных соединений [45], 

а синтез специализированных молекул запускается 
обычно в ответ на неблагоприятные воздействия [3, 46]. 
Поскольку экспериментальные суспензионные культуры 
поддерживали в стабильных и благоприятных условиях, 
механизмы синтеза многих вторичных соединений мог-
ли быть неактивными. С этим согласуется тот факт, что 
анализируемые культуры клеток отличались меньшим 
числом идентифицированных вторичных соединений. 
Например, в культурах табака не детектировали никотин, 
столь характерный для N. tabacum. Подчеркнем, что эти со-
единения были идентифицированы в проростках [43]. И по-
следнее, важным фактором формирования профиля угле-
водов может быть изменение состава клеточной стенки. 

Рис. 4. Анализ обогащения, полученный на основе нагрузок предиктивной компоненты ОПЛС-ДА. Сеть метаболических путей, реа-
лизуемых в клетках N. tabacum. Узлы — метаболические пути из базы данных KEGG. Если они имеют общие метаболиты в профиле, 
то они соединены ребрами, которые их стягивают. Размер — NES, нормализованная оценка обогащения (normalized enrichment 
score), цвет — FDR, уровень ложноположительных результатов (false discovery rate). Треугольники с вершиной, направленной вверх 
соответствуют более высокому накоплению интермедиатов пути при старении
Fig. 4. Metabolite sets enrichment analysis based on loadings from OPLS-DA classification. Nodes of graph are KEGG pathways for N. tabacum, 
edges, contracting nodes, are presence of common metabolites in profiles. Size — strength of influence (NES, normalized enrichment score), 
color — FDR (false discovery rate), up triangles refer to accumulation of pathway intermediates at senescence

увеличение

уменьшение
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Появление большого числа олигосахаридов в профиле ис-
следованных нами культур может быть результатом ча-
стичной деградации полисахаридов клеточной стенки, что 
ранее было отмечено в процессе развития суспензионных 
культур табака.

Хорошо известно, что органы и ткани растений с воз-
растом претерпевают физиологические изменения. 
Это выражается и в том, что профили метаболитов рас-
тений разного возраста [47, 48] или органов в процессе 
развития [49] существенно различаются. Как правило, 
на ранних стадиях развития растений, органов и культур 
имеет место увеличение сопряжений с высокой синте-
тической активностью. Например, активно делящиеся 
клетки томатов в суспензионных культурах отличаются 
высоким уровнем потока углерода в синтез белка [21]. 
С высокой активностью синтеза белка связано высокое 
содержание свободных аминокислот, которое наблюда-
ется на более ранних стадиях развития растений [50].

Синтетическая активность должна поддерживать-
ся соответствующими ресурсами. Поскольку источником 
углерода и энергии для гетеротрофной культуры являются 
сахара, важную роль в обеспечении клетки приобретают 
пути их метаболизма. Моделирование потоков в гете-
ротрофных клетках арабидопсиса показало, что именно 
гликолиз и ЦТК играют ведущую роль в утилизации глю-
козы [51]. Высокую значимость гликолизу может придать 
сочетание высокого уровня фосфорилированных гексоз 
и низкого соотношения АТФ/АДФ. Такая картина наблюда-
ется, например, в период пролиферации клеток перикарпа 
плодов томатов [52]. Аналогично и в случае нашего ис-
следования: в суспензионных культурах все фосфаты са-
харов характеризовались большим содержанием в пери-
од роста. Падение уровня фосфатов сахаров при старении 
свидетельствует о снижении уровня активности начальных 
реакций гликолиза. Окончание пролиферации гетеротроф-
ных клеток томата в культуре совпало с падением потоков 
через гликолиз и ЦТК [21]. Показано, что по мере старения 
гетеротрофных культур клеток табака активность аэробно-
го дыхания снижается [20]. Предположительно, это явля-
ется результатом углеродного голодания. Падение уровня 
дыхания, сопряженное со снижением содержания фос-
форилированных сахаров, наблюдалось ранее в голодаю-
щих культурах после удаления субстрата из среды [14, 15]. 
В то же время высокий уровень сахарозы в клетках старых 
культур можно объяснить ее накоплением, как основного 
осмотика, в центральной вакуоли, объем которой увели-
чивается в процессе роста клеток [53]. Накопление сво-
бодных сахаров наблюдается на поздних стадиях развития 
растений и органов [50, 54]. Рост вакуоли также, вероятно, 
связан и с увеличением пула малата, который обычно на-
капливается в значительных количествах именно в этом 
компартменте [55, 56]. Накопление малата и других кар-
боксилатов может быть опосредовано частичным окис-
лением сахаров для снабжения энергией [57], как и рост 
уровня пирувата, конечного продукта гликолиза.

По результатам анализа обогащения можно высказать 
предположение, что при старении активируется метабо-
лизм аскорбата, как результат развития окислительного 
стресса в стареющих культурах. Высокая плотность куль-
туры и исчерпание нутриентов в среде могут выступать 
в роли стрессовых факторов. А снижение уровня дыха-
ния на поздних стадиях развития может рассматриваться 
в качестве механизма снижения окислительного стресса 
и замедления процесса старения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итог, следует заметить, что клетки стареющих 

гетеротрофных культур испытывают стресс, связанный 
с углеродным голоданием и изменениями состава сре-
ды. Полученные метаболомные данные свидетельствуют 
о том, что старение сопряжено с падением уровня син-
тетических процессов, снижением активности начальной 
части гликолиза, накоплением сложных сахаров, пентоз 
и карбоксилатов.
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