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Пектины являются основным компонентом
первичных клеточных стенок высших растений и
играют важную роль в регуляции пористости струк�
туры и механических свойств клеточной стенки, а
также участвуют в регуляции процессов роста и раз�
вития растений [1]. Пектины представляют собой
галактуронаны и рассматриваются, как полимеры
D�галактуроновой кислоты, которые имеют линей�
ные области галактуронана и рамногалактуронана
(smooth regions) и разветвленные области (hairy re�
gions), представленные рамногалактуронаном I и
рамногалактуронаном II (RGI и RGII), с боковыми
цепями из галактана, арабинана, арабиногалакта�
нов и других более сложных фрагментов [1–3].

Кроме того, различают смешанные углеводсодер�
жащие биополимеры (гликоконъюгаты), которые,
наряду с полисахаридными цепями, содержат поли�
пептидные, белковые или липидные фрагменты. До�
статочно хорошо изученными гликоконъюгатами
являются арабиногалактановые белки (АГБ), кото�
рые обнаружены практически во всех растениях [4].
Они вовлечены в ряд фундаментальных процессов,
связанных с развитием растительных клеток (проли�
ферация и растяжение клеток, соматический эм�
бриогенез). АГБ являются макромолекулами со
сложной структурой, которые содержат более 90%
углеводов (арабиногалактан II) и 2–10% белков. Ара�
биногалактановые цепи присоединены ковалентны�
ми связями к остаткам гидроксипролина, серина или
треонина полипептидного кора. В настоящее время
нет прямых доказательств существования пектин�
белковых комплексов. Однако с помощью атомно�
силовой микроскопии (АСМ) было впервые пока�
зано, что экстракт пектина, полученного из сахар�
ной свеклы, содержит смесь линейных молекул пек�
тина, разветвленного пектинового полисахарида и
комплекса пектина с белком, присоединенным к од�

ному концу пектиновой цепи [5]. Ранее высказыва�
лось предположение о наличии ковалентной связи
между пектином и белком [6]. Полученные с помо�
щью АСМ данные подтверждают это предположе�
ние, однако не являются прямым доказательством
наличия этой связи: не исключается возможность
физической ассоциации пектина и белка. Необходи�
мо дополнительное исследование, чтобы идентифи�
цировать тип пектин�белковой связи в комплексах,
определить роль пектина и белка в комплексе и в рас�
тительной клеточной стенке [5].

Предварительные исследования, проведенные
нами, показали, что силенан, пектин каллуса смо�
левки обыкновенной [Silene vulgaris (M.) G., Oberna
behen (L.) I.], экстрагируется совместно с белками.
Однако изучение строения пектин�белковых поли�
меров до настоящего времени не проводилось.

Установлено, что макромолекула силенана состо�
ит из линейных и разветвленных областей [7]. Ли�
нейная область представлена α�1,4�D�галактурона�
ном и α�1,2�рамно�α�1,4�D�галактуронаном, кото�
рый одновременно является главной углеводной
цепью разветвленной области силенана – рамнога�
лактуронана I. Боковые цепи разветвленной области
построены из остатков α�1,5�связанной арабинофу�
ранозы и β�1,3�, β�1,4�, β�1,6�связанной галактопи�
ранозы [8]. Изучены качественные и количествен�
ные изменения полисахаридов в течение ростового
цикла культуры смолевки [9], а также показано вли�
яние гормональных факторов [10], углеводов [11, 12],
кальция, фосфата, азота [13] и ультрафиолетового
облучения [14] на рост клеток и продуцирование по�
лисахаридов. Показана иммуномодулирующая ак�
тивность силенана каллусной культуры смолевки, в
частности, усиление поглотительной способности и
миелопероксидазной активности фагоцитов пери�
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ферической крови человека и макрофагов брюшной
полости крыс [15].

Ранее было показано, что каллусные и суспензи�
онные культуры смолевки обыкновенной продуци�
руют близкие по строению пектины [16]. Сходство в
строении пектинов позволяет применять каллусные
культуры как исходный материал при масштабиро�
вании процесса получения биологически активных
пектиновых веществ. В связи с этим каллусные куль�
туры с высоким содержанием полисахаридов явля�
ются перспективным источником для получения
суспензионных культур и создания на их основе ли�
ний–продуцентов ценных соединений для медици�
ны, косметики, пищевой промышленности и для
сельского хозяйства.

Применение культур клеток растений позволит
получать пектин�белковые комплексы, характери�
зующиеся заданным строением и свойствами и
стандартизованные по химическому составу и био�
логической активности. Клеточные культуры, про�
дуцирующие в большом количестве физиологиче�
ски активные пектин�белковые полимеры, могут
служить альтернативным сырьевым источником
для получения новых ценных гликоконъюгатов без
ущерба природным популяциям.

Цель работы – получение и общая химическая
характеристика пектиновых веществ, продуцируе�
мых каллусной культурой смолевки обыкновенной.

МЕТОДИКА

Условия культивирования каллусной культуры.
Каллусную культуру смолевки обыкновенной [Silene
vulgaris (M.) G.= Oberna behen (L.) I.] выращивали на
агаризованной модифицированной среде Мурасиге
и Скуга [17] с добавлением ауксина – 2,4�дихлорфе�
ноксиуксусной кислоты (1.0 мг/л) и цитокинина –
6�бензиламинопурина (0.5 мг/л). Каллус субкульти�
вировали с интервалом в 21 сут при 26 ± 1°С в темноте.

Общие аналитические методы. В полисахарид�
ных фракциях определяли содержание гликуроно�
вых кислот (ГУК) по реакции с 3,5�диметилфено�
лом в присутствии концентрированной серной кис�
лоты [18], содержание белка – методом Лоури.
Спектрофотометрические измерения проводили на
приборе Ultrospec 3000 (“Pharmacia Biotech”, Вели�
кобритания). Газожидкостную хроматографию
(ГЖХ) выполняли на приборе Hewlett�Packard
4890А (“Hewlett�Packard”, США) с пламенно�иони�
зационным детектором и интегратором НР 3395А
на капиллярной колонке RTX�1 (0.25 мм × 30 м)
(“Restek”, США), газ�носитель – аргон. Все раство�
ры концентрировали в вакууме на роторном испа�
рителе при 40–50°С. Центрифугирование раство�
ров проводили при 6000 g в течение 15 мин. Полиса�
харидные фракции лиофилизовали на лиофильной
сушке (“VirTis”, США).

Выделение полисахаридов. Выделение полиса�
харидных фракций из каллуса проводили по ме�
тодике, описанной в работе [16]. В результате по�
лучили пектин�белковую фракцию из каллусной
культуры смолевки обыкновенной (SVC).

Полный кислотный гидролиз. Полисахаридные
фракции (по 2.0–2.5 мг) гидролизовали 2 М три�
фторуксусной кислотой (0.5 мл) при 100°С в тече�
ние 3–4 ч. Гидролизаты упаривали в вакууме с мети�
ловым спиртом до полного удаления трифторуксус�
ной кислоты. В качестве внутреннего стандарта
использовали мио�инозит (0.5 мг/мл). Моносаха�
риды идентифицировали с помощью ГЖХ в виде
соответствующих ацетатов полиолов [19].

Ионообменная хроматография на ДЭАЭЦ. Поли�
сахаридные фракции растворяли в небольшом ко�
личестве воды и наносили на колонку (1.5 × 43 см) с
ДЭАЭЦ (ОН–�форма, скорость элюции 54 мл/ч).
Элюцию осуществляли последовательно водными
растворами 0.01, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 и 1.0 М хлорида
натрия. Фракции отбирали по 10 мл. Выход полиса�
харида контролировали по реакции на углеводы с
фенолом в присутствии концентрированной сер�
ной кислоты [20]. Объединенные фракции, соот�
ветствующие отдельным пикам, диализовали, кон�
центрировали и лиофилизовали.

Молекулярно?массовое распределение полиса?
харидов. Полисахариды (30–60 мг) растворяли в
дистиллированной воде (100–150 мл) и последо�
вательно разделяли по молекулярной массе в уль�
трафильтрационной ячейке (“Millipore”, США) с
помощью ультрафильтрационных мембран (по�
лисульфон, “Владисарт”, Россия) с различными
размерами пор (300, 100, 50 и 10 кДа). Фракции
концентрировали и лиофилизовали. В результате
получали фракции с молекулярными массами бо�
лее 300 кДа (SVC?I); с молекулярными массами
100–300 кДа (SVC?II) и с молекулярными масса�
ми 50–100 кДа (SVC?III).

Жесткий кислотный гидролиз. Фракцию SVC
(100 мг) гидролизовали 2 М трифторуксусной кис�
лотой (20 мл) при 100°С в течение 5 ч. Полученный
осадок отделяли центрифугированием, промывали
этанолом трижды, затем растворяли в воде с добавле�
нием 1 М аммиака до рН 5.0 и лиофилизовали. В ре�
зультате жесткого кислотного гидролиза получили
полисахаридный фрагмент (SVC?G) (выход 54%).

Ферментативный гидролиз. Ферментативный
гидролиз пектина SVC из каллуса смолевки прово�
дили с помощью пектиназы (α�1,4�D�галактопира�
нозилуроназы, КФ 3.2.1.15, Sigma, 753 ед./г, опти�
мум рН 4.0 при 25°С) с преобладающей эндо�актив�
ностью. Фракцию SVC (150 мг) растворяли в 15 мл
дистиллированной воды и добавляли водный рас�
твор пектиназы (3 мг). Смесь инкубировали в тече�
ние 6 ч при 25°C, рН 4.0. Действие фермента оста�
навливали путем кипячения инкубационной смеси,
полученный осадок удаляли центрифугированием.
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Супернатант концентрировали и осаждали 4�крат�
ным объемом 96%�ного этанола. Осадок отделяли
центрифугированием, промывали этанолом до от�
сутствия свободной галактуроновой кислоты, рас�
творяли в дистиллированной воде и лиофилизова�
ли. В результате ферментативного гидролиза полу�
чили фракцию SVC�P (выход 51.7%),
представляющую собой смесь фрагментов. Фрак�
цию SVC�P разделяли на ультрафильтрационных
мембранах, в результате чего получили фрагменты
с молекулярными массами более 300 кДа (SVC?PI),
100–300 кДа (SVC?PII), 50–100 кДа (SVC?PIII) и 10–
50 кДа (SVC?PIV). Для фрагментов с молекулярными
массами (ММ) более 10 кДа дана общая химическая
характеристика.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Из каллусной культуры смолевки обыкновенной
выделена пектин�белковая фракция SVC. Выход
SVC от сухой массы составил 10.6%, содержание по�
лисахарида на 1 л питательной среды – 0.83 г/л.

В составе SVC в качестве основных компонентов
углеводной цепи содержались остатки D�галактуро�
новой кислоты (64%), галактозы (1.7%), арабинозы
(1.4%) и рамнозы (0.9%) (табл. 1). Соотношение ара�
биноза�галактоза равнялось 1 : 1.2. Присутствовав�
шие в образце остатки глюкозы, ксилозы и маннозы,
скорее всего, являлись компонентами сопутствую�
щих пектинам резервных полисахаридов и гемицел�
люлоз. Содержание белка в SVC составляло 12%.

При анализе SVC методом ионообменной хро�
матографии на ДЭАЭЦ получены следующие фрак�
ции: SVC�1 (элюция 0.2 М NaCl) и SVC�2 (элюция
0.4 М NaCl) (табл. 1). Фракции имели близкий каче�
ственный моносахаридный состав и различались
содержанием галактуроновой кислоты и белка. Для
фракции SVC�1 отмечено пониженное содержание
галактуроновой кислоты и более высокое содержа�
ние белка по сравнению с фракцией SVC�2. Основ�

ными нейтральными компонентами углеводной
цепи полученных фракций являлись остатки галак�
тозы, арабинозы и рамнозы.

Присутствие белка во фракциях, разделенных на
ДЭАЭЦ, свидетельствует о том, что белок, вероятно,
связан с пектином ковалентными связями. Ранее на
примере пектина сахарной свеклы было показано, что
белок не может быть отделен от пектина с помощью
хроматографии в присутствии 4 М NaCl [21], что так�
же подтверждает предположение о ковалентной связи
пектина и белка. Таким образом, фракция SVC состо�
яла из кислых пектин�белковых полимеров, отличаю�
щихся незначительной гетерогенностью.

С помощью ультрафильтрации через мембраны
с разным диаметром пор определено молекулярно�
массовое распределение SVC. Установлено, что ос�
новной по выходу (77%) являлась фракция SVC�I с
молекулярной массой более 300 кДа, в которой до�
минирующими моносахаридами являлись галакту�
роновая кислота, галактоза и арабиноза (табл. 1).
Фракции SVC�II и SVC�III с молекулярными мас�
сами 100–300 и 50–100 кДа были минорными, их
выход составлял 0.8% и 0.4% соответственно. В мо�
носахаридном составе этих фракций увеличива�
лось относительное содержание остатков галакто�
зы, арабинозы и рамнозы и снижалось количество
остатков галактуроновой кислоты. Содержание
белка было максимальным во фракции SVC�I и со�
ставило 14%, тогда как во фракциях SVC�II и SVC�III
обнаружены следовые количества белка.

Полученные данные указывают на то, что SVC
представляет собой смесь пектин�белкового поли�
мера, состоящего в основном из слабо разветвлен�
ных пектиновых фрагментов с молекулярной мас�
сой более 300 кДа и белка, и сильно разветвленного
пектинового полисахарида с молекулярными мас�
сами 50–300 кДа. Для пектина сахарной свеклы так�
же было показано, что он содержит смесь линейных
молекул пектина, разветвленного пектинового по�
лисахарида и комплекса пектина с белком [5].

Таблица 1. Характеристика полисахаридных фракций SVC, полученных в результате фракционирования на ДЭАЭЦ и
ультрафильтрации

Фракция Выход, %
Нейтральные моносахариды, %

ГУК, % Белок, %
Гал Ара Рам Глю Кси Ман сумма

SVC 10.6* 1.7 1.4 0.9 0.7 0.5 0.7 5.9 63.5 11.6

SVC�1 21.5** 3.4 3.2 2.0 2.0 0.3 0.5 11.4 65.0 7.7

SVC�2 14.7** 2.6 1.7 1.6 1.4 0.2 0.3 7.8 76.2 3.5

SVC�I 77.1*** 1.6 1.7 1.2 0.4 0.3 0.5 5.7 81.9 14.1

SVC�II 0.8*** 10.8 5.1 2.7 2.3 1.1 1.1 23.1 55.9 1.7

SVC�III 0.4*** 19.7 11.7 5.5 3.0 5.0 1.9 46.8 29.6 0

* Выход от сухой биомассы каллуса.
** Выход от количества полисахарида, нанесенного на колонку с ДЭАЭЦ.

*** Выход от фракции SVC.
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В результате ферментативного гидролиза SVC с
помощью пектиназы (α�1,4�D�галактопиранозил�
уроназы, КФ 3.2.1.15) с преобладающей эндо�ак�
тивностью получена смесь фрагментов SVC�P, при
разделении которой на ультрафильтрационных
мембранах выявлены фракции, отличающиеся по
молекулярной массе (табл. 2). Основным по выходу
(71%) являлся фрагмент SVC�PI с молекулярной
массой более 300 кДа, в составе которого преобла�
дали остатки галактуроновой кислоты, галактозы и
арабинозы. Фрагмент SVC�PII с молекулярной мас�
сой 100–300 кДа отличался от SVC�PI более высо�
ким содержанием галактуроновой кислоты. Ми�
норные фрагменты SVC�PIII (ММ 50–100 кДа) и
SVC�PIV (ММ 10–50 кДа) имели более низкое со�
держание галактуроновой кислоты и повышенное
содержание нейтральных моносахаридных остат�
ков. Белок (13%) обнаружен только в составе фрак�
ции SVC�PI.

Присутствие в большом количестве галактуро�
новой кислоты, а также расщепление полисаха�
рида с помощью пектиназы свидетельствует о
том, что α�1,4�D�галактуронан является главной
углеводной цепью SVC, что подтверждает при�
надлежность этого полисахарида к классу пекти�
нов. Содержание во фракциях SVC�PI–SVC�PIV
остатков арабинозы и галактозы, обычно входя�
щих в состав боковых цепей пектинов, а также
присутствие остатков рамнозы свидетельствует о
том, что образовавшиеся под действием пектина�
зы фрагменты углеводной цепи SVC содержат
разветвленные участки, представленные рамно�
галактуронаном I. Боковые цепи силенана, ско�
рее всего, представляют собой арабинаны, галакта�
ны и (или) арабиногалактаны.

Присутствие в составе доминирующей фракции
SVC�PI белка, который не отщеплялся от полисаха�
рида после проведения ферментативного гидроли�
за, свидетельствует о том, что фракция SVC содер�
жала пектин�белковые полимеры.

В результате жесткого кислотного гидролиза
SVC получен фрагмент галактуронана SVC�G, в ко�

тором содержание остатков галактуроновой кисло�
ты равнялось 98%. Выход фрагмента составлял 54%.

Таким образом, макромолекула силенана состо�
ит из линейных и разветвленных областей. Фраг�
мент линейной цепи галактуронана составляет бо�
лее половины всей углеводной цепи силенана. Раз�
ветвленная область макромолекулы представлена
рамногалактуронаном I. Присутствие в составе си�
ленана белка, подтвержденное методами ионооб�
менной хроматографии, ультрафильтрации и фер�
ментативного гидролиза, указывает на то, что SVC
представляет собой пектин�белковый полимер.
SVC содержит смесь линейного и разветвленного
пектинового полисахарида и комплекса пектина с
белком.

Полученные сведения о составе, содержании и
закономерностях биосинтеза силенана в каллусной
культуре смолевки обыкновенной необходимы для
практического использования культуры клеток, в
частности для получения суспензионных культур –
продуцентов биологически активных веществ.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Президиума РАН (грант “Молекулярная и клеточ�
ная биология”), совместным грантом УрО РАН и
ДВО РАН, программы “Ведущие научные школы”.
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Таблица 2. Характеристика фрагментов SVC, полученных в результате ферментативного гидролиза

Фракция Выход, %
Нейтральные моносахариды, %

ГУК, % Белок, %
Гал Ара Рам Глю Кси Ман сумма

SVC�P 51.7* 3.0 1.8 0.5 0.8 0.4 0.7 7.2 55.3 9.2

SVC�PI 71.4** 2.2 1.6 0.5 0.5 0.2 0.6 5.6 54.0 12.8

SVC�PII 24.3** 2.3 2.0 0.9 0.5 0.2 0.2 6.1 78.1 0

SVC�PIII 1.1** 9.6 3.0 1.6 5.0 4.1 2.8 26.1 50.3 0

SVC�PIV 1.3** 8.4 2.6 2.8 5.9 3.0 3.7 26.4 11.6 0

* Выход от фракции SVC.
** Выход от фракции SVC�P.
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Abstract—Pectin–protein fraction SVC was isolated from the callus culture of the bladder campion (Silene
vulgaris). The main components in it were residues of D�galacturonic acid, galactose, arabinose, rhamnose,
and protein. Using ion�exchange chromatography, ultrafiltration, and acid and enzymatic hydrolysis, it was
shown that SVC contained a mixture of molecules of linear pectin, branched pectin polysaccharide, and pec�
tin–protein polymer. A fragment of the linear chain of galacturonan amounted to more than half of the entire
carbohydrate silenan chain. The branched area of the macromolecule is represented by rhamnogalacturonan I.
The pectin–protein polymer consisted mainly of protein and weakly branched pectin fragments with molec�
ular mass of more than 300 kDa.
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