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Аннотация. Изучен жирнокислотный состав тканей листьев манжетки городковатой Alchemilla subcrenata 
Buser. Показаны особенности адаптивных изменений её жирнокислотного состава к колебаниям суточных 
температур воздуха. Днём наблюдали закономерное увеличение содержания насыщенных, а в ночные и ве-
черние часы – ненасыщенных жирных кислот. Изучение активности амино-ацильных десатураз Alchemilla 
subcrenata показало, что наибольший вклад в развитие низкотемпературной адаптации у манжетки вносят 
ω3-, ω6-и ω9-десатуразы, активность которых заметнее всего повышалась при снижении температуры воз-
духа. 
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Введение 

Проблема адаптации растений к низкотем-
пературному стрессу имеет большое экологи-
ческое и сельскохозяйственное значение, так 
как способность растений адаптироваться к 
конкретным условиям – один из факторов, оп-
ределяющих границы ареалов диких видов и 
возможности их интродукции [4]. Считается, 
что липиды клеточных мембран играют ключе-
вую роль в процессах адаптации и формирова-
нии устойчивости растений к неблагоприятным 
факторам внешней среды, прежде всего к хо-
лоду. Эта устойчивость коррелирует с содер-
жанием в клеточных мембранах полиненасы-
щенных жирных кислот (ПННЖК) [1]. Извест-
но, что именно ненасыщенные жирные кисло-
ты (ННЖК) в структуре мембран определяют 
их текучесть и сохранение жидкостных свойств 
при низких температурах. В современной мо-
дели молекулярного механизма адаптации кле-
ток к гипотермии первичная роль отводится 
мембранным липидам (в частности, их способ-
ности к фазовым переходам в зависимости от 
температуры окружающей среды) и ферментам 
десатуразам, катализирующим синтез ННЖК. 
В соответствии с этой моделью при снижении 
температуры уменьшается текучесть мембран, 
что приводит к усиленному синтезу десатураз в 
клетке, их активации и, как следствие, к уско-

рению синтеза ПННЖК в мембранных липидах 
[3]. В результате этих процессов текучесть 
мембран восстанавливается. Таким образом, 
именно активность десатураз является одним 
из ключевых моментов адаптаций растений к 
низким температурам [5]. 

Известно, что у высших растений существу-
ют значительные межвидовые различия по холо-
доустойчивости. Этим объясняется особый инте-
рес к подробному изучению механизмов низко-
температурной адаптации у растений, произра-
стающих в суровых климатических условиях. 
Логично предположить, что анализ жирнокис-
лотного состава суммарных липидов в тканях 
одного из таких видов – манжетки городковатой – 
в условиях охлаждающего влияния оз. Байкал, а 
также оценка активности десатураз при действии 
низких температур будут способствовать лучше-
му пониманию их роли в формировании устой-
чивости растения к данному фактору. 

Несмотря на изученность биохимических 
процессов, обеспечивающих адаптивные изме-
нения липидного состава мембран отдельных 
видов культурных растений (арабидопсис, та-
бак, кукуруза, соя, рис и др.) при действии низ-
ких температур, вопросы устойчивости и ли-
пидного метаболизма лекарственных растений 
остаются малоисследованными. Кроме того, 
если о химическом составе эфирных масел, ал-
калоидов, дубильных веществ манжетки име-
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ются некоторые сведения, то жирнокислотный 
состав практически не исследовался. В связи с 
этим целью нашей работы стало изучение со-
става ЖК манжетки городковатой и активности 
ацил-липидных десатураз в зависимости от из-
менения суточных температурных условий на 
побережье оз. Байкал. 

Материалы и методы 

Объектом исследования служили листья 
манжетки городковатой Alchemilla subcrenata 
Buser, собранных на стационаре СИФИБР на 
левом берегу р. Выдриной в 600 м от уреза бе-
реговой линии оз. Байкал. Образцы для анализа 
содержания жирных кислот отбирались 14 и 15 
октября 2010 г. в различное время суток с ин-
тервалом от трёх до шести часов, одновремен-
но замерялась температура атмосферного воз-
духа. Образцы фиксировали и растирали в 
жидком азоте до получения гомогенной массы 
для экстракции липидов. Экстракцию липидов 
из тканей исследуемых объектов проводили с 
использованием системы растворителей хло-
роформ-метанол-вода (2:1:0,8 v/v/v). Для уда-
ления хлороформа из экстракта липидов ис-
пользовали роторный испаритель RVO-64 (Че-
хия). Для получения метиловых эфиров жир-
ных кислот к экстракту липидов после удале-
ния растворителя добавляли 1 %-ный мета-
нольный раствор Н2SO4 и нагревали на водяной 
бане при 60 ºС в течение 30 мин. После охлаж-
дения метиловые эфиры жирных кислот триж-
ды экстрагировали гексаном. Анализ получен-
ных метиловых эфиров жирных кислот прово-
дили методом газожидкостной хроматографии 
с использованием хромато-масс-спектрометра 
5973N/6890N MSD/DS Agilent Technology (ка-
пиллярная колонка HP-INNOWAX (30 мм × 
250 мм × 0,50 мкм), градиент температуры: от 
100 ºС до 150 ºС со скоростью 10 ºС в мин, от 
150 ºС до 255 ºС со скоростью 3 ºС в мин). Для 
расчёта эквивалентной длины цепи использо-
вали изократический режим, температура ко-
лонки 200 ºС, газ-носитель – гелий, скорость 
потока газа 1 мл/мин. Масс-спектрометр – 
квадруполь, способ ионизации – электронный 
удар (EI) (энергия ионизации: 70эВ). Для иден-
тификации метиловых эфиров жирных кислот 
липидов использовали значения индекса удер-
живания Rf (для стандартных насыщенных и 
ненасыщенных ЖК) и индекса ECL (эквива-
лентной длины цепи), а также библиотеку 
масс-спектров NIST05.  

Относительное содержание ЖК определяли 
в весовых процентах от общего их содержания 

в исследуемом образце. Для оценки ненасы-
щенности ЖК в тканях листьев использовали 
индекс двойных связей (ИДС):  

ИДС = ∑Pj n / 100, 
где Pj – содержание ННЖК (вес, %), n – коли-
чество двойных связей в каждой кислоте. Так-
же использовали коэффициент ненасыщенно-
сти жирных кислот (К), как отношение суммы 
ненасыщенных ЖК к сумме насыщенных. 

Активность ацил-липидных ω9, ω6 и ω3 
мембранных десатураз, участвующих в био-
синтезе олеиновой, линолевой и α-линоленовой 
кислот, определялась соответственно по урав-
нениям 1, 2 и 3 [1; 6; 7]: 

SDR = (% С18:1) / (% С18:0 + % С18:1)  (1) 
ODR = (% C18:2 + % C18:3) / (% C18:1 + 

+ % C18:2 + % C18:3)   (2) 
LDR = (% C18:3) / (% C18:2 + % C18:3)  (3) 
Все пробы исследовались в трёх повторно-

стях, стандартное отклонение во всех случаях 
не превышало 0,03 %. 

Статистическую обработку проводили с 
помощью программы Statistica 6.0. Вычисляли 
линейные коэффициенты корреляции и опре-
деляли уровень значимости (р) при n = 4. 

Результаты 

Адаптация к ночной гипотермии у растений 
происходит в том числе за счёт увеличения не-
насыщенности ЖК, содержащихся в мембра-
нах. Были исследованы изменения состава 
жирных кислот в тканях листа манжетки в те-
чение суток 14–15 октября 2010 г. Учитывая 
динамику температурного режима, пробы от-
бирались в 6, 9, 15, 20 и 24 часа. 

Согласно графику изменения содержания 
НЖК и ННЖК в тканях листа в зависимости от 
суточного хода температур (рис. 1) в целом в 
тёплое время суток происходит возрастание 
содержания насыщенных ЖК, особенно сильно 
выраженное в интервале 9–15 ч.  

Соответственно, общее содержание нена-
сыщенных ЖК, наоборот, максимально вече-
ром, ночью и ранним утром, понижается далее 
и минимально днём.  

Изменения содержания суммы насыщен-
ных и ненасыщенных жирных кислот зависят 
от колебаний температуры воздуха. В то же 
время индивидуальная динамика содержания 
отдельных ННЖК не всегда совпадает с дина-
микой суммарного содержания. 

Пентадекановая кислота С15:0 демонстриру-
ет ожидаемое для насыщенных ЖК увеличение 
содержания в тёплое время суток и уменьшение в 
холодные ночные и утренние часы (рис. 2). 
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Рис. 1. Изменение содержания насыщенных (1) и ненасыщенных (2) жирных кислот в тканях листа ман-

жетки городковатой, произрастающей на побережье оз. Байкал в зависимости от изменений температуры (3) 
в течение суток 14–15 октября 2010 г. 
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Рис. 2. Содержание насыщенных жирных кислот с длинами цепей в 12, 15 и 17 атомов углерода в тканях 
листа манжетки городковатой, произрастающей на побережье оз. Байкал, при разных значениях температу-
ры в течение суток 14–15 октября 2010 г. С12:0 – ауриновая; С15:0 – пентадекановая; С17:0 – гептадекано-
вая кислота 

 
Для гептадекановой кислоты (С17:0) также 

отмечается наибольшее содержание днём, но в 
ночные часы наблюдается второй, более низ-
кий максимум. НЖК с длиной цепи 12 атомов 
углерода тоже активно накапливаются в днев-
ное время и особенно сильно к полуночи. Та-
ким образом, увеличивается содержание ко-

роткоцепочечных (С12:0) и среднецепочечных 
(С17:0) НЖК в листьях манжетки в ответ на 
экстремальные температуры. Днём это вызыва-
ет понижение степени ненасыщенности ЖК, а 
ночью может быть связано с увеличением об-
щего синтеза ЖК, способных выполнять крио-
протекторную функцию. 
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Среди НЖК в листьях манжетки на протя-
жении всего суточного цикла преобладают ки-
слоты с длиной цепочки 14, 16 и 18 атомов уг-
лерода (рис. 3). Доминирует пальмитиновая 
кислота (С16:0), максимум содержания кото-
рой регистрируется днём (21,33 % от общего 
веса ЖК), к вечеру её содержание достигает 
суточного минимума (11,82 %), а далее не-
сколько возрастает (13,78 % в полночь и 14,87–
15,07 % утром). Такая же динамика наблюдает-
ся для НЖК с 14 атомами углерода (миристи-
новой кислоты): максимум содержания 
(4,75 %) отмечен в 15 ч, а минимум (1,00 %) – в 
20 ч.  

Содержание стеариновой кислоты возрас-
тает с начала дня (4,56 % веса ЖК в 9 ч), к 15 ч 
вырастая до 5,27 %, и уменьшается вечером 
(3,75) и ночью (3,03±0,03 %), повторяя общую 
динамику насыщенных ЖК в тканях манжетки. 
В 6 ч содержание С18:0 сохраняется на низком 
уровне и составляет 2,97±0,03 %. 

Оценивая вклад вышеописанных соедине-
ний в общую жирно-кислотную насыщенность, 
стоит отметить, что содержание суммы НЖК в 
листьях манжетки максимально в 15 ч, что 
обеспечивает меньшую текучесть биомембран 
растительных клеток в тёплое время суток. 
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Рис. 3. Содержание насыщенных жирных кислот с длинами цепей 14, 16 и 18 атомов углерода в тканях 

листа манжетки городковатой, произрастающей на побережье оз. Байкал, при разных значениях температу-
ры в течение суток 14–15 октября 2010 г. С16:0 – пальмитиновая; С18:0 – стеариновая; С14:0 – миристино-
вая кислота 

 
В вечерние и утренние часы, когда проис-

ходят переходы между дневной гипертермией 
и ночной гипотермией, отмечается заметное 
увеличение содержания длинноцепочечных 
НЖК с длиной цепи 20 и 22 атомов углерода – 
арахиновой и бегеновой (рис. 4). Такое увели-
чение вносит заметный вклад в динамику об-
щей степени насыщенности ЖК в этот период. 
Причём содержание арахиновой кислоты выше, 
чем бегеновой в течение всего суточного цикла. 

В тканях манжетки обнаружена также НЖК 
с 23 атомами углерода: лигноцериновая  
(рис. 4). Содержание этой кислоты незначи-

тельно, максимальное значение (0,23 %) реги-
стрируется в дневные часы. 

Содержание ненасыщенных ЖК с одной 
двойной связью (мононенасыщенных жирных 
кислот – МННЖК) в листьях манжетки отно-
сительно невелико (рис. 5). Кроме того, коли-
чество ненасыщенных связей сильно влияет 
на жидкостные свойства липидных мембран 
растительной клетки при гипотермии, чем, 
очевидно, и обусловлена ведущая роль 
ПННЖК в реализации адаптаций к низким 
температурам [5].  
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Рис. 4. Содержание насыщенных жирных кислот с длинами цепей 20, 22 и 23 атома углерода в тканях 

листа манжетки городковатой, произрастающей на побережье оз. Байкал, при разных значениях температу-
ры в течение суток 14–15 октября 2010 г. С20:0 – арахиновая; С22:0 – бегеновая; С23:0 – лигноцериновая 
кислота 
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Рис. 5. Содержание жирных кислот с одной двойной связью в молекуле (МННЖК) в тканях листа ман-

жетки городковатой, произрастающей на побережье оз. Байкал, при разных значениях температуры в тече-
ние суток 14–15 октября 2010 г. С16:1(n-9) – пальмитолеиновая; С18:1(n-9) – олеиновая; С18:1(n-7) – цис-
вакценовая кислота 

 
Цис-вакценовая жирная кислота с длиной 

углеродной цепи в 18 атомов и двойной связью 
в седьмом положении обнаружена только в об-
разцах растения, собранных в 15 ч. Её наличия 
в другое (относительное холодное) время суток 
в листьях манжетки городковатой не выявлено. 
Для олеиновой кислоты (С18:1n-9) также пока-

зан максимум содержания в 15 ч (2,46 %), вто-
рой максимум (2,64 %) отмечен в 24 ч (см. рис. 5). 

Таким образом, выявлен рост содержания 
жирных кислот с одной двойной связью в тка-
нях листа манжетки городковатой при дневном 
возрастании температуры, так же как это пока-
зано для НЖК. Исключение составила лишь 
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олеиновая кислота, увеличение содержания 
которой регистрировали также в 24 ч, что, ви-
димо, связано с её участием в дальнейшем син-
тезе ПННЖК – линолевой и α-линоленовой. 
Очевидно, эта кислота, в отличие от других 
МННЖК, имеет важную роль в гипотермиче-
ской адаптации тканей манжетки городковатой 
на побережье Байкала. 

Динамика содержания ЖК с двумя и тремя 
ненасыщенными связями в зависимости от су-
точных температур продемонстрирована на 
рис. 6. 

Линолевая кислота (С18:2n-6) демонстри-
рует стабильно высокое содержание в течение 
суток, максимальные показатели выявлены ут-
ром (в 9 ч) и вечером (в 20 ч) – при переходе от 
гипо- к гипертермии и наоборот.  

Чёткая положительная зависимость между 
содержанием ЖК в тканях манжетки и силой 
гипотермического воздействия наблюдается 
только для кислот с тремя ненасыщенными 
связями (см. рис. 6). Учитывая низкое содер-
жание гексадекатриеновой и преобладание α-
линоленовой ЖК в жирнокислотном составе 
растений, именно последняя имеет главенст-
вующую роль в низкотемпературной адаптации 
манжетки, как это описано и для других видов 
[1]. Минимальное содержание линолевой ки-

слоты (С18:2n-6) отмечено в 15 ч, и можно ут-
верждать, что эта кислота также является зна-
чимой в процессах гипотермической адаптации 
манжетки городковатой. Так, если в 20 ч по-
вышается содержание обеих кислот, то в 24 ч и 
6 ч содержание линолевой кислоты несколько 
снижается, тогда как в 9 ч при ещё не прогре-
том воздухе наблюдается уменьшение содер-
жания α-линоленовой кислоты при заметном 
повышении содержания линолевой, что может 
быть обусловлено прогревом листьев солнеч-
ными лучами при сохраняющихся относитель-
но низких температурах воздуха.  

Индекс двойных связей, учитывающий все 
ЖК и количество ненасыщенных связей в них, 
а также простое отношение суммы ненасы-
щенных ЖК к насыщенным, не учитывающее 
количество двойных связей в молекулах жир-
ных кислот, показывают повышение степени 
ненасыщенности жирнокислотного состава 
тканей манжетки ночью (рис. 7). Результаты, 
представленные на рис. 8, согласуются с ходом 
температурных показателей. При этом, если в 
холодное время суток отмечается повышение 
содержания триеновых ЖК с 16 и 18 атомами 
углерода, то в 15 ч регистрируется накопление 
МННЖК и НЖК с длиной углеродной цепи 16 
и 18 атомов углерода. 

 

6.00 9.00 15.00 20.00 24.00

  C16:3(n-3)

  C18:2(n-6)
 C18:3(n-3)

0

10

20

30

40

50

60

70

со
де
рж

ан
ие

, %
 о
бщ

ег
о 
ве
са

 Ж
К

время суток. часы

 
Рис. 6. Содержание жирных кислот с двумя и тремя ненасыщенными связями в молекуле (ПННЖК) в 

тканях листа манжетки городковатой, произрастающей на побережье оз. Байкал, при разных значениях тем-
пературы в течение суток 14–15 октября 2010 г. С18:3(n-3) – α-линоленовая; С18:2(n-6) – линолевая; 
С16:3(n-3) – гексадекатриеновая кислота 
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Рис. 7. Значения индекса двойных связей (ИДС) и коэффициента ненасыщенности ЖК (К) в тканях лис-
та манжетки городковатой, произрастающей на побережье оз. Байкал, при разных значениях температуры в 
течение суток 14–15 октября 2010 г.  

 
Изменение содержания жирных кислот в 

тканях манжетки городковатой в течение 
суток позволяет предположить изменение 
активности соответствующих ферментов, в 
том числе осуществляющих десатурацию 
жирных кислот – особенно ключевых для 
гипотермической адаптации ЖК с длиной 
цепи 18 атомов углерода. 

В связи с этим рассмотрено изменение ак-
тивности ω9-, ω6- и ω3-десатураз в листьях ман-
жетки. Для этого использовали соответствующие 
коэффициенты: SDR – стероил-десатуразное от-

ношение, ODR – олеоил-десатуразное отноше-
ние и LDR – линолеил-десатуразное отноше-
ние, соответственно отражающих активность 
ω9-, ω6- и ω3-десатураз (см. рис. 8). 

Активность ω9-десатуразы была макси-
мальной (0,47) в 24 ч. Этому соответствует ин-
тенсивное образование олеиновой кислоты 
С18:1(n-9). Активность фермента остаётся вы-
сокой на протяжении холодного времени суток 
до 6 ч (0,43) и начинает снижается только к 9 ч, 
когда воздух начинает прогреваться (см. рис. 8).  
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Рис. 8. Индексы SDR, ODR и LDR, отражающие соответственно активность ω9-, ω6- и ω3-десатураз в 

тканях листа манжетки городковатой, произрастающей на побережье оз. Байкал, при разных значениях тем-
пературы в течение суток 14–15 октября 2010 г. 
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Максимальной стабильностью характеризу-
ется, по нашим наблюдениям, ω6-десатуразная 
активность. 

Активность ω3-десатуразы минимальна в 
9 ч (0,80), возрастает к 15 ч (0,86), несколько 
снижается к 20 ч (0,85) и вновь возрастает но-
чью, достигая суточных максимумов (0,87) в 
полночь и в 6 ч. 

Таким образом, продемонстрированные 
здесь особенности изменения активности деса-
тураз при адаптации манжетки городковатой к 
колебаниям температуры в течение суток на 
побережье Байкала позволили выявить, что для 
данного вида наибольший вклад в суточное 
изменение насыщенности ЖК вносят ω9- и ω3-
десатураза, а активность ω6-десатуразы остаёт-
ся стабильной в течение суток. Изменения ак-
тивности десатураз согласуются с показанны-

ми нами существенными изменениями жирно-
кислотного состава в листьях манжетки город-
коватой в течение суток. 

Зависимость содержания жирных кислот и 
активности десатураз от температуры воздуха 
исследовалась с использованием корреляцион-
ного анализа (табл. 1; 2).  

Результаты анализа подтверждают, что при 
ночном понижении температур воздуха на 
Байкале жирнокислотная адаптация у манжет-
ки городковатой происходит в первую очередь 
за счёт увеличения содержания α-линоленовой 
ПННЖК (р = 0,08), увеличения активности ω9 
ацил-липидной десатуразы (р = 0,1) и умень-
шения содержания стеариновой кислоты 
(р = 0,03), которая, по-видимому, расходуется 
на синтез олеиновой и других ННЖК. 

Таблица 1  
Коэффициенты корреляции между содержанием жирных кислот в тканях листа манжетки городковатой и 

температурой воздуха на побережье оз. Байкал в середине октября 2010 г. 

Количество двойных связей Группы жирных 
кислот 0 1 2 3 

12 0,277 
р = 0,723 – – – 

14 0,713 
р = 0,287 – – – 

15 0,817 
р = 0,183 – – – 

16 0,650 
р = 0,350 

0,733 
р = 0,267 – -0,504 

р = 0,496 

17 0,692 
р = 0,308 – – – 

18 0,975 
р = 0,025 

-0,172 
р = 0,829 

-0,277 
р = 0,724 

-0,917 
р = 0,083 

20 -0,400 
р = 0,599 

-0,518 
р = 0,482 – – 

21 0,854 
р = 0,146 – – – 

22 0,347 
р = 0,653 

0,753 
р = 0,247 – – 

Длина  
углеродной 

цепи  
молекулы 

23 0,802 
р = 0,198 – – – 

Все НЖК и ННЖК 0,8891 
р = 0,111 

-0,8893 
р = 0,111 

 
Таблица 2 

Коэффициенты корреляции индекса двойных связей ИДС, коэффициента ненасыщенности K, 
 индексов SDR, ODR и LDR с температурой воздуха в середине октября 

Показатели  Коэффициенты корреляции 
ИДС -0,8855, р = 0,114 
К -0,9068, р = 0,093 
SDR -0,8795, р = 0,121 
ODR -0,3828, р = 0,617 
LDR -0,6722, р = 0,328 
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Кроме того, в целом наблюдается прямая 
корреляция значений температуры и показате-
лей содержания НЖК (р = 0,1) и обратная – 
ННЖК (р = 0,1). Как следствие, при ночной 
гипотермии происходит достоверное увеличе-
ние индекса двойных связей (р = 1) и отноше-
ния насыщенных ЖК к ненасыщенным 
(р = 0,09). 

Заключение 

В ходе исследования динамики жирнокис-
лотного состава манжетки городковатой в свя-
зи с суточным ходом температуры нами пока-
зано, что при усиливающейся осенью ночной 
гипотермии происходит закономерное увели-
чение содержания ряда ненасыщенных жирных 
кислот, а в дневные, более тёплые, часы – на-
сыщенных ЖК. В течение суток наблюдается 
также изменение активности ферментов, осу-
ществляющих десатурацию жирных кислот. 
Наиболее выражено влияние температуры на 
активность ω9 ацил-липидной десатуразы: при 
понижении суточных температур активность 
этого фермента повышалась. Две другие деса-
туразы, ω3 и ω6, также участвуют в процессах 
адаптации к суточным колебаниям температур. 
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The fatty acid content and the desaturase activity  
in Alchemilla subcrenata Buser depending on diel temperature oscillation  
M. A. Zhivetyev, L. V. Dudareva, V. A. Krasnobaev, I. A. Graskova, V. K. Voinikov 
Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk  

Abstract. The fatty-acid composition of Alchemilla subcrenata Buser has been identified. The peculiarities of adap-
tive changes in fatty acid content according to diel air temperature oscillations have been demonstrated. Augmenta-
tion of content of unsaturated fatty acid has been observed in the daytime, while growth of content of saturated fatty 
acid has been observed in the time of the night and in the evening. Analysis of activity of desaturazes demonstrates 
maximal contribution to development of low-temperature adaptation of Alchemilla subcrenata Buser is belonging 
ω3-, ω6-, ω9-desaturase, whose activity by temperature fall of atmospheric air was worst increase. 

Key words: unsaturated fatty acids, saturated fatty acids, desaturases, Alchemilla subcrenata, adaptation. 
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