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Способность растений адаптироваться к кислородной недостаточности связана с наличием различных приспосо-
блений, многие из которых опосредованы существенными изменениями обмена веществ. Эти изменения позволяют 
устойчивым растениям-гидрофитам расти даже в дефицитной по кислороду среде. Цель настоящей работы состояла 
в метаболическом профилировании листьев гидрофитных видов Epilobium palustre, Epilobium hirsutum и мезофитного 
вида Epilobium angustifolium для выявления наиболее характерных изменений метаболома, свойственных устойчивым 
к дефициту кислорода растениям. Профилирование метаболитов проводили методом газовой хроматографии-масс-
спектрометрии. Полученный профиль включал около 360 соединений. Из них было идентифицировано 70 и еще 50 со-
единений были определены до класса. В полученных профилях наиболее широко были представлены сахара (64) 
и их производные. Идентифицировано 16 аминокислот, 20 карбоновых кислот, а также липиды и вторичные соедине-
ния. Были выявлены существенные различия между профилями метаболомов листьев мезофитного E. angustifolium 
и гидрофитных E. hirsutum и E. palustre. Для мезофита были свойственны более высокие уровни сахаров. Метаболо-
мы гидрофитных кипреев практически не отличались друг от друга и характеризовались аккумуляцией аминокислот, 
в том числе интермедиатов ГАМК-шунта, дикарбоновых кислот цикла Кребса и метаболитов гликолиза и молочно-
кислого брожения, что отражает стимуляцию у них анаэробного дыхания, азотного обмена и альтернативных путей 
реокисления НАД(Ф)Н.
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BACKGROUND: The ability of plants to adapt to oxygen deficiency is associated with the presence of various adaptations, 
many of which are mediated by significant changes of metabolism. These changes allow resistant wetland plants to grow even 
in oxygen-deficient environment. 

AIM: The aim of the study was to carry out metabolic profiling of the leaves of the wetland species Epilobium palustre and 
Epilobium hirsutum, and the mesophyte species Epilobium angustifolium in order to identify the most characteristic metabo-
lome traits of hypoxia-resistant plants. 

MATERIALS AND METHODS: Metabolite profiling was performed by GC-MS. Statistical analysis of metabolomics data was 
processed using R 4.2.1 Funny-Looking Kid.

RESULTS: The resulting profile included about 360 compounds. 70 of these were identified and 50 compounds were de-
termined to a class. Sugars (64) were the most widely represented in the obtained profiles. 16 amino and 20 carboxylic ac-
ids, lipids and secondary compounds have been identified. Significant differences were revealed between the profiles of leaf 
metabolomes of mesophyte E. angustifolium and hydrophytes E. hirsutum and E. palustre. The mesophyte was characterized 
by high levels of sugars. The metabolomes of wetland Epilobium species practically did not differ from each other and were 
characterized by the accumulation of amino acids, including GABA shunt intermediates, dicarboxylic acids of the Krebs cycle, 
and metabolites of glycolysis and lactic acid fermentation, which reflects the stimulation of anaerobic respiration, nitrogen 
metabolism, and alternative pathways of NAD(P)H reoxidation in wetland plants.

CONCLUSIONS: Traits of metabolic profiles detected in hydrophyte Epilobium species can be used to assess the degree of 
plant resistance to oxygen deficiency.
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АКТУАЛЬНОСТЬ
Выяснение механизмов адаптации растительных орга-

низмов к изменяющимся условиям среды обитания пред-
ставляет собой одну из важнейших проблем современ-
ной биологии растений. Растения являются облигатными 
аэробами, тем не менее часто они могут произрастать 
в среде с пониженной концентрацией кислорода (ги-
поксия) или его полным отсутствием (аноксия). Развитие 
дефицита кислорода связано с избытком воды, возни-
кающим при наводнениях, весенних паводках, во время 
выпадения обильных осадков. В этих условиях посадки 
культурных растений часто страдают от кислородной не-
достаточности. Согласно Всемирной продовольственной 
и сельскохозяйственной организации ООН среднемиро-
вые потери урожая от гипо- и аноксии составляют от 10 
до 50 % в год [1, 2]. Растения естественных сообществ, 
обитающие в условиях постоянного переувлажнения 
или непосредственно в водной среде, так же сталкива-
ются с проблемой дефицита кислорода. В результате за-
трудняется диффузия кислорода, углекислого газа и эти-
лена [3, 4], а также происходит аккумуляция токсичных 
газов и ионов в почве [4, 5], что приводит к подавлению 
аэробного дыхания [6, 7] и фотосинтеза [8]. Кислородное 
голодание вызывает сильнейший энергетический кризис, 
закисление цитоплазмы, провоцирует накопление токсич-
ных продуктов анаэробного обмена, в частности, ацеталь-
дегида и этанола [4, 6, 9]. Помимо этого, ингибируется 
общий синтез белка [6], запускается продукция активных 
форм кислорода [10, 11] и азота [2, 12], которые вызывают 
окислительные повреждения липидов и белков [13–15]. 
В условиях анаэробиоза стимулируется гликолиз, который 
переходит в молочнокислое и спиртовое брожения [4, 6]. 
При этом сначала стимулируется молочнокислое броже-
ние, которое может быть причиной закисления цитоплаз-
мы, а затем со временем начинает преобладать спиртовое 
брожение [9, 16].

Проблемы адаптации к кислородной недостаточно-
сти чаще всего изучаются на представителях культурных 
растений или модельных объектах (резуховидке, табаке), 
которые в большинстве своем неустойчивы или слабо-
устойчивы к гипоксии. Только рис, относящийся к водным 
растениям — гидрофитам, представляет собой пример 
устойчивого к дефициту кислорода растения. Исследо-
вания, посвященные адаптивным механизмам многочис-
ленной флоры водных и болотных экосистем, не столь 
многочисленны по сравнению с работами на культурных 
растениях. Методами конвенциональной классической 
биохимии показано, что для гидрофитов (рис, Salix alba, 
Glyceria maxima) характерны низкие интенсивность дыха-
ния и потребление кислорода по сравнению с мезофитами 
(пшеница, Populus petrowskiana, Phaseolus vulgaris) [6, 9]. 
Переход на анаэробный тип обмена и стимуляция гли-
колиза у адаптированных видов происходит постепенно, 
тогда как у неустойчивых растений наблюдалось быстрое 

кратковременное повышение гликолитической активно-
сти уже в первые часы анаэробного воздействия [5, 6, 9]. 
Для эффективной работы гликолиза требуется доста-
точное обеспечение углеводами, поскольку он приводит 
к избыточному потреблению сахаров, особенно у мезо-
фитных видов [6, 9]. Многие устойчивые растения водной 
и околоводной среды обитания накапливают в корне-
вищах значительное количество углеводов (до 50 % их 
сухой массы) [4, 5, 7, 17]. Однако наличия запасов угле-
водов недостаточно для выживания неустойчивых расте-
ний. Многие из них неспособны мобилизовать резервные 
полисахариды из-за отсутствия экспрессии генов, ко-
дирующих крахмалфосфорилазу и α-амилазу, во время 
действия аноксии. В то время как семена и корневища 
гидрофитов эффективно используют резервы при гипо-/
аноксическом прорастании [17]. Стимуляции брожений, 
как молочнокислого, так и спиртового, происходит у не-
устойчивых мезофитных видов за более короткие сро-
ки дефицита кислорода и интенсивнее по сравнению 
с адаптированными гидрофитами [5, 6, 9], в результате 
чего синтезируются промежуточные и конечные продук-
ты анаэробного обмена, которые способствуют развитию 
токсичности (уксусный альдегид, этанол, метилглиоксаль) 
и закислению цитозоля (лактат). Хорошо адаптированные 
виды производят меньше спирта и лактата при более дли-
тельном кислородном голодании из-за торможения мета-
болизма и удаления конечных продуктов в окружающую 
среду, как в окружающий раствор, так и через аэренхиму 
в воздух при корневой гипоксии [6, 7, 9]. Предотвращение 
накопления токсических метаболитов также может быть 
достигнуто за счет активации метаболических путей, ве-
дущих к веществам, отличным от этанола или лактата. 
Многие устойчивые растения способны перенаправлять 
промежуточные продукты гликолиза на альтернативные 
конечные продукты, такие как малат, сукцинат, глицерин, 
аланин и гамма-аминомасляная кислота (ГАМК). Про-
дукция этих альтернативных гипоксических метаболитов 
позволяет растению повторно окислять НАДН в НАД+, 
необходимый для гликолиза, и предотвращает накопле-
ние токсинов во время гипоксии [6, 9]. Важно отметить, 
что аккумуляция аланина и ГАМК предотвращает ацидоз 
цитоплазмы во время кислородного голодания [4, 17].

С начала 2000-х годов для решения задач, возника-
ющих перед исследователями механизмов устойчивости 
растений к гипо- и аноксии стали применять принци-
пиально новые системно-биологические («омиксные») 
подходы. В последние годы появились данные о про-
ведении транскриптомных, протеомных и метаболомных 
исследований. Проанализированы метаболомные про-
фили резуховидки [18], лядвенца (Lotus japonicus) [19], 
риса [20], сои [21], пшеницы [22] и других культурных 
растений. Были выявлены существенные модификации 
метаболизма сахаров, кислот цикла Кребса и амино-
кислот, которые в целом согласуются с изменениями, 
ранее обнаруженными конвенциональными методами. 
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Охарактеризованы изменения метаболома при гипоксии 
и в гидрофитах. Известны единичные сообщения о мета-
болитном профилировании водных растений при воздей-
ствии недостатка кислорода. Аноксическое воздействие 
приводило к метаболомным сдвигам как в корнях, так 
и в побегах Zostera marina [23]. В побегах изменения са-
харов были незначительны, но о действии аноксии можно 
было судить по накоплению лактата и пирувата. Наблю-
дали незначительное увеличение содержания сукцината 
и 2-оксоглутарата. Отсутствовало накопление пролина, 
глутамата и глицина. Однако увеличивалось содержание 
аланина и ГАМК. В корнях значительно снижалось содер-
жание фруктозы и глюкозы. Выявлены тенденции к на-
коплению сукцината, фумарата, но потреблению малата. 
Отмечено увеличение содержания таких аминокислот, 
как аланин, пролин и ГАМК.

Профилирование метаболитов побегов Potamogeton 
anguillanus при действии гипоксии и аноксии выявило 
накопление растворимых сахаров, сопровождаемое ак-
кумуляцией лактата. При гипоксии наблюдали небольшое 
накопление малата, цитрата и сукцината, которое в зна-
чительной степени ускорялось в условиях аноксии. Та же 
зависимость была продемонстрирована для аланина, про-
лина, глутамата, глутамина и ГАМК [24].

Вместе с тем вопрос сопоставления изменений мета-
болома в связи с устойчивостью исследуемого растения 
к дефициту кислорода рассматривался только в случае 
устойчивых/неустойчивых форм риса, сои и пшеницы. 
На основе генотипа Oryza sativa L. ssp. japonica (сорт 
М202) была получена изогенная линия M202(Sub1), не-
сущая ген SUB1A и характеризующаяся большей устой-
чивостью [25]. При недостатке кислорода оба генотипа 
характеризовались истощением сахарозы и повышени-
ем уровня глюкозы, более выраженными у M202(Sub1). 
Метаболиты цикла Кребса в целом снижались у обеих 
форм (за исключением цитрата). В то время как большин-
ство аминокислот, включая ГАМК, накапливались, опять 
в большей степени у M202(Sub1). Полученные результаты 
позволили сделать вывод, что наличие гена SUB1A уси-
ливает реакции углеродного и азотного метаболизма, за-
действованные в адаптации к гипоксии. Сравнительный 
анализ был проведен у двух сортов пшеницы — рас-
тения значительно более чувствительного к дефициту 
кислорода, чем рис. Были использованы сорта: Frument 
(неустойчивый) и Jackson (устойчивый) [22]. Снижение 
уровня растворимых сахаров до достаточно низких зна-
чений регистрировали в побегах обоих сортов. Тем самым 
взаимосвязь между толерантностью к затоплению и ха-
рактером изменения углеводов в побегах не была очевид-
на. Уровень 12 из 17 проанализированных аминокислот 
(аспарагина, глутамина, изолейцина, лейцина, валина, 
лизина, метионина, фенилаланина, тирозина, триптофа-
на, треонина и пролина) повышался, а уровень 5 (алани-
на, аспартата, глутамата, серина и глицина) не менялся 
или немного снижался. При этом уровень накопления 

аминокислот был выше в побегах у неустойчивого сорта, 
что, по мнению авторов, может отражать значительно 
бóльшую интенсивность деградации белка по сравнению 
с устойчивым сортом Jackson. К сожалению, полученные 
данные не позволили выявить четкую взаимосвязь между 
динамикой аминокислот и устойчивостью сорта.

Сравнение двух сортов BR4 (устойчивый) и Embrapa  45 
(неустойчивый) было проведено и на растениях сои [26]. 
Однако сравнивали не только метаболомы побегов, 
но и корней этих сортов в условиях затопления. Следу-
ет сразу отметить, что профили и их изменение в значи-
тельной степени различались. В корнях чувствительного 
сорта наиболее сильно накапливались растворимые саха-
ра. В листьях и корнях устойчивого сорта эти изменения 
практически отсутствовали. Различалась также и дина-
мика накопления карбоксилатов и аминокислот. В кор-
нях наблюдалось снижение малата и фумарата (больше 
у устойчивого сорта), но накопление — ацетата и сукци-
ната (больше у неустойчивого). В листьях, напротив, уро-
вень ацетата и сукцината снижался только у устойчивого 
сорта (BR4). Отметим и различия в аминокислотном про-
филе. В корнях уровень аланина и ГАМК увеличивался, 
а в побегах — снижался. Можно заключить, что мета-
болические изменения, происходящие в корнях более 
устойчивого сорта сои, имели общие черты с процессами, 
протекающими в проростках устойчивого риса.

Нам представляется весьма перспективным прове-
дение сравнительного метаболического профилирования 
близкородственных видов растений гидрофитов и ме-
зофитов, различающихся по устойчивости к затоплению 
и произрастающих в разных биотопах на одной террито-
рии, с целью выявления наиболее характерных изменений 
метаболома, свойственных адаптированным растениям. 
Наличие подобных изменений может в дальнейшем по-
мочь в диагностике устойчивых к дефициту кислорода 
форм растений, что представляет интерес для селекци-
онных мероприятий и агробиотехнологии.

К числу таких растений можно отнести представите-
лей рода Кипрей (Epilobium L.), семейство Кипрейные, 
или Ослинниковые (Onagraceae Juss.). Род насчитывает 
до 222 видов [27], распространенных по земному шару 
на всех континентах, за исключением Антарктиды [28]. 
Чаще всего кипреи произрастают в субарктических, су-
бантарктических и умеренных регионах, тогда как в суб-
тропиках и тропиках их распространение ограничено про-
хладными горными биомами. В европейской части России, 
включая Ленинградскую область, встречается 12 видов 
аборигенных и инвазивных кипреев [29], некоторые 
из которых являются агрессивными адвентиками и вклю-
чены в региональные «Черные книги» [30]. Мезофитный 
кипрей (иван-чай) узколистный [Epilobium angustifolium L. 
= Chamaenerion angustifolium (L.) Scop.] — многолетнее 
длиннокорневищное растение, произрастающее в свет-
лых лесах, по опушкам и полянам, у дорог и на железно-
дорожных насыпях; один из пионерных видов зарастания 
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вырубок и гарей, где развивается на легких песчаных по-
чвах. Кипрей волосистый (Epilobium hirsutum L.) и кипрей 
болотный (E. palustre L.) — гидрофитные (гелофитные) 
виды, обитающие по окраинам болот, берегам водоемов, 
заболоченным лугам и сырым кюветам [29].

В настоящем исследовании проведено метаболиче-
ское профилирование листьев двух гидрофитных и мезо-
фитного вида кипреев для выявления наиболее харак-
терных изменений метаболома, свойственных устойчивым 
к дефициту кислорода растениям.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследований
В экспериментах использовали листья двух гидрофит-

ных видов кипрея (Epilobium palustre L. и E. hirsutum L.) 
и мезофитного кипрея (иван-чая) узколистного 
[E. angustifolium L. = Chamaenerion angustifolium (L.) Scop.]. 
Растения собирали в каньоне р. Лавы (Кировский район 
Ленинградской обл.; координаты места сбора: начальная 
точка 59°52'56,40'' с. ш., 31°35'6,09'' в. д.; конечная точка 
59°53'4,05'' с. ш., 31°35'5,70'' в. д.). Долина р. Лавы по-
крыта широколиственным лесом из вяза, ясеня и клена, 
произрастающим на известковых отложениях кембрий-
ского и ордовикского периодов. Русло реки богато пере-
катами и отмелями, где на каменистых известняках растут 
многочисленные гидрофитные растения. Климат в месте 
сбора умеренно континентальный, влажный, средняя тем-
пература января –7,7 °C, июля — 17,7 °C. Годовая сумма 
осадков 500–900 мм. Продолжительность вегетационного 
периода от 85 до 135 дней [31]. Для исследования ги-
дрофитов заготавливали листья растений, произрастав-
ших в водоеме или в непосредственной близости от него, 
частично или полностью погруженных в воду, то есть тех 
растений, которые испытывали ограничение доступа кис-
лорода к органам и тканям. Листья иван-чая собирали ря-
дом на сухом лугу, вне зоны подтопления. Образцы ана-
лизировали в 3–4 биологических повторностях, собирая 
их от разных растений. Отбирали листья примерно одного 
размера и одной генерации, следили, чтобы они не были 
поражены патогенами и фитофагами. Образцы собирали 
в течение двух лет в середине июля. Растительную ткань 
(200 мг) взвешивали на портативных электронных весах, 
нарезали на мелкие кусочки прямо на месте сбора и фик-
сировали в 1 мл метанола.

Пробоподготовка
В течение 2–3 ч образцы доставляли в лабораторию, 

где метанольный экстракт переносили в новую микро-
пробирку, а растительные остатки измельчали в шаровой 
мельнице (Tissue Lyser LT, QIAGEN, Германия, 50 уд./с, 
3 раза по 2 мин) с 1 мл метанола и затем проводили экс-
тракцию в течение 1 ч на термошейкере TS-100C (BioSan, 
Латвия) при 800 об./мин, 4 °C. После экстракции пробы 
центрифугировали в течение 10 мин при 15 000 об./мин, 

4 °C и затем дважды промывали остаток 500 мкл метано-
ла на термошейкере TS-100C, каждый раз центрифугируя 
образец (10 мин при 15 000 об./мин, 4 °C). Супернатан-
ты объединяли и суммарный экстракт упаривали досуха 
в вакуумном испарителе Labconco CentriVap (США). Воз-
дух в микропробирках замещали газообразным азотом 
и помещали их в морозильник при –80 °C на хранение 
до анализа.

Для анализа сухой материал растворяли в пиридине 
(100 мкл), содержащем внутренний стандарт С23 (три-
козан), затем добавляли 100 мкл силилирующего аген-
та (Sigma, США): 99 % раствора бис(триметилсилил)-N, 
O-трифторацетамида с 1 % триметилхлорсилана и де-
риватизировали пробы, инкубируя их на термошейкере 
TS-100C при 800 об./мин, 90 °C в течение 20 мин.

Газовая хроматография, сопряженная с масс-
спектрометрией (ГХ-МС)

Для ГХ-МС-анализа использовали газовый хромато-
граф Agilent 5860 под контролем программного обеспе-
чения MassHunter (США). Ввод проб осуществляли с по-
мощью автоматического пробоотборника Agilent 7893. 
Пробу вводили в режиме без деления потока, объем 
вводимой пробы — 1 мкл. Разделение проводили на ка-
пиллярной колонке J&W DB-5MS (длиной 30 м, диаме-
тром 0,25 мм, толщина пленки неподвижной фазы 1 мкм). 
Газ-носитель — гелий; постоянный поток — 1 мл/мин; 
температура испарителя — 250 °C; температурный режим 
колонки: начальная температура 70 °C, затем линейное 
повышение со скоростью 6 °C/мин до 320 °C [32]. Реги-
страцию хроматограммы осуществляли с помощью масс-
селективного детектора Agilent 5975. Диапазон масс: 
50–700 m/z. Температура источника ионов — 230 °C, 
квадрупольного фильтра масс — 150 °C. Для исследо-
ваний использовали хроматографическое оборудование 
Ресурсного центра Санкт-Петербургского государствен-
ного университета «Развитие молекулярных и клеточных 
технологий».

Интерпретация результатов ГХ-МС
Полученные хроматограммы обрабатывали с помо-

щью программы MS-DIAL 4.9 [33]. Были использованы 
библиотеки GMD (The Golm Metabolome Database, Гер-
мания) [34], а также библиотека лаборатории аналити-
ческой фитохимии Ботанического института РАН. До-
полнительно для идентификации масс-спектров были 
применены программы AMDIS и NIST MSEARCH NIST 
(National Institute of Standards and Technology, США), 
в сочетании с библиотеками NIST08. Идентификацию 
метаболитов осуществляли по сходствам масс-спектров 
с библиотечными и по индексам удерживания (RI). Опре-
деление RI проводили по калибровке, используя пре-
дельные углеводороды. Содержание метаболитов нор-
мировали на внутренний стандарт трикозан (нормальный 
углеводород C23).
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Статистический анализ
Анализ метаболомных данных проводили с исполь-

зованием R4.2.1 «Funny-Looking Kid» [35]. Данные были 
нормализованы относительно выборочной медианы. Вы-
бросы обнаружили и исключили на основе теста Диксона 
в пакете outliers [36]. Данные логарифмировали и стан-
дартизировали. Если соединение не было обнаружено 
в конкретном образце, но присутствовало в осталь-
ных повторностях, это считалось технической ошиб-
кой, и проводилась импутация с помощью метода KNN 
(k-ближайших соседей) с помощью пакета impute [37]. 
Метод главных компонет (principal component analysis — 
PCA) выполняли с помощью pcaMethods [38]. OPLS-DA 
(дискриминантный анализ методом ортогональных про-
екций на латентные структуры) проводили с помощью па-
кета ropls. Факторные нагрузки предиктивной компонен-
ты и VIP (важность переменной в проекции) использовали 
для оценки статистической взаимосвязи между перемен-
ными и интересующим фактором [39]. Модели оценива-
ли по Q2Y предиктивной компоненты и вероятности Q2Y 
(p < 0,01). Для избежания смещения вследствие несба-
лансированности групп применяли взвешенное центри-
рование [40]. Тепловые карты строили с помощью пакета 
ComplexHeatmap [41].

Для анализа обогащения набора метаболитов (MSEA, 
Metabolite Set Enrichment Analysis) использовали алгоритм 
fgsea [42]. Наборы метаболитов для биохимических пу-
тей были загружены из базы данных KEGG (Kyoto Ency-Kyoto Ency-
clopedia of Genes and Genomes, Япония) [43] через пакет 
KEGGREST [44] в качестве референсного организма вы-
брали Arabidopsis thaliana. Графы строили с помощью 
программного обеспечения Cytoscape [45].

РЕЗУЛЬТАТЫ
С помощью ГХ-МС нами были проанализированы мета-

болитные профили листьев трех видов кипреев: Epilobium 
(Chamaenerion) angustifolium (мезофит), E. hirsutum и E. pa-
lustre (гидрофиты). Полученные профили включали око-
ло 360 соединений, из которых по базам данных было 
идентифицировано около 70 индивидуальных соединений, 
еще для примерно 50 соединений был определен класс 
(рис. 1). В полученных профилях наиболее широко пред-
ставлены сахара (64), включая пентозы (8), гексозы (25) 
и олигосахариды (20), а также их производные, такие 
как сахароспирты (3) и сахарокислоты (8). Было идентифи-
цировано 16 аминокислот, в том числе 13 протеиногенных, 
около 20 карбоновых кислот, включая интермедиаты цикла 
Кребса (6), метаболиты гликолиза и брожений (5), а также 
небольшое число свободных жирных кислот, ацилглице-
ринов, стеринов, аминов и фенольных соединений. Резуль-
таты представлены в форме тепловой карты, совмещенной 
со столбчатыми диаграммами VIP из моделей OPLS-DA 
для сравнения мезофита с гидрофитами (верхний ряд) 
и гидрофитных видов между собой (нижний ряд) (рис. 1).

Для выявления сходств и различий метаболомов был 
применен метод главных компонент (PCA). Результаты 
сравнения представлены в пространствах счетов первых 
двух главных компонент (рис. 2, а). По главной компо-
ненте 1 (ГК1), объясняющей 28,6 % дисперсии, профили 
метаболитов E. angustifolium резко отличались от таковых 
двух других видов, которые были практически неотличи-
мы друг от друга. Тем не менее E. palustre и E. hirsutum 
различались по ГК 4 (5,5 % дисперсии, рис. 2, b). Затем 
мы провели иерархический кластерный анализ с исполь-
зованием дистанции Спирмена (1-rho, где rho — коэф-
фициент корреляции Спирмена), такой подход позволил 
уменьшить влияние способа нормализации на резуль-
тат (рис. 2, с). Однако и в этом случае E. angustifolium 
кластеризовался отдельно от других видов. Образцы 
E. angustifolium также группировались согласно году сбо-
ра (первого или второго). Профили E. palustre и E. hirsutum 
кластеризовались, во-первых, согласно году сбора проб 
и, во-вторых, согласно видовой принадлежности (рис. 2, с). 
Таким образом, можно заключить, что на уровне метабо-
лома мезофитный E. angustifolium явно отличался от двух 
других видов, являющихся гидрофитами. Различия мета-
боломов E. hirsutum и E. palustre так же присутствовали, 
но были гораздо слабее и перекрывались годичными из-
менениями.

Для выявления метаболитов, накапливающихся в раз-
ных количествах у мезофита и гидрофитов, мы приме-
нили дискриминантный анализ методом ортогональных 
проекций на латентные структуры (OPLS-DA). Построен-
ная OPLS-DA модель включала 2 ортогональные компо-
ненты. C предиктивной компонентой, отражающей раз-
личия групп, было связано 28 % дисперсии, Q2Y = 0,78. 
Метаболиты со значением VIP ≥ 1 можно считать надеж-
но связанными с различиями гидрофитов и мезофитов. 
Результаты представлены на рис. 1 в верхнем ряду столб-
чатых диаграмм VIP (важность переменной в проекции) 
для вышеописанной модели. Характерной особенностью 
гидрофитов было большее накопление широкого круга 
азотсодержащих соединений, прежде всего аминокислот: 
5-оксопролина, фенилаланина, валина, лейцина, треонина, 
α- и β-аланина, триптофана, серина, глутамата, аспараги-
на и ГАМК. Гидрофиты также содержали большие коли-
чества органических кислот, включая интермедиаты цикла 
Кребса (фумарат и сукцинат), гликолиза (глицерат, пиру-
ват) и брожений (лактат). С другой стороны, для мезофита 
были свойственны большие уровни сахаров, в том числе 
глюкозы, фруктозы, фосфатов гексоз и аскорбата. Липо-
фильные соединения показали слабую связь с различиями 
экологических групп, только фитол и линоленовая кислота 
накапливались в большем количестве у E. angustifolium. 
Из вторичных соединений E. angustifolium аккумулировал 
больше хинную и галловую кислоты.

Сопоставление метаболомов двух гидрофитов 
E. hirsutum и E. palustre представлено на рис. 1 (нижний 
ряд столбчатых диаграмм). Построенная OPLS-DA модель 
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Рис. 1. Тепловая карта среднего нормализованного содержания идентифицированных метаболитов. Столбчатые диаграммы — VIP 
из моделей OPLS-DA для сравнения: вверху — гидрофитов и мезофита, внизу — E. hirsutum и E. palustre. В названиях метабо-
литов: compsug — сложные сахара или молекулы с сахарными частями, RI — индекс удерживания, -P — фосфат, FA — жирная 
кислота, MG — моноацилглицерин
Fig. 1. Heatmap of mean normalized content identified metabolites. Barplots — VIPs from OPLS-DA models for comparison: above — 
hydrophytes and mesophyte, under — E. hirsutum and E. palustre. In metabolite names: RI — retention index, -P — phosphate, compsug-
complex sugars or molecules with sugar parts, FA — fatty acid, MG — monoacylglycerol

включала одну ортогональную компоненту. C предиктив-
ной компонентой, отражающей различия групп, было 
связано 12 % дисперсии, Q2Y = 0,75. В отличие от эко-
логических, межвидовые различия гидрофитов не были 
сфокусированы на каких-либо группах соединений. 
Можно отметить, что для E. hirsutum было характерно 
большее содержание лейцина, β-аланина, мочевины, 
органических кислот (за исключением глицерата), 
пентоз, липофильных соединений, арбутина и галлока-
техина. E. palustre аккумулировал больше аминокислот, 
в особенности серин, тирозин и ГАМК, а также глицери-
новую и кофейную кислоты.

Для того чтобы выявить биохимические пути, наибо-
лее связанные с экологическими различиями, мы провели 

анализ обогащения (MSEA) с использованием для ранжи-
рования нагрузки предиктивной компоненты из OPLS-DA 
модели и наборов метаболитов для путей, полученных 
из базы KEGG. Результаты этого анализа представлены 
на рис. 3. Произрастающие в увлажненных экотопах рас-
тения накапливали в листьях больше метаболитов, свя-
занных с обменом органических кислот, а также амино-
кислот и других азотсодержащих соединений. С другой 
стороны, уровень обмена сахаров у них был несколько 
снижен по сравнению с E. angustifolium.

Для сравнения различий гидрофитов и мезофитов 
с видовыми различиями между двумя гидрофитами 
мы построили график SUS-plot (Shared and Unique Struc-Shared and Unique Struc-
tires), где метаболиты представлены в пространстве 
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факторных нагрузок двух вышеописанных OPLS моделей 
(рис. 4). Как видно, между ними не наблюдалось прак-
тически никакой зависимости (rho = 0,11, p = 0,04). 
Поскольку растения собирали в течение двух лет, мы так-
же построили 3 OPLS-DA-модели для сравнения годич-
ных выборок для каждого вида. Доля дисперсии (%) и Q2Y 
предиктивной компоненты составляли: 38 % и 0,91 — для 
E. hirsutum, 33 % и 0,89 — для E. palustre, 23 % и 0,86 — 
для E. angustifolium соответственно. Таким образом, годичные 
изменения у гидрофитных кипреев были выражены сильнее. 
Как видно из рис. 5, а, годичные изменения двух гидрофитов 
E. hirsutum и E. palustre весьма сходны (rho = 0,7, p < 10–15). 
С другой стороны, годичные изменения E. angustifolium 
имели мало общего с таковыми гидрофитов (рис. 5, b, c). 
Общей чертой годичных изменений кипреев можно назвать 
несколько большую аккумуляцию сложных сахаров на фоне 
снижения уровня вторичных соединений в первый год ана-
лиза. В случае гидрофитов также в первый год наблюдалась 
некоторая тенденция к большему накоплению аминокислот.

ОБСУЖДЕНИЕ
Метаболомика представляет собой современный вы-

сокоинформативный метод анализа адаптационных про-
цессов, происходящих в живых системах при действии 

различных факторов среды обитания. За последние 
20 лет произошло многократное увеличение исследова-
ний метаболомов растений при действии засухи, засоле-
ния и неблагоприятных температур. Однако доля работ, 
связанных с изучением действия кислородной недоста-
точности, составляет не более 5 % [46]. Использование 
различных аналитических платформ [ГХ-МС, жидкостная 
хроматография-масс-спектрометрия (ЖХ-МС) и ядерно-
магнитный резонанс (ЯМР)] позволило выявить происхо-
дящие при дефиците кислорода изменения метаболизма 
сахаров, гликолиза и брожений, обращение цикла Кребса 
и аккумуляцию аланина, сукцината, ГАМК и полиаминов 
[18, 22, 25, 26, 47–49]. Охарактеризованы изменения ме-
таболома при кислородной недостаточности и в гидрофи-
тах: Zostera marina [23] и Potamogeton anguillanus [24].

Методом ЖХ-МС проводили метаболические про-
филирования двух видов кипреев, E. angustifolium [50] 
и E. hirsutum [51]. Однако виды друг с другом не сравни-
вали, а цели исследований были связаны с поиском био-
логически-активных вторичных соединений для фармако-
логического использования. В метаболомах кипреев был 
идентифицирован ряд органических кислот и вторичных 
метаболитов, которые и мы детектировали в настоящем 
исследовании. С помощью ГХ-МС нами были выявлены 
существенные отличия метаболитного профиля листьев 

Рис. 2. Анализ без обучения профилей метаболитов трех видов Epilobium, собраных в течение двух лет: a, b — графики счетов 
методом главных компонет (ГК), эллипсы — 95 % доверительные интервалы; с — дендрограмма иерархической кластеризации 
(с расстоянием Пирсона (1-r), агломерация методом Уорда)
Fig. 2. Unsupervised analysis of metabolite profiles from three Epilobium species sampled at two years. a, b — PCA score plots, 
ellipses — 95% CI; c — dendrogram of hierarchical clustering [with Pearson distance (1-r), Ward method]
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мезофитного E. angustifolium от профилей гидрофитных 
E. hirsutum и E. palustre (рис. 1, 2). Так же как и в случае 
других устойчивых к гипоксии растений, гидрофитные 
кипреи характеризовались стимуляцией азотного обмена 
(рис. 3) и аккумуляцией целого ряда аминокислот, вклю-
чая 5-оксопролин, α-аланин, глутамат, аспарагин и ГАМК. 
Пролин — это стрессовый метаболит, участвующий в ос-
мотической адаптации (удержании воды в клетке и защи-
те макромолекул от денатурации) при засухе, засолении 
и других воздействиях [52]. В нашем исследовании уро-
вень этой аминокислоты достоверно не отличался у изу-
ченных видов. Тем не менее еще одна важная функция 
пролина при стрессе заключается в антиоксидантной за-
щите, при этом он может окисляться в 5-оксопролин [52], 
уровень которого был существенным в листьях гидро-
фитов (рис. 1). Окислительные повреждения являются 
неотъемлемой составляющей стресса, вызванного де-
фицитом кислорода, которые в наибольшей степени 
проявляются во время реаэрации после действия гипо-/

аноксии, однако они могут развиваться и во время корне-
вой гипоксии [9, 11, 53, 54]. Растения водно-болотной сре-
ды отличаются более активной работой антиоксидантной 
системы [11, 55]. Таким образом, наличие оксопролина 
может указывать на развитие окислительных процессов 
в тканях гидрофитных кипреев и антиоксидантную роль 
пролина в этом процессе. Повышенные уровни аланина, 
глутамата и ГАМК свидетельствуют о функционировании 
у E. hirsutum и E. palustre аноплеротических путей рео-
кисления НАД(Ф)Н, в частности, ГАМК-шунта [5, 6, 9, 21]. 
Этот метаболический путь представляет собой обходное 
ответвление цикла Кребса, когда 2-оксоглутарат амини-
руется в глутамат, который декарбоксилируется в ГАМК, 
которая, в свою очередь, превращается в янтарный по-
луальдегид [56]. Эта реакция сопровождается переами-
нированием пировиноградной кислоты в аланин. Далее 
янтарный полуальдегид преобразуется в янтарную кисло-
ту, которая затем превращается в фумарат. Обе дикарбо-
новые кислоты цикла Кребса также были детектированы 

Рис. 3. Анализ обогащения наборов метаболитов на основе факторных загрузок из OPLS-DA-моделей классификации гидро-
фитов и мезофита. Узлы — пути, полученные из базы KEGG. Если пути имеют общие метаболиты, то они соединены ребром. 
Края притягиваются в зависимости от количества общих метаболитов. Цвет — значимость влияния на этот путь, размер — сила 
влияния (|NES|). NES — нормализованная оценка обогащения (normalized enrichment score), FDR — уровень ложноположительных 
результатов (false discovery rate)
Fig. 3. Metabolite sets enrichment analysis based on loadings from OPLS-DA classification of hydrophytes and mesophyte. Nodes are 
the paths extracted from KEGG. If the paths share metabolites, then they are connected by edge. Nodes attract with each other in de-
pendence of number of common metabolites. Color — significance of influence on this pathway, size — strength of influence (|NES|). 
NES — normalized enrichment score. FDR — false discovery rate
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нами в листьях E. hirsutum и E. palustre (рис. 1), а резуль-
таты анализа обогащения (MSEA) показали стимуляцию 
обмена дикарбоновых кислот (рис. 3). Кроме того, уве-
личение представленности протеиногенных аминокислот 
может свидетельствовать об усилении азотного обмена, 
в том числе восстановления нитрата, который может 
использоваться в качестве альтернативного терминаль-
ного акцептора электронов вместо кислорода воздуха 
(так называемое нитратное дыхание), синтеза амино-
кислот и анаэробных стрессовых белков [6, 9]. В тканях 
гидрофитов также был повышен уровень глицерино-
вой, пировиноградной и молочной кислот. Аккумуляция 
этих соединений может быть маркером гликолитических 

процессов, переходящих в молочнокислое или спиртовое 
брожение в гипоксической среде. Используемый нами ме-
тод анализа, к сожалению, не позволяет оценить уровень 
других важнейших анаэробных метаболитов — ацеталь-
дегида и этанола, которые испаряются в ходе пробопод-
готовки и дериватизации. В целом обнаруженные нами 
особенности метаболомов листьев гидрофитных видов 
кипреев были сходны с таковыми у других устойчивых 
к затоплению растений: риса [20, 25], Zostera marina [23] 
и Potamogeton anguillanus [24].

Для мезофитного E. angustifolium была характерна 
аккумуляция сахаров, вероятно, вследствие стимуляции 
углеводного обмена (рис. 1, 3).

Сопоставление друг с другом метаболомов двух ги-
дрофитных видов показало, что различия не были сфо-
кусированы на каких-либо группах соединений и ни один 
биохимический путь не был достоверно связан с раз-
личиями видов (рис. 1, 5). Обращает на себя внима-
ние несколько больший вклад в межвидовые различия 
E. hirsutum и E. palustre вторичных соединений и сложных 
сахаров (в том числе и гликозидов вторичных соедине-
ний). Можно предположить, что биохимическая диверген-
ция экологически сходных видов происходит, в первую 
очередь, за счет вторичного метаболизма.

Сравнение различий гидрофитов и мезофита с видо-
выми различиями двух гидрофитов не выявило между 
ними прямой зависимости (рис. 4). Таким образом, био-
химическая дивергенция внутри одного экотопа совсем 
не похожа на адаптацию к другому.

Сопоставление годичных различий метаболитных про-
филей для каждого вида показало общность изменений 
у E. hirsutum и E. palustre (рис. 5, а). Более того, годичные 
различия были более сильными, чем межвидовые: про-
фили кластеризовались по годам сбора и только потом 
по видовой принадлежности (рис. 2, с). Таким образом, 
произрастание в одном экотопе, в одинаковых условиях 

Рис. 4. Сравнение различий между гидрофитами и мезофи-
том и между двумя гидрофитами. График общих и уникальных 
структур (SUS, shared and unique structures) в пространстве на-
грузок от двух OPLS-DA-моделей. Положительные значения на-
грузок соответствуют большему уровню содержания в мезофите 
и у Epilobium palustre
Fig. 4. Comparison of differences between hydrophytes and me-
sophyte and between two hydrophytes. SUS (shared and unique 
structures) plot in the space of the loadings from two OPLS-DA 
models. Positive loadings correspond to a higher content in meso-
phyte and in E. palustre

Рис. 5. Сравнение годичных изменений профилей метаболитов трех видов кипреев: a — сравнение E. palustre и E. hirsutum; 
b — сравнение E. angustifolium и E. palustre; с — сравнение E. angustifolium и E. hirsutum. Графики общих и уникальных структур (SUS) 
в пространстве нагрузок соответствующих OPLS-DA моделей. Положительные значения нагрузок соответствуют большему уровню 
содержания на второй год наблюдений
Fig. 5. Comparison of annual changes in metabolite profiles of three Epilobium species: a — comparison E. palustre vs E. hirsutum; 
b — comparison E. angustifolium vs E. palustre; с — comparison E. angustifolium vs E. hirsutum. SUS plots in the loadings space of the 
corresponding OPLS-DA models. Positive loadings correspond to a higher level in the second year of observations
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среды, на фоне филогенетической близости обеспе-
чивает сходный метаболический ответ. У мезофитного 
E. angustifolium годичные изменения отличались от ги-
дрофитов (рис. 5, b, c).

Таким образом, были выявлены существенные разли-
чия метаболитных профилей мезофитного E. angustifolium 
и гидрофитных E. hirsutum и E. palustre. Метаболомы 
гидрофитных кипреев практически не отличались друг 
от друга и характеризовались аккумуляцией аминокислот, 
в том числе интермедиатов ГАМК-шунта, дикарбоновых 
кислот цикла Кребса и метаболитов гликолиза и молочно-
кислого брожения, что отражает стимуляцию у них анаэ-
робного дыхания, азотного обмена и альтернативных путей 
реокисления НАД(Ф)Н. Подобные изменения характерны 
и для других устойчивых к дефициту кислорода растений 
и, по-видимому, могут быть использованы для оценки 
степени устойчивости к кислородной недостаточности. 
В то же время необходимо заметить, что род Epilobium — 
достаточно крупный и состоит из нескольких секций. 
E. hirsutum и E. palustre относятся к секции Epilobium, 
а E. angustifolium — к секции Chamaenerion, которую не-
которые систематики, в том числе отечественные бота-
ники, выделяют в отдельный род Chamaenerion Seg. [29]. 
В связи с чем обнаруженные нами различия метаболиче-
ских профилей могут быть обусловлены не только эколо-
гическими, но и таксономическими различиями. Поэтому 
в дальнейшем необходимо расширить сравнение мета-
боломов близкородственных гидрофитных и мезофитных 
растений на большее число видов.
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