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Согласно современным представлениям, биосинтез лигнина состоит из
двух основных стадий, первая из которых включает образование аромати-
ческих мономерных предшественников лигнина, синтезируемых в растении
из двуокиси углерода через углеводы, а вторая — построение из этих мо-
номерных предшественников макромолекулы лигнина.

В обзоре рассмотрены исследования, позволившие установить отдель-
ные стадии биосинтеза ароматических предшественников лигнина в расте-
ниях, а также основные закономерности образования полимерного лигнина
при его синтезе из кониферилового спирта in vitro. Рассмотрены также
некоторые аспекты биосинтеза лигнина in vivo.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Не вызывает сомнения, что исследование процесса образования лиг-
нина в растениях представляет значительный теоретический и практи-
ческий интерес. Как будет показано ниже, выяснение основных аспектов
биосинтеза лигнина позволило в значительной степени составить пред-
ставление о его строении. Очевидно также, что знание закономерностей
образования лигнина в растениях необходимо для решения таких важ-
ных вопросов химии лигнина, как взаимосвязь между различными ком-
понентами растительной ткани, неоднородность лигнина и т. д. Кроме
того, информация об образовании лигнина в растениях может оказаться
ценной и при разработке рациональных промышленных методов делиг-
нификации растительного сырья. Наконец, следует подчеркнуть, что ис-
следования процесса биосинтеза лигнина представляют интерес не толь-
ко для химии древесины, но и для таких разделов биологии, как физио-
логия растений, биохимия растений и т. д.

Вопросы образования лигнина в растениях издавна привлекали к себе
внимание химиков, работающих в области химии лигнина, но лишь в
1950—1060-х гг., благодаря применению новых методов исследования
(использование соединений с мечеными атомами, метод культуры ткани,
различные биохимические методы и т. д.), наблюдается значительный
прогресс в этой области исследований. Вопросы биосинтеза лигнина в
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растениях неоднократно рассматривались в ряде обзоров и моногра-
фий 1~13, написанных, в основном, специалистами, работавшими в этой
области, и поэтому в первую очередь дающих представление о концеп-
циях этих исследователей.

Общую картину процесса биосинтеза лигнина в растениях можно схе-
матично представить следующим образом:

π фотосинтез
Двуокись углерода углеводы

ароматизация
» первичные строительные элементы

димеризация
-» вторичные строительные элементы

построение полимерных молекул
^ ЛИГНИН

В процессе биосинтеза лигнина можно выделить две основные ста-
дии, первая из которых включает образование ароматических моно-
мерных предшественников лигнина, синтезируемых в растении из дву-
окиси углерода через углеводы, а вторая — построение из этих мономер-
ных предшественников макромолекул лигнина. Обе эти стадии будут
подробно рассмотрены ниже.

Однако при рассмотрении биосинтеза лигнина в растениях не следует
забывать, что процесс лигнификации всегда происходит в совокупности
с другими процессами, протекающими при формировании клеточной
стенки. Из анатомии растений известно, что клетки древесины образуют-
ся из живой камбиальной ткани, которая сохраняется в течение всей
жизни двудольного растения и от деятельности которой зависит рост
ствола в толщину. Благодаря периодической деятельности камбия обра-
зующиеся из него элементы древесины отлагаются в течение вегетацион-
ного периода с известной последовательностью, в результате чего обра-
зуется годичная слоистость. Вторичная древесина представлена, главным
образом, проводящими и механическими элементами, рано теряющими
свое протоплазматическое содержимое и превращающимися в физиоло-
гически мертвые ткани. Но в состав древесины входят также живые клет-
ки древесной паренхимы и сердцевинных лучей; обмен веществ, проис-
ходящий в этих клетках, характеризует жизненные свойства вторичной
древесины. На основании вышесказанного представляется очень заман-
чивой попытка рассмотрения процесса лигнификации растительных кле-
точных стенок в рамках метаболизма, свойственного камбиальным и
меристематическим тканям, поскольку процесс лигнификации является
частью сложной биохимической деятельности молодых клеток ксиле-
мы 14~17. Однако рассмотрение биосинтеза лигнина в этом аспекте, оче-
видно, является делом будущего, поскольку в настоящее время ряд био-
химических процессов, протекающих при формировании клеточной стен-
ки, еще недостаточно изучен. Тем не менее ниже, в ходе рассмотрения
химических аспектов биосинтеза лигнина, будут частично освещены и
некоторые вопросы формирования клеточной стенки.

И наконец, образование лигнина — фенольного по своей природе по-
лимера — нельзя рассматривать обособленно от биосинтеза многочислен-
ных фенольных соединений, широко распространенных в растениях
(эфирные масла, антоцианины, лигнаны, дубильные вещества, алкалоиды
и т. д.). Определенное химическое родство, существующее между элемен-
тарными структурными звеньями лигнина и этими фенольными соедине-
ниями, очевидно, является следствием сходных процессов биосинтеза
ароматических веществ в растительных тканях 18-20. По ряду причин эти
вопросы также не будут рассмотрены в настоящем обзоре.
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II. ОБРАЗОВАНИЕ МОНОМЕРНЫХ ПРОМЕЖУТОЧНЫХ СОЕДИНЕНИЙ

В ПРОЦЕССЕ БИОСИНТЕЗА ЛИГНИНА

1. Роль двуокиси углерода в процессе лигнификации

В 1950 г. Харт и Бэр 2 1 впервые сообщили о том, что после экспониро-
вания растений сахарного тростника в атмосфере 14СО2 в темноте, лиг-
нин, выделенный из этих растений, обнаруживает радиоактивность.
Последующие эксперименты Стоуна, который подверг растения пшени-
цы как продолжительному22, так и краткосрочному23 экспонированию в
атмосфере 14СО2, убедительно продемонстрировали участие углекислого
газа в биосинтезе лигнина. После нитробензольного окисления лигнинов,
выделенных из опытных растений пшеницы, получены радиоактивные:
ванилин, /J-оксибензальдегид и сиреневый альдегид. Участие двуокиси
углерода в биосинтезе лигнина подтверждено также данными Крейцберг
и Сергеевой24·25, проводившими эксперименты с растениями быстро-
растущего тополя. В настоящее время представление о том, что исход-
ным соединением в процессе биосинтеза лигнина высшими растениями
служит двуокись углерода, является общепринятым.

2. Роль углеводов в процессе лигнификации

Обширное исследование углеводных предшественников лигнина про-
ведено группой исследователей под руководством Норда и Шуберта.

Шуберт и Ацербо26 впервые показали наличие у растений энзима-
тического механизма превращения D-глюкозы в лигнин. Авторы
вводили меченую D-глюкозу в дерево норвежской ели, из прикамбиаль-
ного слоя которого после периода метаболизма был выделен радиоактив-
ный лигнин. В дальнейшем исследовании Ацербо, Шуберт и Норд2 7 под-
кармливали дерево норвежской ели 1-14С-/)-глюкозой и 6-14С-£>-глюкозой
в течение 28 дней, окисляли выделенный лигнин до ванилина и разру-
шали последний с целью определения радиоактивности каждого в от-
дельности атома углерода. Показано, что 14С в обоих случаях включает-
ся преимущественно по 2, 6, 7 (карбонил) и 8 (метил) атомам углерода
молекулы ванилина. Полученные данные подтвердил Кратцль 28>29. Хасе-
гава и Хигучи также показали участие глюкозы в биосинтезе лигнина
введением меченой глюкозы в черенки эвкалипта30, а также в экспери-
ментах с культурой ткани3 1.

Однако показано, что D-глюкоза не является единственным углево-
дом, способным превращаться в лигнин. Так, Сергеева и Крейцберг32

после инъекции радиоактивных пентоз в древесину быстрорастущего то-
поля выделили радиоактивный лигнин. Участие пентоз в образовании
макромолекулы лигнина подтвердило гипотезу Класона 3 3 · 3 4 о возмож-
ности образования лигнина из пентозанов в результате внутриклеточного
брожения. Кратцль и Зойнер3 5 вводили в древесину ели меченный по
всем углеродным атомам ксилит и обнаружили, что последний включал-
ся как в полисахариды, так и в лигнин.

3. Исследования процесса ароматизации

Классические исследования Дэвиса 3 6~3 8 и Спринсона37-39 на мутан-
тах бактерий Escherichia coli позволили с большой достоверностью уста-
новить один из путей биосинтеза ароматических аминокислот из угле-
водных предшественников. Суммарные результаты этих исследований
приведены на схеме 1.
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Схема 1
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Согласно приведенной на схеме 1 последовательности, конденсация
2-фосфоенолпировиноградной кислоты (I), образующейся в процессе
гликолиза глюкозы, и Ь-эритрозо-4-фосфата (II), образующегося из глю-
козы в цикле превращений фосфата пентозы («пентозный цикл»), при-
водит к получению 7-фосфат 2-кето-3-дезокси-£>-арабиногептоновой кис-
лоты (III), который затем циклизуется в 5-дегидрохинную кислоту (IV).
Последующий биосинтез протекает через обязательные промежуточные
соединения: 5-дегидрошикимовую (VI) и шикимовую (VII) кислоты.
5-Фосфошикимовая кислота (VIII), соединяясь с молекулой (I), обра-
зует 5-фосфат 3-енолпирувилшикимовой кислоты (IX), который через
промежуточную хоризмовую кислоту (X), наличие которой в данном цик-
ле превращений впервые установлено Гибсоном 40~42, превращается в пре-
феновую кислоту (XI). Как показано на схеме 1, префеновая кислота
может декарбоксилироваться с образованием ароматических соединений
двумя путями, только один из которых включает сохранение гидроксила
в кольце. Таким образом, первыми ароматическими соединениями, син-
тезируемыми мутантами Escherichia coli из углеводов, является фенил-
пировиноградная кислота (XII) и ее 4-окси-производное (XIII), которые
в результате трансаминирования превращаются соответственно в L-фе-
нилаланин (XIV) и L-тирозин (XV). Поскольку приведенная схема под-
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робно рассматривается во всех обзорах по биосинтезу лигнина, мы не бу-
дем специально останавливаться на ней, отметив лишь, что, согласно '
данным Дэвиса3 6, шикимовая кислота (VII) является обязательным
промежуточным продуктом биосинтеза ароматических соединений в
Escherichia coli.

В настоящее время большинство исследователей3"14 полагают, что и
в случае высших растений ароматизация углеводного материала проис-
ходит через шикимовую кислоту (схема 1). Это представление основы-
вается на ряде соображений. Так, Браун и Нейш43 вводили в раствор со
срезанными стеблями пшеницы и черенками клена меченные 14С соеди-
нения: шикимовую кислоту (VII), L-фенилаланин (XIV) и протокатехо-
вую кислоту, и показали, что VII и XIV включались в лигнин пшеницы
и клена. Эберхардт и Шуберт4 4 осуществили превращение меченой
шикимовой кислоты в ароматические ядра макромолекулы лигнина, про-
водя имплантацию кислоты в растения сахарного тростника. Ванилин,
полученный после нитробензольного окисления лигнина из опытных рас-
тений, разлагали с целью определения радиоактивности каждого в от-
дельности углеродного атома. Оказалось, что атомы ванилина в положе-
ниях 6, 2 и 5 содержали 44, 41 и 0% общей радиоактивности, в то время
как атомы исходной шикимовой кислоты содержали в тех же положе-
ниях 52, 43 и 0% общей радиоактивности. Результаты проведенного ис-
следования убедительно свидетельствует о превращении шикимовой кис-
лоты в лигнин без какой-либо перегруппировки углеродных атомов в ее
шестичленном кольце. Как показано исследованиями Нейша и сотр.,
меченая шикимовая кислота включается в состав как фенилаланина
(XIV), так и тирозина (XV) растениями шалфея 4 5 · 4 6, пшеницы47 и гре-
чихи47. Поскольку эти растения относятся к различным семействам, авто-
ры высказали предположение, что сосудистые растения в общем могут
использовать шикимовую кислоту для синтеза ароматических амино-
кислот.

Хасегава и сотр.48, исследуя распределение шикимовой кислоты (VII)
в растениях, установили, что она широко распространена в высших рас- }
тениях и особенно в голосемянных. Среди последних в наибольших ко- '
личествах шикимовая кислота обнаружена в семействах сосновых и I
криптомерии, а среди покрытосемянных — в семействе магнолиевых. j
Позднее эти же исследователи49 обнаружили шикимовую кислоту в ли- {
стьях 82 видов растений (из 164 исследованных). Согласно данным Хи- \
гучи 50, из 96 исследованных видов древесных растений 70 содержали *
шикимовую кислоту. О широком распространении шикимовой кислоты
в растениях свидетельствуют также результаты, полученные Плувье5 '-5 4. j

Помимо рассмотренных выше данных, убедительным свидетельством
аналогичности путей биосинтеза ароматических соединений в микроор- |
ганизмах и высших растениях является обнаружение в растениях фер- \
ментов, которые катализируют некоторые из реакций, указанных на схе- S
ме 1. Так, Нанди и Гангули5 5·5 6 показали, что в присутствии экстрактов
из проростков маш-фасоли /)-эритрозо-4-фосфат (II) и2-фосфоенолпиро- \
виноградная кислота (I) превращаются в 5-дегидрошикимовую кисло-
ту (VI). Митцухаси и Дэвис 5 7 обнаружили в горохе и шпинате 5-дегид- \
рохинат — гидро-лиазу (5-дегидрохинат-дегидратазу) (КФ 4.2.1.10)*, \
которая катализирует превращение IV-»-VI (путь реакции 2). 5-Дегид- ;
рохинат-дегидратаза была выделена также из почек цветной капусты 59.
Балинский и Дэвис60>61 выделили шикимат: НАДФ — оксидоредукта- :

* В тех случаях, когда за систематическим названием фермента следует в скоб- ;
ках его номер (шифр), название дается нами согласно международной номенклату-
ре 58, в остальных случаях сохраняются авторские обозначения ферментов.
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зу * (шикиматдегидрогеназу) (КФ 1.1.1.25) из этиолированных эпико-
тилей проростков гороха и изучили воздействие на нее различных фе-
нольных соединений. Найдено, что этот фермент связан с НАДФ и не
воздействует на хинную и дегидрохинную кислоты. Нанди и Гангули62

выделили шикиматдегидрогеназу из проростков маш-фасоли и нашли,
что она в присутствии НАДФ определяет равновесие, сдвинутое в сто-
рону образования шикимовой кислоты. Хигучи и Шимада6 3 исследовали
изменения в активности шикимат : НАДФ — оксидоредуктазы в отноше-
нии лигнификации бамбука. Следует отметить, что Балинский и Дэвис 6 4

выделили из экстрактов некоторых высших растений 5-дегидрохинат-
дегидратазу и шикиматдегидрогеназу, а Гэмборг65 обнаружил указан-
ные ферменты в суспензиях культур растительных клеток ряда растений.
По мнению этих исследователей, широкое распространение указанных
ферментов свидетельствует об их важной роли в процессе биосинтеза
ароматических соединений в высших растениях.

Следует сказать несколько слов о роли хинной кислоты (V) в процес-
се биосинтеза мономерных предшественников лигнина. Широкое распро-
странение хинной кислоты в высших растениях п > 48· б8· 51~54-66~68, очевид-
но, свидетельствует о том, что в процессе биосинтеза ароматических
соединений в растениях она может играть более важную роль, чем в слу-
чае бактерий. Экспонируя молодые растения розы в атмосфере 14СО^
Уинстейн и сотр.69 выделили меченую хинную кислоту, удельная актив-
ность которой была выше, чем у шикимозой кислоты, полученной из тех
же растений. Последующие эксперименты этих исследователей70"72 пока-
зали, что при подкормке различных сосудистых растений меченой хин-
ной кислотой, последняя превращается в шикимовую кислоту (VII), фе-
нилаланин (XIV) и тирозин (XV). Гольдшмид и Квимби73 сообщили о
взаимном превращении хинной и шикимовой кислот в ветвях тсуги.
Данные, полученные Сергеевой и сотр.74 при исследовании процесса об-
разования шикимовой и хинной кислот в одногодичных побегах тополя,
питаемых 14СОг, свидетельствуют о том, что в процессе роста растения
эти кислоты находятся в генетической связи. Гэмборг75 осуществил вза-
имопревращение хинной и шикимовой кислот (пути реакции 1—3 на схе-
ме 1) in vitro посредством трех ферментов: 5-дегидрохинат-дегидратазы,
шикиматдегидрогеназы и хинат : НАД — оксидоредуктазы (хинатдегид-
рогеназы) (КФ 1.1.1.24), выделенных из суспензий культур растительных
клеток маш-фасоли. Следует отметить, что Гзмборг впервые обнаружил
хинатдегидрогеназу в высших растениях65 и подробно исследовал свой-
ства этого фермента после выделения его из суспензий культур маш-фа-
соли 76.

Из реакций, приведенных на схеме 1, наименее изучено превращение
шикимовой кислоты (VII) в префеновую кислоту (XI) 77. До сих пор
из микроорганизмов не выделены в чистом виде ферменты, катализирую-
щие отдельные стадии указанного превращения. В высших растениях
эти ферменты еще не обнаружены. В связи с этим очевидна необходи-
мость более подробного исследования этого превращения на фермента-
тивном уровне.

Гэмборг и Симпсон78 исследовали превращение префеновой кисло-
ты (XI) в фенилаланин (XIV) и тирозин (XV) ферментами, выделенны-
ми из растений маш-фасоли. Авторы установили, что в экстрактах из
маш-фасоли содержатся аминотрансфераза (трансаминаза), префенат-
ароматаза и префенатдегидрогеназа, ответственные за эти превращения,
и отметили, что невозможно продемонстрировать знзиматическое обра-

* НАДФ — никотинамидадешшдинуклеотидфосфат; НАД — никотннамидадспннди-
луклеотид.
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зование фенилпировинограднои кислоты (XII), поскольку она образует-
ся спонтанно при действии на префенат кислоты. Гэмборг и Кили7 9 вы-
делили из семядолей восковой фасоли префенатдегидрогеназу, которая
в присутствии НАДФ катализирует превращение Х1-»-Х1Н. Этот фер-
мент обнаружен также в семядолях и побегах маш-фасоли. Исследова-
ние изменений концентрации префенатдегидрогеназы в процессе раз-
вития растений маш-фасоли показало, что наивысшая концентрация
наблюдается в семядолях на 4—5 день после прорастания.

Конечная стадия образования фенилаланина и тирозина, которые
играют существенную роль в биосинтезе не только лигнина, но и других
растительных фенолов 1 8- 2 0

; заключается в трансаминировании кетокис-
лот (XII) и (XIII). Реакции трансаминирования исследованы в различ-
ных растениях (люпин, кукуруза, ячмень, горох, овес, маш-фасоль)
Вильсоном и сотр.80, которые обнаружили в указанных растениях ряд
аминотрансферазных систем (α-кетоглутаровая кислота — аланин; а-ке-
тоглутаровая кислота — аспарагиновая кислота; α-кетоглутаровая кис-
лота— глицин; α-кетоглутаровая кислота — фенилаланин; щавелево-
уксусная кислота — аланин и пировиноградная кислота — метионин).
Из этиолированных проростков белого люпина и освещаемых пророст-
ков ячменя авторы выделили аминотрансферазы, катализирующие транс-
аминирование α-кетоглутаровой кислоты с 17 различными аминокисло-
тами. Проведенные авторами эксперименты с мечеными соединениями
подтвердили наличие в растениях аминотрансфераз. Кретович и Успен-
ская 8 1 исследовали образование фенилаланина (XIV) в результате
трансаминирования между фенилпировинограднои кислотой (XII) и глу-
таминовой (XVI) или аспарагиновой кислотой в гомогенатах пророст-
ков гороха:

СОО~

НС—+NH
СН 2-СООН А м и н 0 , р а н с . I СН2-СООН

XII + -с- , СН2 +
сн 2 —сн—соо- фераза ι сн 2 —с—соон

+ N H ,
II
о

(XVI) (XIV)

Гэмборг8 2 '8 3 выделил из молодых растений мащ-фасоли аминотранс-
феразу, катализирующую трансаминирование ряда циклических и аро-
матических аминокислот (в том числе фенилаланина и тирозина) в при-
сутствии пирувата или α-кетоглутарата, являющихся аминоакцептором.

Исследуя превращения меченой шикимовой кислоты в фенилаланин
(XIV) и тирозин (XV) растениями пшеницы и гречихи, Гэмборг и Нейш4 7

отметили легкость взаимных превращений фенилпропаноидных а-окси-,
а-оксо- и α-аминокислот, синтезируемых из шикимовой кислоты, и на
основании полученных результатов пришли к заключению о существова-
нии двух различных пулов для фенильных и р-оксифенильных произ-
водных (так называемый «фенилаланиновый пул» и «тирозиновый пул»)
(схема 2). Внутри каждого пула наблюдается легкое превращение
α-окси- или а-оксо-кислот в соответствующие аминокислоты. В то же
время не наблюдалось превращения соединений тирозинового пула в
соединения фенилаланинового пула (обратное превращение имеет место
в незначительной степени). Кроме того, показано, что шикимовая кисло-
та является лучшим предшественником тирозина, чем любое соединение
фенилаланинового пула. Полученные результаты свидетельствуют о том,
что растения, подобно бактериям, образуют тирозин из префеновой кис-
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Схема 2

R—СН2—СН(ОН)—СООН ' Г
R1—СН2—СН(ОН)— СООН [

R-CH,—СО—СООН •
I Шикимовая

η — кислота
\\

T*-R— сн2—со—соон I

R—CH 2 —CHiNHj—СООН.

Фейилаланиновый пул

I
'—СН 2 —CH(NH 2 )-COOH

Тирозиновый пул

*-Про теин-* 1

(R= фенил; R = р - оксифенил)

лоты в результате трансаминирования (схема 1), однако они обладают и
другой возможностью, а именно гидроксилированием фенилаланина.

Рассмотренные выше исследования, которые включали как выделение
растительных ферментов, так и эксперименты с мечеными соединения-
ми, дают основание полагать, что процесс образования ароматических
соединений в растениях происходит путем идентичным или очень сход-
ным с последовательностью реакций, представленной на схеме 1. В то же
время необходимо отметить, что ряд данных дает основание предполо-
жить и наличие иных, чем рассмотренный, путей синтеза ароматических
предшественников лигнина в высших растениях. В частности, Нанди и
Гангули5 5 '5 6 обнаружили, что бесклеточный экстракт маш-фасоли пре-
вращает глюкозо-б-фосфат и глюкозо-1-фосфат в дегидрошикимовую
кислоту. Хигучи и Шимада 8 4 выделили из побегов бамбука Л-глюкозо-
6-фосфат : НАД Φ — оксидоредуктазу (КФ 1.1.1.49) и 6-фосфоглюко-
нат — НАДФ — оксидоредуктазу (КФ 1.1.1.44) и исследовали активность
этих ферментов в отношении лигнификации.

Кроме того, интересно отметить, что помимо фенилаланина и тиро-
зина, в некоторых растениях были обнаружены другие ароматические
аминокислоты. Так, Шнейдер85 выделил орсилаланин (XVII) из семян
Agrostemma githago. Из луковиц Iris tingitana Томпсон и сотр. выделили
/п-карбокси-Ь-фенилаланин (XVIII) 8 6 и т-карбокси-1.-фенилглицин
(XIX) 87. Ларсен и Керр 8 8 обнаружили т-карбокси-/,-тирозин (XX) в се-
менах Reseda odorata. К сожалению, опыты по биосинтезу этих амино-
кислот не проводились, и трудно сказать, образуются ли они через ши-
кимовую кислоту или каким-либо иным путем:

соо- соо- соо-

HCNH!

сн.
н.

сн2

соо-

HCNH3

HCNR+

U

СООН ^соон
он

(XVII) (xviii) (XIX)

Согласно современным представлениям 18-20, 89

он
(XX)

существуют два ос-новных пути биосинтеза фенольных соединений: 1) шикиматный и 2) аце-
татно-малонатный. Исследования с меченными соединениями, подробно
рассмотренные Нейшем 90, убедительно свидетельствуют о том, что био-
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синтез из ацетата не играет заметной роли в процессе образования лиг-
нина, который формируется из углеводов через шикимовую кислоту.
Вполне возможно, что последующие исследования позволят уточнить и
дополнить представленную на схеме 1 последовательность образования
ароматических предшественников лигнина, однако то обстоятельство, что
эта схема верно отражает основные процессы, протекающие при био-
синтезе ароматических соединений в растениях, в настоящее время
не вызывает сомнения.

4. Исследования превращения ароматических аминокислот
в мономерные предшественники лигнина

Браун и Нейш 91> 9 2 провели обширное исследование процесса образо-
вания лигнина путем введения в растения меченных фенольных соедине-
ний (Сб—С[ и С6—Сз), которые рассматривались в качестве потенциаль-
ных промежуточных соединений при биосинтезе лигнина. Полученные
результаты показали, что фенилаланин (XIV) является эффективным
предшественником лигнина в многочисленных растениях, в то время как
тирозин (XV) используется для биосинтеза лигнина лишь ограниченным
числом видов. Последующие работы Нейша 9 3 и Брауна94, которые изу-
чали образование лигнина из 14С-фенилаланина и 14С-тирозина в ряде
видов растений, показали, что лишь виды семейства злаковых (Gratni-
пеае) с одинаковой эффективностью использовали как фенилаланин, так
и тирозин. Хотя все виды растений могут включать /?-кумаровую кислоту
(XXII, R = H) в лигнин, злаковые отличаются своей способностью преоб-
разовывать тирозин непосредственно в р-кумаровую кислоту, тогда как
все другие растения образуют р-кумаровую кислоту из фенилаланина
через коричную кислоту (XXI, R = H).

Указанный вывод подтвержден исследованиями на ферментативном
уровне. Коукол и Конн 9 5 показали наличие в шести видах растений фер-
мента, который катализировал деаминирование фенилаланина до корич-
ной кислоты и позднее получил название фенилаланин — аммоно-лиазы.
Одновременно Нейш9 6 обнаружил наличие в семи видах трав аналогич-
ного фермента — тирозин — аммоно-лиазы, деаминирующей тирозин до
/7-кумаровой кислоты. Позднее Янг и Нейш9 7 исследовали свойства ука-
занных аммоно-лиаз, выделенных ими из растений пшеницы (Triticum
aestivum) и орляка (Pteridium aquilinum). Кроме того, Нейш и сотр.98

провели исследование ряда растений, относящихся к различным видам,
и показали, что хотя тирозин — аммоно-лиазу можно обнаружить в дру-
гих семействах, лишь злаковые содержат наибольшие концентрации это-
го фермента.

Таким образом, результаты рассмотренных выше исследований сви-
детельствуют о наличии двух возможных путей образования р-кумаро-
вой кислоты: непосредственным действием аммоно-лиазы на тирозин,
главным образом в злаковых, или же гидроксилированием коричной кис-
лоты, образующейся в результате деаминирования фенилаланина.

Мак-Калла и Нейш 4 6 исследовали последовательность превращений
от коричной (XXI, R = H) до синаповой кислоты (XXVI, R = H), подкар-
мливая меченым фенилаланином срезы шалфея (схема 3). Авторы вы-
делили меченые ^-кумаровую (XXII, R = H), кофейную (XXIII, R = H),
феруловую (XXIV, R = H) и синаповую (XXVI, R = H) кислоты, причем
изменение скорости включения 14С в каждую кислоту согласуется с по-
следовательностью, приведенной на схеме 3. Кроме того, указанная по-
следовательность подтверждена экспериментами с раздельным введе-
нием меченых коричной и других кислот, в результате чего наблюда-



Современные представления о биосинтезе лигнина 2033

H3CO

но

н3со

но

XIV

аммоно-лиаза

ί XV

|актп

-СН=СН—СОО~

вацяя
[карбоксила

(XXI)

(XXIV)

|гидр

γ Ί

τон
(XXV)

СН=СН—COOR

СН=СН—COOR

эксилаза

СН=СН—COOR

Схема 3

гидроксилаза
(второстенея"- у

яий путь)

гидроксилаэа

- -

гйдройСй^аза

о- метил-

трансфераза

о- метил-
трансфераза

НСК

Г

но^

г
1

но х

^<ч /СН,СН—СОО"
Ι Τ 4-^

(XV) , : ^

аймоао-лиаза ν
(глав^&м образом в
Qt а пгТпеае)

л . /СН=СН—СОО"

)

1 активацЯ!;
карбоксила

V
I

^,с\\=.а\—COOR
х\ /)
^ /

(XXII)

но х

НХОч
з V,

1/1н о х

(

фенолаза '•

1
/ < ; 5 /СН=СН—COOR

(XXIII)

ХН—СН—COOR

τОСН 3

XXVI)

(R = H или остаток спирта неизвестного строения)

лось быстрое превращение введенного вещества в конечные соединения
последовательности и относительно слабое — в первые*. Поскольку
трудно предположить, что рассмотренные превращения происходили в
растении с несвязанными формами кислот, авторы высказали предполо-
жение, что указанные на схеме 3 производные коричной кислоты нахо-
дятся главным образом в щелочелабильных связанных формах, являю-
щихся, очевидно, сложными эфирами. Позднее Эль-Базиоуни и
Нейш 1 0 4 ' 1 0 5 представили более убедительные доказательства участия
этих связанных форм, которые они считали растворимыми и нераствори-
мыми сложными эфирами, в образовании лигнина. Природа этих связан-
ных форм недостаточно ясна, однако полагают, что они либо могут быть
связаны с протеиновыми фракциями 13, либо могут являться сложными
эфирами глюкозы106^109 или хинной кислоты110.

Отдельные стадии приведенной на схеме 3 последовательности под-
тверждены исследованиями на ферментативном уровне. Так, Нейр и
Вайнинг111 выделили из листьев шпината финилаланин — гидроксилазу,

* Имеются убедительные доказательства деметилирования сипаповой " - 1 0 1 и фе-
руловой 102· ш кислоты в растениях. Механизм этого процесса пока не установлен.

7 Успехи химии, № 11
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катализирующую гидроксилирование Ζ,-β-фенилаланина до тирозина
при рН 4,2. Эти же исследователи112 показали наличие в листьях шпи-
ната 4-гидроксилазы коричной кислоты, которая катализирует гидрокси-
лирование г/?анс-коричной кислоты до /?-кумаровой. Аналогичный фер-
мент выделили Рассел и Конн1 1 3 из верхушечных почек сеянцев гороха,
а Хигучи и сотр.114 — из побегов бамбука, спаржи, гинкго и из пророст-
ков японского кедра.

Байеррум и сотр.115 показали, что в процессе метаболизма в расте-
ниях ячменя и табака метальная группа метионина участвует в образо-
вании метоксильных групп лигнина. При помощи меченых соединений
авторы доказали, что эта реакция заключается в переносе метильной
группы от серы метионина к кислороду в лигнине и таким образом ее
можно рассматривать в качестве примера трансметилирования в высших
растениях. Позднее было показано, что в растениях табака донором ме-
тильной группы при образовании метоксилов лигнина могут быть гли-
цин, сирин и формальдегид116, а в растениях тополя — глицин117. Ряд
исследователей118^120 установил наличие в травах и древесных кустар-
никах ферментов, способных метилировать кофейную кислоту в присут-
ствии S-аденозилметионина. Гесс 121> 1 2 2 обнаружил в петуньях и некото-
рых других растениях аналогичный фермент, который метилирует 5-окси-
феруловую кислоту до синаповой кислоты в присутствии аденозинтри-
фосфата, метионина или S-аденозилметионина, подтвердив данные, по-
лученные ранее с мечеными соединениями 1Ш. Хигучи и сотр.123 сообщи-
ли о выделении из побегов бамбука о-метилтрансферазы, которая ката-
лизирует образование феруловой и синаповой кислот. Авторы показали,
что активность фермента последовательно увеличивается по мере лигни-
фикации побегов бамбука. Хигучи и сотр.124 сравнивали специфичность
о-метилтрансфераз, экстрагированных из бамбука и тополя (покрыто-
семянные) и гинкго (голосемянные). Показано, что метилтрансфераза из
бамбука и тополя является мета-специфичной для кофейной, 3,4,5-три-
оксикоричной и 5-оксиферуловой кислот. Скорость образования синапо-
вой кислоты (XXVI, R = H) из 5-оксиферуловой (XXV, R = H) при реак-
ции in vitro выше, чем скорость образования феруловой кислоты (XXIV,
R = H) из кофейной (XXIII, R = H). С другой стороны, метилтрансфераза
из гинкго метилирует только кофейную кислоту и не метилирует 3,4,5-
триоксикоричную и 5-оксиферуловую кислоты. Авторы полагают, что об-
наруженное различие в специфичности о-метилтрансфераз из голосемян-
ных и покрытосемянных растений является одним из факторов, обуслов-
ливающих различия в метаболизме лигнинов у этих групп растений. Сле-
дует отметить, что согласно данным Кратцля и Пушмана 125, метоксили-
рование ароматического кольца может происходить и на стадии окисле-
ния кониферилового спирта.

Вогхен и Батт ]26—12s выделили из листьев шпината содержащий медь
препарат фенолазы, который катализировал гидроксилирование р-кума-
ровой кислоты до кофейной. Авторы показали, что этот фермент дейст-
вует в качестве оксидазы со смешанной функцией (для завершения гидр-
оксилирования необходим как молекулярный кислород, так и донор
электронов, например аскорбат, НАД-Иг или 6,7-диметил-5,6,7,8-тетра-
гидроптеридин).

Заключительной стадией биосинтеза мономерных предшественников
лигнина является энзиматическое восстановление замещенных в ядре
производных коричной кислоты до соответствующих замещенных корич-
ных спиртов. Подобное превращение исследовали Хигучи и Браун 1 2 9 для
феруловой кислоты. Авторы использовали 14С-меченый субстрат и по-
казали, что феруловая кислота восстанавливается растениями пшеницы
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до кониферилового спирта через образование в качестве промежуточного
продукта альдегида. Гросс и Ценк 13°-132 подтвердили эти превращения
исследованиями на ферментативном уровне, выделив из мицелия гриба
Neurospora crassa соответствующие ферменты. Ранее неизвестная арил-
альдегид : НАД Φ — оксидоредуктаза (КФ 1.2.1) катализирует восста-
новление карбоксильных групп ароматических кислот до соответствую-
щих альдегидов. Второй фермент арилкарбинол : НАД Φ — оксидоредук-
таза (КФ 1.1.1.2), катализирующий обратимое восстановление аромати-
ческих альдегидов до ароматических спиртов, отличается от известных
спиртовых дегидрогеназ, действуя предпочтительно на первичные аро-
матические спирты. Авторы отметили широкую специфичность к суб-
страту у выделенных ферментов и исследовали их свойства. Аналогич-
ные ферменты из высших растений пока не выделены.

5. Возможность иных путей биосинтеза мономерных
предшественников лигнина

Хигучи50· 1 3 3>1 3 4 высказал предположение о том, что соединения с фе-
нилпропановой структурой, являющиеся мономерными предшественни-
ками лигнина, могут синтезироваться в растениях иным, чем рассмотрен-
ный выше, путем, а именно в результате Се—Ci + C2 конденсации, т. е.
присоединением С2-соединений к производным фенилметана, образую-
щимся из 5-дегидрошикимовой или шикимовой кислот.

Еще в 1921 г. Нейберг и Хирш 1 3 5 обнаружили, что при ферментации
сахарозы или пировиноградной кислоты в присутствии бензальдегида
происходит образование фенилацетилкарбинола (XXVII). Часть обра-
зующегося кетола окислялась до бензоилметилкетона (XXVIII), а дру-
гая часть, напротив, восстанавливалась до фенилметилэтиленгликоля
(XXIX). Авторы предложили следующую последовательность протекаю-
щих реакций:

Глюкоза Ф е Р м е М а " и я ^ СНз-СО-СООН

СН3-СО-СООН

СНз-СНО + { ^)-СНО Карболигаза _̂  ̂  \_СНОН-СО—СНД

+2HJJ-2H

^ ^—снон—снон-сНз ^ у—со—со—CH3

(xxix) (xxviii)

Фермент, который катализировал последнюю реакцию, был назван
карболигазой. Позднее Нейберг и сотр.1 3 6·1 3 7 сообщили, что при дейст-
вии карболигазы дрожжей на ароматические альдегиды (о-хлорбензаль-
дегид, анисовый альдегид и о-толуиловый альдегид) происходит образо-
вание соответствующих кетолов. В последующие годы образование фе-
нилацетилкарбинола (XXVII) при действии карболигазы дрожжей отме-
чали и другие исследователи 13s—140_

Поскольку структуры боковых цепей получаемых таким образом ке-
толов и дикетонов идентичны с продуктами этанолиза лигнина (так на-

7 *
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зываемые «кетоны Гибберта»), Хигучи 1 3 3-1 3 4>1 4 1 предпринял исследова-
ние возможности образования фенилпропановых предшественников лиг-
нина в результате реакции, катализируемой карболигазой.

Ванилин, сиреневый альдегид и /г-оксибензальдегид были подверг-
нуты по отдельности ферментации пивными дрожжами в растворе саха-
розы. После ферментации в соответствующих растворах были иденти-
фицированы ванилоилметилкетон, сирингоилметилкетон и р-оксибен-
зоилметилкетон, причем часть этих соединений восстанавливалась до
соответствующих спиртов, а часть окислялась до соответствующих кис-
лот. Полученные дикетоны идентичны некоторым продуктам этанолиза
лигнина. Авторы предполагали дальнейшее образование из указанных
дикетонов соединений типа фенилацетилкарбинола и бензоилметилкар-
бинола, хотя существование этих кетолов экспериментально не подтвер-
ждено.

Данные ряда исследователей'34- 1 4 | - ! 4 з свидетельствуют о наличии
С6—Ci альдегидов в камбиальном соке многих древесных растений, пше-
ницы и побегов бамбука. Степанов и Кузин 1 4 4 обнаружили карболигазу
в листьях ряда растений. Помимо этого, Браун и Нейш 9 1 · 1 4 5 сообщили,
что при подкормке растений пшеницы мечеными препаратами ванилина
и р-оксибензойной кислоты, последние вводятся в лигнин пшеницы.
Ишикава и Такаичи 1 4 6 обнаружили, что при инкубации проросших рас-
тений гороха с ванилином и р-оксибензальдегидом содержание лигнина
в них увеличивается по сравнению с контрольными растениями. Фрей-
денберг 147· 1 4 8 показал, что меченный 14С глюкованилин вводится в лиг-
нин молодыми еловыми растениями. Кратцль 1 4 9 · 1 5 0 сообщил о введении
в лигнин меченого р-креозола.

Результаты рассмотренных выше исследований позволили Хигу-
ч и so, 1зз, 134 предположить, что Се—Ci альдегиды, образование которых
может протекать в растениях различными путями 151, в результате реак-
ции, катализируемой карболигазой, превращаются в фенилпропанолы.
Последние трансформируются далее в результате перегруппировок и
дисмутаций аналогично схеме, предложенной Гиббертом 152> 153 и рас-
сматриваемой в следующей главе.

Заканчивая рассмотрение вопросов, связанных с образованием моно-
мерных предшественников лигнина в результате С6—Ci + C2 конденса-
ции, наряду с возможностью протекания подобных процессов в расте-
ниях следует отметить, что они, по всей вероятности, играют лишь вто-
ростепенную роль в ходе биосинтеза лигнина.

6. Роль кониферина в процессе лигнификации

Еще в 1861 г. Хартиг 1 5 4 впервые обнаружил в камбиальном соке хвой-
ных древесных пород кониферин, являющийся р-/)-глюкозидом конифе-
рилового спирта. В настоящее время показано 155, что кониферин встре-
чается преимущественно в хвойных, представленных шестью семейства-
ми и пятнадцатью видами (сиреневый аналог кониферина — сирингин —
обнаружен в некоторых лиственных древесных породах). Как будет по-
казано ниже, многие исследователи считали кониферин предшественни-
ком лигнина в древесине хвойных, вследствие его очевидной биохимиче-
ской связи с конифериловым спиртом. Фрёйденберг и Биттнер 156 вводили
кониферин, синтезированный из меченного 14С кониферилового спирта,
под кору молодых побегов ели. Через два месяца после инъекции более
90% 14С обнаружено во фракции лигнинов. Позднее Фрёйденберг и
Нидеркорн 1 5 7 показали, что меченый фенилаланин может превращать-
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ся как в кониферин, так и в лигнин молодыми побегами ели, на основании
чего авторы предположили, что кониферин является промежуточным про-
дуктом при образовании лигнина. Эксперименты Фрёйденберга и сотр.147,
которые подробно рассматриваются ниже, показали, что кониферин гид-
ролизуется β-глюкозидазой до кониферилового спирта, из которого за-
тем происходит построение макромолекул лигнина. Исследования роли
кониферина с помощью метода культуры ткани 1 5 8- 1 6 5 показали стимули-
рование лигнификации как кониферином, так и сирингином. Кратцль
и сотр.166""168 провели количественные определения включения конифери-
на в лигнин ели. Эти исследования показали, что аглюкон кониферина
включается в лигнин без перестройки боковой цепи.

Однако, несмотря на рассмотренные выше исследования, вопрос о
роли кониферина в процессе лигнификации все же не может быть решен
вполне однозначно. Это связано как с тем, что не наблюдается повсемест-
ного распространения кониферина, так и с тем, что в процессе лигнифи-
кации не всегда может быть обнаружена β-глюкозидаза 150.

III. ИССЛЕДОВАНИЕ ОБРАЗОВАНИЯ ЛИГНИНА ИЗ МОНОМЕРНЫХ
ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ

Рассмотренные в предыдущей главе исследования по обнаружению в
растениях различных энзиматических систем, катализирующих отдель-
ные стадии биосинтеза мономерных предшественников лигнина, а также
эксперименты с различными мечеными соединениями, проводились
главным образом in vivo, т. е. с растениями или с культурами ткани.
Исследования, которые будут рассмотрены в настоящей главе, в основ-
ном, представлены экспериментами in vitro. Этот метод обладает как
рядом значительных преимуществ, так и существенными недостатками,
которые будут рассмотрены в процессе изложения.

1. Краткий исторический обзор работ по биосинтезу лигнина in vitro

В 1875 г. после установления строения глюкозида кониферина, при-
сутствующего в камбиальном соке хвойных в период вегетации, Тиман
и Мендельсон 169 высказали предположение о наличии определенной ге-
нетической связи между кониферином и лигнином. В 1897 г. Класон 17°
использовал эту идею в своих работах по химии лигнина и предположил,
что лигнин представляет собой продукт конденсации или полимеризации
кониферилового спирта, образующегося в растении при энзиматичееком
гидролизе кониферина. Позднее Класон 1 7 1 - 1 7 8 рассматривал лигнин в ка-
честве продукта конденсации кониферилового альдегида, образующегося
в результате окисления кониферилового спирта. В 1908 г. французские
химики Кузен и Геррисей 179· 18° обнаружили, что при дегидрированииизо-
эвгенола (XXX) наряду с другими соединениями образуется кристалли-
ческий продукт, который, согласно аналитическим данным, состоит из
двух молекул эвгенола. Авторы дегидрировали изоэвгенол спиртовым
раствором FeCl3 или дегидрогеназами сока грибов Russula delica в при-
сутствии кислорода и в обоих случаях получили одинаковый продукт.
Согласно предположению Кузена и Геррисея, этот продукт, названный
дегидродиизоэвгенолом, является бифенильным производным. Лишь в
1933 г. Эрдтман 1 8 1 · 1 8 2 доказал истинное строение дегидродиизоэвгенола,
показав, что он обладает фенилкумарановой структурой (XXXI).
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Эрдтман | 8 2 предложил механизм дегидрополимеризации изоэвгенола
в дегидродиизоэвгенол через промежуточное образование кислородного
радикала*. Этот механизм приводится на схеме 4 в изображении ав-
тора 182.

Схема 4

ОН3О

СН3О

Согласно предположению Эрдтмана, образование дегидродиизоэвге-
нола можно рассматривать в качестве модели биосинтеза лигнина в рас-
тениях, который осуществляется в результате дегидрополимеризации
гваяцилпропановых производных, содержащих кислород в боковых це-
пях. Выдвинутая Эрдтманом гипотеза явилась исходным пунктом всех
последующих исследований по биосинтезу лигнина, которые будут рас-
смотрены ниже.

Выделение и идентификация различных мономерных продуктов эта-
нолиза древесины («кетоны Гибберта») позволило Гибберту 1 5 2>1 5 3 в
1941 г. выдвинуть так называемую дисмутационную гипотезу. Согласно
этой гипотезе, катализаторами дыхания растительных клеток являются
вещества типа кониферилового спирта, которые выполняют функции пе-
реносчиков водорода. Окислительно-восстановительная система в расти-
тельных клетках, согласно предположению Гибберта, аналогична систе-

* Следует отметить, что представление о радикальном характере дегидрирования
фенолов, получившее впоследствии широкое распространение в органической химии
и биохимии, впервые было выдвинуто в работах Пуммерера ' 8 3 - 1 8 е .
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ме, предложенной Сент-Дьерди 1 8 7 для животных клеток, что очевидно
из приводимой ниже схемы:

Система Сент-Дьерди Система Гибберта для
для животных клеток растительных клеток

НООС-СО—СН2—СООН R—СО—СН2—СН2ОН
+ 2HJ f—2H +2HJ t~2H

НООС-СН (ОН)-СН2—СООН R—СН (ОН)— СН2—СНХЙН
| - н г о i-H 2 o

НООС—СН=СН—СООН R-CH=CH—СН. 2ОН
+2HJ Г-2Н +2HJ Г-2Н

Н О О С - С Н 2 - С Н 2 — СООН R - C H 2 — СН2—СН2ОН
(R—З-метокси-4-оксифенил)

Таким образом, согласно гипотезе Гибберта, мономерные фенилпро-
пановые соединения синтезируются растениями для выполнения функ-
ции дыхательных катализаторов. У высших растений в постмортальном
состоянии клеток эти соединения окисляются и легко подвергаются раз-
личным превращениям (дегидрогенизация, конденсация, полимериза-
ция), приводящим к образованию лигнина. Гипотеза Гибберта позднее
нашла свое развитие в исследованиях Манской.

В 1947 г. Манская 188>1&9 провела исследование окислительных процес-
сов в древесине в связи с лигнинообразованием. Она показала, что кам-
биальная ткань и древесина нового годичного слоя сосны содержат оки-
слительные ферменты: пероксидазу и полифенолоксидазу, причем суб-
стратом для этих ферментов служат кониферин и его производные. Ман-
ская указала на равновесие окислительно-восстановительных процессов
в камбиальной ткани, вследствие чего в клетках не происходит накопле-
ния продуктов окисления фенолов. При отмирании живых клеток в про-
цессе одревеснения окислительные процессы начинают резко преобладать
над восстановительными, и продукты окисления полифенолов начинают
отлагаться в виде лигнина. Отложение лигнина, согласно гипотезе Ман-
ской, непосредственно связано с нарушением работы дыхательного аппа-
рата в растительных клетках. Согласно этой гипотезе, окисление конифе-
рилового спирта в древеснеющих клетках заболони можно представить
следующей схемой:

О—С в Н ц О 5
ОН ОН

X

β-Глюкозидаза ферменты

СН=СН-СН„ОН CH=CH—CH,OH
I
СН—СН—СН,ОН
I I

о — о
Ферменты

он он
.осн.

X/

СН=С ЮН) -СН,ОН

ЛСН,

С Н , - С О - С Н 2 О Н

Продукты, полученные в результате ферментативного окисления, пре-
вращаются путем дальнейшего уплотнения в лигнин, отлагаемый в кле-
точных стенках древесины. Результаты проведенного Манской 190 иссле-
дования изменений активности пероксидазы в камбиальной заболони и
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прилегающем слое древесины, а также соответствующих изменений в f
содержании кониферина показали, что в период наивысшей энзиматиче-
ской активности содержание кониферина было самым низким и наоборот.
Результаты этого исследования послужили основанием для вывода о
том, что кониферин служит субстратом для ферментов. Позднее Ман-
ская и Бардинская | 4 2 окисляли конифериловый спирт пероксидазой (из
прикамбиального слоя сосны) или полифенолоксидазой (из одревеснев-
шей центральной части корня сахарной свеклы) и получили полимерные
соединения, которые по элементарному составу и содержанию функцио-
нальных групп, молекулярному весу и данным УФ-спектроскопии были
близки препаратам Фрейденберга, полученным из кониферилового спир-
та действием ферментов из шампиньонов.

При рассмотрении вопросов биосинтеза лигнина основное внимание
следует уделить работам Фрейденберга и его сотрудников по получению
и исследованию биосинтетического лигнина. Многолетние исследования
этих ученых, проведенные на высоком экспериментальном уровне, внесли
значительный вклад в химию лигнина, дав информацию не только о воз-
можных путях его биосинтеза, но также и о строении этого сложного по-
лимерного вещества.

В 1943 г. Фрейденберг и Рихтзенхайн 191, а позднее Рихтзенхайн 1 9 2 - 1 9 4

наблюдали образование полимерных лигниноподобных материалов при
действии на различные мономерные фенольные производные гваяцилово-
го и сиреневого ряда неочищенных ферментов гриба Psailiota campes-
tris. На основании полученных данных авторы пришли к заключению,
что лигнин образуется в результате энзиматического дегидрирования за-
мещенных производных фенола, подтвердив тем самым выдвинутую ра-
нее гипотезу Эрдтмана.

В 1949 г. Фрейденберг 195· 196 сообщил о получении биосинтетического
лигнина, названного им дегидрополимером (ДГП). Этот препарат был
получен при действии ферментов из сока шампиньонов (Psailiota campes-
tris) на конифериловый спирт при нейтральном рН, 20° и аэрации в те-
чение трех суток. Выход ДГП составил 93% от исходного кониферилово- j
го спирта. Полученный полимер был весьма близок к лигнину, выделен- |
ному из еловой древесины, по таким важным характеристикам, как раст- I
воримость, элементарный соста;в и содержание функциональных групп, |
выход формальдегида при перегонке с 28%-ной H2SO4, выход ароматиче- 1
ских кислот при метилировании, сплавлении со щелочью, повторном ме-
тилировании и окислении КМпО4, цветные реакции, УФ-спектры и т. д.
Указанная работа явилась началом обширного цикла исследований по j
энзиматическому дегидрированию кониферилового спирта. Позднее !
Фрейденберг и его сотрудники исследовали принципы биосинтеза лигнина \
in vitro, изучали процесс дегидрирования кониферилового спирта путем \
выделения промежуточных продуктов, расширили исследования в напра- I
влении сравнения свойств ДГП и лигнина еловой древесины. j

В 1963 г. Фрейденберг и Харкин 1 9 7 сообщили, что в камбиальном соке ]
ели в период вегетации наряду с кониферином найдены небольшие коли- j
чества /?-глюкокумарового спирта и сирингина. В соответствии с этим j
Фрейденберг и сотр.198~200 для получения биосинтетического лигнина, I
наиболее близкого к лигнину хвойных, дегидрировали смесь р-кумаро- |
вого, кониферилового и синапового спиртов в молярном отношении j
14:80:6. j

Вряд ли целесообразно рассматривать работы Фрейденберга и его \
сотрудников в исторической последовательности, которая, хотя и дает I
представление об эволюции взглядов автора на строение и биосинтез
лигнина in vitro, с трудом позволяет составить представление о современ- ы
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ном состоянии указанной проблемы. В связи с этим в последующих раз-
делах мы остановимся на главных направлениях проведенных Фрейден-
бергом исследований и на основных его выводах, которые легли в основу
современных представлений о биосинтезе лигнина.

2. Механизм полимеризации кониферилового спирта

Согласно представлениям Фрейденберга 1 9 9 - 2 0 1 · 2 0 2 *, полимеризация
кониферилового спирта происходит по радикальному механизму. В ходе
исследования энзи'матического дегидрирования кониферилового спирта
Фрейденберг и сотр.201- 2оз~2о5 установили, что если прервать действие
дегидрогеназ шампиньонов или камбия на водный раствор конифе-
рилового спирта, как только последний перестает обнаруживаться в ре-
акционной смеси, можно выделить промежуточные продукты дегидриро-
вания— димеры. В результате экстракции реакционной смеси хлористым
метиленом или n-бутанолом были выделены и затем идентифицированы
дегидродиконифериловый спирт203, D, L-пинорезинол204 и β-конифери-
ловый эфир гваяцилглицерина 2Ш. На основании строения этих промежу-
точных продуктов биосинтеза лигнина in vitro, а также гипотезы Эрдтма-
на о радикальном характере образования лигнина, Фрейденберг предло-
жил схему превращений кониферилового спирта в процессе его энзима-
тического дегидрирования:

'ОСН3 γ Ч>СН9

Согласно приведенной схеме, в процессе энзиматического дегидриро-
вания молекула кониферилового спирта теряет водородный атом феноль-
ного гидроксила, образуя ароксильный радикал Ra- Этот радикал может
существовать в любой из указанных мезомерных форм (Ra — Rd). Фрей-
денберг и сотр. 2 0 6 установили, что полупериод жизни этих мезомерных
форм в смеси: диоксан : вода (1 : 1 по объему) составляет 45 сек. Мезо-
мерные формы образовавшегося радикала далее комбинируются между
собой и претерпевают различные превращения, подробно рассматри-
ваемые в следующем разделе, которые и приводят в конечном итоге к
образованию биосинтетического лигнина (ДГП). Необходимо подчерк-
нуть, что согласно данным Фрейденберга207"209, реакция дегидрирования
кониферилового спирта не является специфической, поскольку она может
инициироваться различными реагентами: лакказой, выделенной из сока
шампиньонов, в присутствии кислорода воздуха; пероксидазой хрена в
присутствии Н2О2; лакказой и пероксидазой, выделенными из прикамби-
ального слоя еловой древесины; рядом неорганических агентов (соли
окиси меди, МпОг, двуокись свинца); а также, например, 2,4,6-три-трет-
бутил-феноксилом и т. д.

Помимо рассмотренного выше радикального механизма полимериза-
ции кониферилового спирта, следует остановиться на предложенном Ад-

* Поскольку исследования Фрейденберга легли в основу его многочисленных пуб-
ликации, отражающих эволюцию представлений автора, в каждом случае ссылки вклю-
чают как первую публикацию по указанному вопросу, так и последние работы, в кото-
рых содержатся современные представления автора.
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лером 2 1 0 ионном механизме (схема 5). Согласно представлениям Адлера,

Схема 5

НО н=сн—сн2он \

начальная реакция является радикальной и осуществляется без переноса
электрона. Предполагаемый последующий «одноэлектронный перенос»,
в результате которого от первоначально образовавшегося радикала уда-
ляется неспаренный электрон, может осуществляться либо энзиматичес-
ки, либо без участия ферментов, катализируясь Си2+ или Fe3 +.

Образовавшийся таким образом мезомерный катион может реагиро-
вать с конифериловым спиртом, в результате чего происходит образова-
ние димерного хинонметида (XXXII). Как будет показано ниже, образо-
вание этого хинонметида можно представить и в результате комбинации
мезомерных форм Ra и Rb2 0 1.

сн=сн—сн,он сн=сн—сн2с

осн.

(XXXII)

3. Принципы роста молекулы ДГП и основные промежуточные
продукты, выделяемые в процессе образования

биосинтетического лигнина

Как установил Фрейденберг211, путем разрушения ферментов дейст-
вием NaCN удается прервать энзиматическое дегидрирование конифери-
лового спирта на любой стадии с целью последующего выделения проме-
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жуточных продуктов биосинтеза лигнина in vitro. Лучший выход низко-
молекулярных промежуточных продуктов дегидрирования кониферилово-
го спирта получен после удаления примерно одного атома водорода от
каждой молекулы исходного карбинола. При удалении больших коли-
честв водорода образуются нерастворимые в воде продукты с высоким
молекулярным весом. Полученные таким образом промежуточные про-
дукты биосинтеза лигнина in vitro разделяли методом хроматографии на
бумаге. После обработки хроматограмм диазобензолсульфокислотой об-
наружено наличие ~40 пятен2 1 2. Фрейденбергу и сотр.4 ·2 1 3 удалось вы-
делить и затем идентифицировать ряд димерных, тримерных и олигомер-
ных промежуточных соединений. По предложению Фрейденберга214, эти
промежуточные соединения обычно называют лигнолами.

Как отмечалось в предыдущем разделе, Фрейденберг полагает, что
дилигнолы образуются в результате комбинации мезомерных форм
Ra — Rd ароксильного радикала, получаемого в результате энзиматиче-
ского дегидрирования кониферилового спирта. Так, путем комбинации
форм Rb и Rc образуется дегидродиконифериловый спирт (XXXIII) 2 0 3.

Н2СОН
I
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НС

H2COH

сн
Ρ
[I

сн

Н 2СОН

сн

сн

нч
S O C H 3 -

Н2СОН

НС

о
осн.

нс-
I

"\/ s

- ί) осн,

о

у\осн3
он

(XXXIII)

Аналогичным примером стабилизации двух мезомерных форм Rb за
счет димеризации может служить образование D, L-пинорезинола
(XXXIV) 204, а также образование дегидро-бис-кониферилового спирта
(XXXV)211 в результате комбинации двух мезомерных форм Rc:

Η,ο
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Н2СОН HjCOH

сн сн
II Μ
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осн,

о н ' · (xxxiv·)
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Согласно представлениям Фрейденберга 208> 215, важная роль в даль-
нейшем биосинтезе лигнина отводится хинонметиду (XXXII), образую-
щемуся в результате комбинации мезомерных форм Ra и Rb201. Следует

отметить, что структура хинонметида, первоначально предложенная в ка-
честве гипотетической, затем получила подтверждение на основании ре-
зультатов УФ-спектральных измерений216. Одновременно установлено,
что период полураспада хинонметида в смеси диоксан:вода (1:1 по
объему) при 20° составляет~60 мин. Указанный хинонметид нестабилен
и не может стабилизироваться путем внутримолекулярной перегруппи-
ровки. Вследствие этого он стабилизируется интрамолекулярно, присое-
диняя элементы воды или других диссоциированных гидроксилсодержа-
щих соединений, если это позволяют стерические условия. Присоедине-
ние воды к хинонметиду приводит к образованию β-кониферилового
эфира гваяцилглицерина (XXXVI) 2 0 1, составляющему вместе с дилигно-
лами (XXXIII) и (XXXIV) основную часть димерных промежуточных сое-
динений. Интересно отметить, что эти три главные дилигнола биосинтеза
лигнина in vitro Фрейденберг и Харкин 1 9 7 обнаружили также в камби-
альном соке ели.

При проведении энзиматического дегидрирования кониферилового
спирта в водном растворе, содержащем 30% СН3ОН, образуется а-метил-
β-конифериловый эфир гваяцилглицерина (XXXVII) 208, а при проведе-
нии той же реакции в водном растворе, содержащем 66% сахарозы, обра-
зуется соответствующий эфир сахара (XXXVIII) 2 0 8 . 2 1 7 . Эту бензилэфир-
ную связь Фрейденберг рассматривает как один из наиболее вероятных
типов лигноуглеводной связи в растительных тканях.

Поскольку рассмотренные дилигнолы также являются фенолами, они
могут претерпевать дальнейшее энзиматическое дегидрирование, причем
вновь образующиеся димерные радикалы могут комбинироваться как
между собой, так и с мезомерными формами Ra — Rd· В результате подоб-
ных превращений образуются трилигнолы, тетралигнолы и последующие
олиголигнолы. Ряд указанных олигомерных соединений выделили и иден-
тифицировали Фрейденберг и сотр.218~224.
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На основании идентифицированных промежуточных продуктов био-
синтеза лигнина из кониферилового спирта in vitro Фрейденберг202·212·
225,226 сформулировал основные принципы роста молекулы ДГП.

Первый -принцип заключается в продолжающемся дегидрировании
олиголигнолов, которое приводит к образованию новых ароксильных
радикалов, претерпевающих различные рекомбинации. Однако, в том
случае, если бы рост молекулы ДГП протекал исключительно за счет
дегидрирования, каждая структурная единица должна была бы терять
2 атома Н, к которым следует прибавить потерю еще ~0,4 атомов Η за

/ ,Н ч \
счет образования карбонильных групп — с/ и )С=О , т. е. всего

2,4. На самом деле имеет место максимальная потеря примерно 2 ато-
мов Η 227, из которых каждая структурная единица ДГП теряет в сред-
нем 1,7—1,8 атомов Η за счет образования связей и 0,2—0,3 атома за
счет образования карбонильных групп. Таким образом, количество во-
дорода, отщепление которого приводит к конденсации, составляет 1,7—
1,8 атома на структурное звено, что недостаточно для образования боль-
ших молекул. Другими словами, примерно на каждые четыре структур-
ных элемента, связанных за счет потери водорода, приходится связь, об-
разованная за счет присоединения или полимеризации и не связанная
с потерей водорода. Это указывает на существование других принципов
роста макромолекулы лигнина. В этом отношении ключевую роль игра-
ет хинонметид (XXXII), способный присоединять фенолы без дополни-
тельной потери водорода. Простейшим примером второго принципа ро-
ста макромолекулы ДГП является присоединение кониферилового спир-
та к димерному хинонметиду (XXXII), в результате чего образуется три-
лигнол — бензилариловый эфир (XXXIX) 2 1 8.

Н2СОН

СН

СН

XXXII

- - н 3 с с
он

ОСНо

Указанный принцип роста можно также проиллюстрировать на при-
мере образования тетралигнола (XL) (аддукт дегидродикониферилово-
го спирта и хинонметида 2 1 8 ) , пенталигнола (XLI) (аддукт трилигнола и
хинонметида) 2 2 4 и гексалигнола (XLII) (аддукт тетралигнола и хинон-
метида) 2 2 4.
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В конкуренции с присоединением фенолов к хинонметидам протекает
процесс полимеризации /7-хинонметидов, приводящий к образованию це-
пей бензилариловых эфиров (XLIII) 228. Так, например, соединение
(XLIV) является продуктом полимеризации хинонметида (XXXII). Этот
процесс рассматривается в качестве третьего принципа роста молеку-
лы ДГП.
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Наконец, четвертым принципом роста молекулы ДГП является пере-
группировка α-ариловых эфиров, приводящая к образованию производ-
ных дифенилметана222'228. Этот процесс имеет место при длительном
действии очень разбавленных кислот (аналогичные условия создаются
клеточным соком растений). Эфир (XLIII) в результате конденсации
между С а первого звена и пятым углеродным атомом в кольце второго
с одновременной регенерацией фенольной гидроксильной группы второ-
го звена превращается в структуру (XLV). Аналогичная конденсация
Са-атома может происходить в меньшей степени с 6-м атомом С второ-
го звена и в еще меньшей степени со 2-м углеродным атомом. Указанная
перегруппировка α-ариловых эфиров имеет место не только в случае по-
лимеров, но наблюдалась также и с простыми гваяцилглицерин-а-арило-
выми эфирами (три- и тетралигнолы) 2 2 2>2 2 6.
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Не регулируемый ферментами процесс рекомбинации различных мезо-
мерных форм ароксильного радикала, образовавшегося при дегидриро-
вании кониферилового спирта, приводит к тому, что синтезируемые как
in vivo, так и in vitro полилигнолы не обладают оптической активностью,
несмотря на наличие в них асимметрических центров2 0 5 '2 1 5.

4. Химические и физические свойства дегидрополимеров
и их сравнение со свойствами лигнина механического размола

В табл. 1 приведены полуэмпирические «формулы», рассчитанные на
структурное звено лигнина С6 — С3, для различных препаратов ДГП и
лигнина механического размола (ЛМР), выделенного из еловой и буко-
вой древесины по методу Бьеркмана 2 2 9 · 2 3 0 . Приведенные данные свиде-

ТАБЛИЦА ι

Полуэмпирические «формулы» некоторых препаратов биосинтетического
и природного лигнинов (согласно данным198)

ДГП из

ДГП из

ДГП из
ЛОВОГС

Препарат

р-кумарового спирта

кониферилового спирта

р-кумарового и конифери-
) спиртов (1:4)

ДГП из р-кумарового, кониферило-
вого и синапового спиртов

(14:80:6)

ЛМР из

ЛМР из

еловой древесины

буковой древесины

Полуэмпирическая

L 9 H

8 , 7 6 U 2 ( H 2 < J ) 0 j 3 0

С 9 Н 7 4 9 О 2 ( Н 2 О ) 0 | 2 в

С 9 Н 7 7 в О 2 (Н 2 О) 0 > 2 8

С9Н7,64°2(Н2<-\31

С 9 Н 7 7 8 О 2 (Н 2 О) 0 > 4 0

с 9 н в , 2 8 о 2 (H 2 O) 0 4 1 i

«формула»*

(OCH 3) l j 0 1

(°С Н3)»,83

( ° С Н з ) о , 9 2

(ОСН 3 ) 0 8 1

(OCH3) l j 3 6

Потеря
водорода

1,25

1,51

1,44

1,44

1,30

2,36

Прирост
воды

0,30
0,26

0,28

0,31

0,40
0,41

* В «формулах» лигнинов для большей наглядности приведено количество кислорода, соответственно
его содержанию в исходном спирте (2 атома на Са—Сз). Избыток кислорода выделен в виде воды.

тельствуют о близости ЛМР из еловой древесины и ДГП, полученного
в результате энзиматического дегидрирования смеси кониферилового,
р-кумарового и синапового спиртов.

К приведенным в табл. 1 данным можно добавить, что для ЛМР из
еловой древесины и ДГП, полученного энзиматическим дегидрированием
кониферилового спирта, общее содержание гидроксильных групп, опре-
деленное по методу Верлея, составляет в обоих случаях 1,2—1,4 моля
(М) на С е — , с 3

2 3 0 ' 2 3 1 , из которых 0,30—0,35 Μ являются фенольными
(методом потенциометрического титрования в неводной среде2 2 7·2 3 2); со-

держание карбонильных групп, определенное гидроксиламинным мето-
дом, составляет 0,20 Μ на С6—С3 для ЛМР 2 3 0 и 0,15 Μ для ДГП 2 3 1 .

Интересно отметить, что молекулярные веса препаратов как биосин-
тетического лигнина, так и лигнина, выделенного из древесины ели ме-
тодом механического размола, находятся в пределах 6000—10000209·230.
Аналогичны также и результаты спектрального исследования рассмат-
риваемых препаратов. ИК-спектры ЛМР и ДГП совпадают, за исключе-
нием некоторых деталей, обусловленных тем, что указанные препараты
несколько различаются по содержанию карбонильных групп ( ν = 1710—
1740 см~у) и этиленовых двойных связей (ν = 970 еж-') 233-235 уф.Спектры
обоих препаратов аналогичны по положению максимумов и минимумов,
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В то же время экстинкция в случае биосинтетического лигнина в 1,2—
1,3 раза выше. Однако после выдерживания ДГП в 0,1 N минеральной
кислоте при 20° в течение недели величина экстинкции биосинтетического
лигнина становится такой же, как и у природного лигнина 2 0 9 · 2 3 6. Наконец,
как показали Фрейденберг и Харкин237, оба препарата содержат неболь-
шие количества свободных радикалов. По данным ЭПР, их концентрация
в ЛМР из еловой древесины составляет 2,3 · 1016 спин1г, а в биосинтети-
ческом лигнине из кониферилового спирта — 2,15-Ю16 спин/г.

Продукты, полученные при взаимодействии как ДГП, так и лигнина
еловой древесины с тиогликолевой кислотой обладали одинаковым эле-
ментарным составом 196. Это относится также и к продуктам метилиро-
вания ДГП и лигнина еловой древесины как диметилсульфатом и ще-
лочью, так и диазометаном238, а также к лигносульфонатам аммония, по-
лученным из еловой древесины и ДГП 196.

Убедительные доказательства близкого сходства природного и био-
синтетического лигнинов получены при реакциях расщепления. Так, при
обработке этих препаратов в одинаковых условиях горячей щелочью, по-
следующем метилировании диметилсульфатом и окислении метилиро-
ванных продуктов перманганатом ЛМР и ДГП из смеси кониферило-
вого, р-кумарового и синапового спиртов дают более 20 так называемых
деградационных кислот, главным образом метоксибензолкарбоновых
кислот с общим выходом для идентифицированных продуктов ~18% от
теоретического198·214. Основным продуктом при окислении метилирован-
ных лигнинов является вератровая кислота (XLVII), на долю которой
приходится около половины суммарного выхода. Остальные кислоты об-
наружены в незначительных количествах. Как показали Фрейденберг и
сотр.198·214, количественное соотношение и типы образующихся при окис-
лении обоих препаратов лигнина кислот одинаковы.

Интересно отметить, что при получении биосинтетического лигнина
из 5-дейтерокониферилового спирта потеря дейтерия составила 45% 239·
При дегидрировании в условиях получения ДГП 6-дейтерокониферило-
вый спирт теряет 8—10% дейтерия, а 2-дейтероконифериловый спирт —
2 — 4% 240· Эти величины указывают на относительное участие различ-
ных положений ароматического ядра в образовании внутримолекулярных
С—С-связей лигнина, причем указанное соотношение реакционных по-
ложений 5, 6 и 2 (45 :9 :3) приблизительно соответствует количествен-
ному соотношению выходов изогемипиновой (XLVIII), метагемипиновой
(XLIX) и гемипиновой (L) кислот в продуктах окислительной деструк-
ции метилированных ДГП и ЛМР 2 1 4 :

СООН

(XLVII, R 1 = R 2 =R 3 =uH)
(XLVIII, R8=COOH; R 1 = R 2 = H )
(XLIX, Rj^COOH; R 2 = R 3 = H )
(L, R,=COOH; R r = R 3 = H )

OCH3

При расщеплении биосинтетического лигнина, полученного из [β-140]-
кониферилового спирта, образующаяся изогемипиновая кислота
(XLVIII) обладает 49—52% удельной активности исходного спирта, а
на долю метагемипиновой кислоты (XLIX) приходится 10,5% удельной
радиоактивности241. Изогемипиновая и метагемипиновая кислоты, выде-
ленные из продуктов окислительной деструкции лигнина, образовавше-
гося в молодых побегах ели после введения аналогично меченного фенил-
аланина242 или кониферина206, обладают той же активностью в отноше-
нии активности исходных лигнинов (53 и 12% соответственно).

8 Успехи химии, № 11
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При нагревании с 28%-ной серной кислотой выход формальдегида
составляет в случае ЛМР 1,1%, а в случае ДГП—1,4% 2 0 9. И наконец,
выход ванилина при нитробензольном окислении обоих препаратов оди-
наков и составляет 25% от исходного лигнина209.

Таким образом, рассмотренные выше данные убедительно свидетель-
ствуют о близком сходстве природного (ЛМР) и биосинтетического
(ДГП) лигнинов в отношении ряда важных химических и физических
свойств.

5. Схема строения фрагмента лигнина

Рассмотренные выше данные по биосинтезу лигнина in vitro (проме-
жуточные соединения, соотношение основных дилигнолов, четыре прин-
ципа роста) наряду с данными химического анализа елового лигнина,
выделенного по методу Бьёркмана (элементарный состав, количество и
типы гидроксильных групп, соотношение трех исходных мономерных
спиртов, содержание карбонильных групп и т. д.), и результатами экс-
периментов по полимеризации меченного 14С кониферилового спирта лег-
ли в основу сконструированной Фрёйденбергом схематической структур-
ной формулы фрагмента лигнина. Предложенный в 1961 г. первый ва-
риант 2 4 3 впоследствии несколько раз модифицировался автором 2 2 0 ' 2 2 6 · 2 3 7.
Последняя схема, представленная Фрёйденбергом на Международном
симпозиуме в Гренобле225, состоит из 18 звеньев и соответствует составу
дегидрополимера, полученного дегидрированием in vitro очень разбав-
ленной смеси 14 Μ р-кумарового, 80 Μ кониферилового и 6 Μ синапово-
го спиртов при действии дегидрогеназы лакказы.

МеО

ОМе

МеО
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ТАБЛИЦА 2

Некоторые характеристики лигнина ели в сравнении с теми же данными,
рассчитанными на основании схемы фрагмента лигнина* (согласно данным247)

Характеристика

Звенья, способные вступать в реакцию с тиогликолевой
кислотой (α-эфир, α-карбинол, фенилэтилен, карбонил)

Образование лигносульфоыовой кислоты**:
Группа X I .
Группа Ζ J
Группа В

В сумме

Звенья, способные отщеплять метанол (0,5% НС1, 20°)
Звенья, способные отщеплять метанол, после обработки NaBH4

Конденсация у С5
Конденсация у Св

Конденсация у С2

Звенья, участвующие в бифенильных связях
Звенья, способные образовывать кетоны Гибберта
Звенья, способные образовывать ванилин и ванилиновую

кислоту
Ароматические и подобные протоны \ на основании спек-
Алифатические протоны J тров ЯМР

Найдено или
рассчитано для

лигнина ели

. 0,8

0,15
0,15
0,30
0,60

0,62
0,42
0,45
0,08
0,04

0,25—0,30
0,1

0,32
2,5
3,8

Предсказано
на основании
схемы фраг-

мента лигнина

0,8

0,17
0,20
0,28

0,65

0,72
0,41
0,42
0,07

0,22
0,17

0,30—0,35
2,4
3,8

* Расчет сделан на средний состав структурного звена.
**' Группа Х = р-оксибензгловые спитры и р-оксибензиловые алкиловые эфиры. Группа Ζ = р-алкок-

сибензиловые спирты; группа В = р-алкоксибензиловые алкиловые эфиры.

Подробная характеристика и оценка сконструированного фрагмента
молекулы лигнина, а также его сравнение с природным и биосинтетиче-
ским лигнинами дается в ряде последних работ Фрейденберга209'215·
225, 244-247_ g настоящем обзоре мы ограничимся лишь таблицей, в кото-
рой сравниваются некоторые характеристики лигнина ели с теми же
данными, рассчитанными на основании схемы фрагмента лигнина
(табл. 2).

Как видно из данных табл. 2, характеристики, предсказанные на ос-
новании сконструированной Фрейденбергом схемы и охватывающие ши-
рокий диапазон химических реакций лигнина, хорошо соответствуют эк-
спериментально найденным величинам. Это дало основание Фрейденбер-
Гу225 утверждать, что в настоящее время в химии лигнина нет таких фак-
тов, которые не могли бы быть объяснены приведенной схемой.

Заканчивая рассмотрение работ Фрейденберга по биосинтезу лигнина
in vitro, следует остановиться на некоторых методологических вопросах.

Фрейденберг209 справедливо полагает, что сравнение биосинтетиче-
ского и природного лигнинов правомерно лишь тогда, когда в обоих слу-
чаях одинаковы: 1) исходные мономерные продукты и их соотношение;
2) условия образования лигнина (энзиматические системы, температура
и т. д.); 3) конечные продукты.

Как показано в предыдущих разделах, на настоящем этапе исследо-
ваний все эти условия представляются одинаковыми как при биосинте-
зе лигнина in vitro, так и при образовании лигнина в растении. На осно-
вании идентичности исходных материалов и конечных продуктов при син-
тезе лигнина in vitro и in vivo Фрейденберг209 приходит к заключению

8*
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о тождественности механизмов природной и искусственной лигнифика-
ции и аналогичности образующихся в обоих случаях промежуточных
соединений. Более того, Фрейденберг202 полагает, что данные, получен-
ные в ходе исследования биосинтеза ДГП из р-оксикоричных спиртов,
могут быть использованы для объяснения структуры природного лигни-
на.

Известно, что строение полисахаридов, протеинов и других биополи-
меров устанавливается на основании идентификации олигомерных про-
дуктов, полученных из них в результате реакций расщепления (главным
образом гидролиза). Установление строения лигнина на основании струк-
тур олиголигнолов, образующихся во время его биосинтеза in vitro, яв-
ляется, по сути дела, первой попыткой установления подобным образом
структуры сложного полимерного вещества. Нельзя забывать и о том,
что роль лигнина в растении обусловливает ряд особенностей его при-
родного синтеза. В отличие от синтеза протеинов, молекулы которых
строятся с помощью матриц, что обеспечивает совершенно точное их
воспроизведение, многие стадии биосинтеза лигнина протекают по за-
кону случая, что обусловливает многообразие типов внутримолекуляр-
ных связей в его макромолекуле. Все это необходимо учитывать при оцен-
ке сконструированной Фрейденбергом схемы фрагмента молекулы лиг-
нина.

Исходя из высшесказанного, следует подчеркнуть, что цикл работ
Фрейденберга по получению и исследованию биосинтетического лигнина
внес значительный вклад в химию лигнина. Сконструированная Фрейден-
бергом схема фрагмента макромолекулы лигнина, несомненно, дает
ориентировочное представление о строении лигнинов. Основные выводы
Фрейденберга подтверждены результатами последних работ Ним-
ц а 248-250 п о выделению димерных и олигомерных фрагментов лигнина
методом мягкого гидролиза (перколяции) древесины. Однако рассмат-
риваемые в следующем разделе работы Пью по энзиматическому дегид-
рированию р-оксифенилалкилкарбинолов и р-оксипропиофенонов свиде-
тельствуют о наличии ряда новых аспектов биосинтеза лигнина, не уч-
тенных теорией Фрейденберга. Вполне вероятна возможность и иных ;
комбинаций радикалов, приводящих к образованию еще не выявленных I
структурных элементов лигнина. Таким образом, вопрос образования j
лигнина в растениях и in vitro требует дальнейшего изучения. j

6. Энзиматическое дегидрирование других фенилпропановых (
соединений и «химический синтез» лигнина

Опубликовано значительное количество исследований по получению
лигниноподобных полимеров путем энзиматического дегидрирования
иных, чем конифериловый спирт, фенольных предшественников. Эти ра-
боты, с достаточной полнотой рассмотренные в монографии Браунса2,
представляют сравнительно меньший интерес, поскольку посвящены в
основном исследованию конечных продуктов дегидрополимеризации.
В этом отношении от них выгодно отличаются недавно опубликованные
работы Пью 2 5 1 ~ 2 5 5 по энзиматическому дегидрированию ряда фенольных
соединений, структурно родственных лигнину.

В результате исследования дегидрирования модельных фенолов, пре-
имущественно без С—С конъюгированных с ароматическим кольцом свя-
зей в боковой цепи (эвгенол, аллилсирингол, изоэвгенол, дегидродиэвге-
нол и др.), действием пероксидазы и Н2О2 Пью и сотр.251 пришли к зак-
лючению, что при образовании лигнина значительную роль, помимо би-
фенильных связей, играют дифенилэфирные связи между мономерными
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звеньями. Кроме того, авторы показали, что в процессе энзиматического
дегидрирования исследованных фенолов образуются хинонметиды иного
типа, нежели уже описанные в литературе, которые, по мнению авторов,
также могут принимать участие в процессе образования лигнина. Позд-
нее Пью и Коннорс252 опубликовали результаты исследования энзимати-
ческого дегидрирования ряда р-оксифенилалкилкарбинолов. При дегид-
рировании гваяцилэтилкарбинола в водном растворе пероксидазой и
перекисью водорода образуется неизвестный ранее дибензо [d, f] [I, 3]
диоксепин (LVI) с отщеплением боковой цепи в виде пропионового аль-
дегида.

с2н5 с2н5

неон неон

OCH,

Предложенный авторами252 механизм образования диоксепина (LVI)
заключается в первоначальном образовании дегидро-б«с-гваяцилэтил-
карбинола (LI) с его последующим дегидрированием, которое приводит
к получению феноксильного радикала бифенила (LII), сочетающегося
с циклогексадиеноновой мезомерной формой того же радикала (LIII),
давая диеноновый тетрамер (LIV). Последний далее повторно аромати-
зируется в результате отщепления пропионового альдегида до (LV), ко-
торый при дальнейшем дегидрировании дает феноксильный и р-цикло-
гексадиеноновый радикалы. Эти радикалы посредством интрамолекуляр-
ного сочетания комбинируются в диоксепин (LVI).

Авторы показали252, что аналогичный тип реакции с образованием
соответствующего диоксепина претерпевает и гваяцилглицерин-р-гвая-
циловый эфир, аналог очень важного димерного промежуточного продук-
та биосинтеза лигнина in vitro. Кроме того, получены указания, что и
другие р-оксибензиловые спирты и некоторые эфиры реагируют анало-
гичным образом.

Результаты проведенного исследования позволили Пью и Коннорсу
прийти к заключению о важной роли, которую играют при биосинтезе
лигнина циклогексадиеноновые формы феноксильных радикалов. Это
особенно справедливо в тех случаях, когда блокировано орто-положение
по отношению к фенольной группе, как в случае наличия бифенильной
связи, дифенилэфирной связи или метоксильной группы у сиреневых
структур. Сочетание с участием этого типа радикала обычно сопровож-
дается отщеплением боковой цепи, а в случае наличия бифенильных
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групп приводит к образованию структур диоксепинового типа. Послед-
ние могут входить в состав макромолекулы лигнина как таковые или в
виде хиноидных структур, образующихся в результате гидролиза диок-
сепиновых структур.

Пью и Коннорс253 осуществили также энзиматическое дегидрирова-
ние ряда р-оксипропиофенонов. При дегидрировании пропиогваякона в
водном растворе действием пероксидазы и перекиси основным продук-
том является, о, о'-диоксибифенильное соединение — дегидродипропио-
гваякон (LVII). Помимо этого соединения идентифицированы трифе-
нильное производное (LVIII), обладающее до сих пор неизвестным для
лигнина, о, уо'-бифенильным типом связи, а также пропионатной сложно-
эфирной группой; димерный сложный эфир (LIX), о-дифениловый эфир
(LX) и тример (LXI), содержащий как ο,ο'-бифенильную, так и о-дифе-
нильную эфирную связь.

Hsccr

По мнению Пью и Коннорса254, механизм образования тримера
(LVIII) заключается в сочетании циклогексадиеноновой мезомерной фор-
мы радикала бифенила с мезомерным орто-радикалом. За этим сочета-
нием следует повторная ароматизация диенонового кольца интрамолеку-
лярной нуклеофильной атакой на его карбонильную группу в боковой

Н,СО'

С2Н3 С,Н.,

с=о
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цепи феноксильным ионом, образованным депротонизацией верхнего зве-
на, вследствие чего имеет место перенос боковой цепи, что и приводит
к образованию сложного эфира (LVIII).

Образование сложных эфиров путем переноса боковой цепи авто-
ры 2 5 4 показали при помощи спектральных методов также на продуктах
дегидрирования ванилина, ацетогваякона и этилванилата, и на осно-
вании этого пришли к выводу, что указанная реакция, по-видимому, име-
ет общий характер.

Полученные результаты позволили высказать предположение о нали-
чии в лигнине о, //-ориентированных бифенильных связей — неизвестно-
го ранее типа связи между мономерными звеньями, а также о том, что
сложные эфиры алифатических кислот являются структурами, прису-
щими макромолекуле лигнина.

Коннорс, Чен и Пью 2 5 5 осуществили дегидрирование гранс-конифе-
рилового альдегида в водном растворе действием пероксидазы и Н2О2.
Показано, что основную часть продуктов реакции составляют три неизве-
стных ранее димера: 2,3-диформил-1,4-ди-5-гваяцилбута-1,3-диен (LXII);
а-(4-р-формилвинил-2-метоксифенокси)конифериловый альдегид (LXIII)
и а- (5-р-формилвинил-2-окси-3-метоксифенил) конифериловый альде-
гид (LXIV):

ОН

ЛСН.3 СНО ОСН 3

I I СНО

СНО
СНО
I

V

п г н / \ но осн3

сно •'• ULH:1
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Результаты рассмотренных выше исследований по энзиматическому
дегидрированию различных модельных соединений лигнина, осущест-
вленных Пью и сотр., свидетельствуют о наличии некоторых новых ас-
пектов в процессе биосинтеза лигнина in vitro и могут рассматриваться
как дополнение к теории Фрейденберга. Несомненно, последующие ис-
следования расширят современные представления о процессе биосинте-
за лигнина и приведут к обнаружению новых структурных особенностей
этого полимера.

И наконец, в заключение следует упомянуть о работах Рассела 2 5 6~2 5 9

по химическому синтезу лигнина, которые представляют, пожалуй, един-
ственную попытку такого рода. В качестве исходного соединения автор
использовал моноацетат ванилина (LXV), который в результате пере-
группировки Фриса давал 2-окси-3-метокси-5-формилацетофенон (LXVI).
Последний легко претерпевал конденсационную полимеризацию, давая
LXVII, который, в свою очередь, циклизовался до поли-8-метоксидигид-
робензопирона (LXVIII). Полученный полимер, согласно данным Рас-
села, во многих отношениях аналогичен лигнину ели:
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Следует отметить, что если при биохимическом синтезе лигнина воз-
никающие ароксильные радикалы, реагируя в различных формах, обра-
зуют различные продукты рекомбинации, что не дает возможности по-
лучать строго определенный порядок взаимосвязи мономеров в полиме-
ре, то в случае химического синтеза указанная неупорядоченность не
имеет места. Современные представления о неоднородности строения
лигнина не отвечают «формуле» Рассела, поэтому его работы не полу-
чили дальнейшего развития и приведены здесь лишь с точки зрения ис-
торического интереса.

IV. НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ БИОСИНТЕЗА ЛИГНИНА IN VIVO

На основании результатов исследования процесса биосинтеза лигни-
на in vitro, Фрёйденберг1 4 7 '2 6 0·2 6 1 выдвинул гипотезу образования лиг-
нина в растении. В период вегетации в камбиальном слое древесины про-
исходит активный процесс формирования новых клеток. Молодые, еще
не одревесневшие клетки, расположенные рядом с камбием, по мере уда-
ления их от камбиального слоя постепенно сменяются толстостенными
зрелыми клетками, которые дают интенсивное красное окрашивание при
обработке флороглюцином + HCl. В камбиальном слое и по обе стороны
от него в значительных количествах обнаруживается кониферин. Одна-
ко присутствующие в прикамбиальном слое лакказа и пероксидаза спо-
собны дегидрировать лишь конифериловый спирт. На основании этого
следует ожидать наличия в этой части древесной ткани β-глюкозидазы,
которая и была обнаружена на срезах 2-летних еловых побегов, обра-
ботанных индиканом (глюкозид индоксила). β-Глюкозидаза расщепля-
ла индикан, и образующийся свободный индоксил быстро превращался
на воздухе в индиго, указывая местоположение β-глюкозидазы. Оказа-
лось, что β-глюкозидаза отсутствует как в молодых клетках прикам-
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биального слоя, так и в зрелых одревесневших клетках и обнаруживает-
ся в большом количестве в промежуточном слое, который и является,
очевидно, зоной, где образуется лигнин. Исходя из вышесказанного
Фрейденберг полагает, что процесс образования лигнина в растении
можно представить следующим образом. Кониферин диффундирует в
ткань, где он расщепляется β-глюкозидазой до свободного кониферило-
вого спирта, который под действием пероксидазы и лакказы превращает-
ся в лигнин. Как только ткань, особенно внутриклеточные ее части, за-
полняются сформировавшимся лигнином, клетки отмирают и в них
больше не наблюдается присутствия β-глюкозидазы. Интересно отме-
тить, что если действие ферментов продолжается и после того, как ткань
заполняется лигнином, это приводит к деградации лигнина. Так, привоз-
действии лакказы или пероксидазы на суспензию природного или биосин-
тетического лигнина в воде, эти препараты претерпевают деструкцию, на-
поминающую гумификацию и деструкцию фенолов в почве. Аналогичная
деструкция наблюдается и в том случае, если источником дегидрогеназ
является древесная гниль. Кроме того, как уже отмечалось выше, выход
ДГП составляет ~90%, никогда не достигая 100%· Согласно представ-
лениям Фрейденберга262, это связано с тем, что лигнин частично разла-
гается при дегидрировании. Таким образом, в процессе образования и
деструкции лигнина принимают участие одни и те же ферменты — лак-
каза и пероксидаза.

Как сказано во введении, процесс лигнификации нельзя рассматри-
вать изолированно от других процессов, протекающих при формирова-
нии растительной клетки. Комплекс этих процессов включает как био-
синтез различных компонентов растительной ткани, в процессе которого
между ними могут возникать различного типа химические связи, так и
образование различных морфологических подразделений клеточной
стенки. Указанные проблемы, несомненно, представляют значительный
интерес как в теоретическом, так и в практическом отношении. В то же
время имеющийся в литературе материал весьма ограничен, что не поз-
воляет в настоящее время рассматривать вопросы биосинтеза единого
комплекса компонентов клеточной стенки растения. Очевидно, такая по-
пытка — дело будущего, когда будут в достаточной степени уяснены не
только проблемы биосинтеза отдельных растительных компонентов (лиг-
нина, целлюлозы и гемицеллюлоз), но и общие закономерности фор-
мирования растительной клетки. Однако и в настоящее время ряд ин-
тересных данных, полученных при исследовании процесса лигнификации
в культурах ткани, позволяет уяснить некоторые аспекты биосинтеза лиг-
нина in vivo.

Как указывалось выше, метод культуры ткани широко использовал-
ся 31,99, ιοί, 158-165,263-271 П р И исследовании различных энзиматических си-
стем, участвующих в биосинтезе мономерных предшественников лигни-
на, а также при испытании различных меченых соединений в качестве
предшественников лигнина. Указанные исследования рассмотрены в соот-
ветствующих разделах главы II. Помимо этих более или менее локаль-
ных задач, эксперименты с культурами ткани позволили подойти к ре-
шению более широких проблем биохимии и физиологии растений. Эти
проблемы можно сформулировать следующим образом: 1) установление
возможности локального протекания процесса лигнификации либо необ-
ходимости для этого процесса каких-либо соединений, поступающих из
корней или листьев растения; 2) установление тождественности пред-
шественников лигнина при условии сохранения или исключения корре-
лятивных отношений в растительном организме (в том случае, если су-
ществует указанная локальность биосинтеза ароматических предшест-
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венников лигнина); 3) установление химической природы возможных
предшественников лигнина и на основании этого выяснение, идет ли про-
цесс лигнификации в изолированных тканях теми же путями, что и у це-
лых растений; 4) выяснение физиологической роли промежуточных ме-
таболитов процесса лигнификации в обмене веществ целого организма.

В ходе исследований с использованием метода культуры ткани уста-
новлено264, что лигнин, откладывающийся в клеточных стенках элемен-
тов ксилемы изолированных тканей, близок по химическому составу к
лигнину высших растений. Кроме того, показано 165, что биосинтез лиг-
нина в изолированных тканях, длительно живущих в культуре in vitro,
происходит локально, за счет углеводов питательной среды. Следова-
тельно, для лигнификации не требуется притока специфических соедине-
ний из корней или надземных органов растения. Поскольку обнаружено,
что торможение роста тканей не влияет на процесс накопления лигнина,
высказано предположение 1б2, что процессы лигнификации и роста в из-
вестной степени разобщены.

Выводы, полученные в результате исследований с культурами тка-
ни, представляют значительный интерес и позволяют подойти к воп-
росам биосинтеза лигнина с более широких позиций, чем это позволяют
эксперименты по биосинтезу лигнина in vitro. В то же время несомненно,
что полученные выводы нуждаются в определенных дополнениях и кор-
ректировке.

И наконец, в заключение следует сказать несколько слов о биосинте-
зе лигнина в связи с вопросами онтогенеза и филогенеза растений.

В 1934 г. Холмберг272 провел исследование лигнинов, выделенных
из 50 видов растений с помощью тиогликолевой кислоты, и обнаружил,
что содержание углерода в лигнинах голосемянных на 3—4% выше, чем
в лигнинах покрытосемянных, а содержание метоксильных групп в по-
следних больше, чем в первых. Позднее Гибберт и сотр.273-275 использо-
вали предложенный Фрейденбергом276 метод нитробензольного окисле-
ния для исследования растений различных классов и показали, что в то
время как основным продуктом нитробензольного окисления лигнина го-
лосемянных является ванилин, двудольные покрытосемянные дают смесь
ванилина и сиреневого альдегида, а однодольные покрытосемянные —
смесь ванилина, сиреневого альдегида и р-оксибензальдегида. На осно-
вании полученных результатов высказано предположение, что реакция
со щелочным нитробензолом может быть использована для таксономи-
ческой классификации растительных материалов. Последующие иссле-
дования 2 7 7 ' 2 7 8, в которых использованы более совершенные методы раз-
деления продуктов окисления, подтвердили основные выводы Гибберта,
внеся в них некоторые уточнения. Полученные результаты легли в осно-
ву общепринятой в настоящее время концепции о том, что лигнин строит-
ся из производных фенилпропана с различной степенью метоксилирова-
ния в ароматическом ядре. Обширные исследования Манской 279~~282,
Кратцля2 8 3 и др., посвященные изучению лигнинов различных расти-
тельных групп, позволили высказать интересные соображения о роли
лигнина в процессе филогенеза растений. Так, Майская 2 7 9" 2 8 2 исследова-
ла ныне живущие формы растений, близкие к ископаемым, с целью уста-
новления образования лигнина в процессе филогенеза в различных рас-
тительных группах. Отличительные черты лигнина в различных расти-
тельных группах, характер изменений его химического состава от низших
растений к более высокоорганизованным, по мнению автора, позволяет
ппедставить относительное содержание лигнина и соотношение в нем
элементов различной степени метоксилирования в растениях в пределах
прошедших геологических эпох. Лигнин, впервые наблюдаемый, по дан-
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ным большинства исследователей, у сосудистых растений в ряду папо-
ротниковых (Pteridophyta) (в последние годы получены определенные
указания о его наличии уже во мхах2 8 4 и даже водорослях2 8 5·2 8 6),
в процессе эволюции растений, по-видимому, претерпел значительные как
количественные, так и качественные изменения.

Имеется ряд данных по изменению лигнина в процессе онтогенеза
растений. Так, Стоун и сотр.287 показали, что отношение ванилина к си-
реневому альдегиду в продуктах окисления лигнина пшеницы изме-
няется в зависимости от возраста растений. Хигучи ш провел иссле-
дование состава лигнина в верхней, средней и нижней частях побегов
трех видов бамбука. Автор ш показал, что по мере увеличения лигнифи-
кации значительно возрастает суммарное содержание альдегидов (в пе-
ресчете на лигнин Класона), получаемых при нитробензольном окисле-
нии, а также отношение сиреневого альдегида к ванилину. В верхней
части побегов бамбука, где степень лигнификации была наиболее низ-
кой, доля сиреневого альдегида в продуктах нитробензольного окисле-
ния также была наиболее низкой. По мере лигнификации доля сирене-
вого альдегида возрастала, достигая максимума в зрелом растении.
Фрейденберг и Торрес-Серрес288 показали, что камбиальный слой 1- или
2-летних еловых побегов содержит сравнительно больше р-глюкокума-
рового спирта по сравнению с более зрелыми еловыми растениями. Соот-
ветственно содержание метоксильных групп в ЛМР из молодых еловых
растений составляет 12—13% по сравнению с 15,6% в ЛМР из зрелой
ели2 4 2-2 8 8. Эти результаты дают возможность предположить, что измене-
ния лигнина в процессе онтогенеза соответствуют его изменениям в про-
цессе филогенеза.

Рассмотренные выше данные, несомненно, представляют значитель-
ный интерес, хотя на настоящем этапе исследований еще не представ-
ляется возможным дать объяснения изменению степени метоксилирова-
ния лигнина в процессе онтогенеза и филогенеза растений.
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