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MADS-доменный транскрипционный фактор RIPENING INHIBITOR (RIN) является глобальным
регулятором процесса созревания плода томата Solanum lycopersicum L. RIN контролирует каскад ре-
акций созревания сочного плода одновременно на нескольких уровнях: активируя экспрессию ге-
нов других регуляторных белков; активируя гены биосинтеза этилена (инициируя этилен-зависи-
мый сигнальный путь); непосредственно запуская транскрипцию генов биосинтеза каротиноидов,
ароматических соединений, генов метаболизма углеводов и модификации клеточной стенки (регу-
лируя этилен-независимый путь); а также участвует в некоторых эпигенетических модификациях,
сопровождающих процесс созревания сочного плода. Будучи открыты первоначально у томата, на
сегодняшний день гомологи RIN описаны для многих культур с сочным плодом. В обзоре рассмот-
рены молекулярные особенности транскрипционного фактора RIN и его гомологов – MADS-фак-
торов транскрипции различных видов растений, выполняющих схожую с RIN функцию контроля
процессов созревания сочного плода и имеющих схожую эволюционную историю. Охарактеризо-
ваны структура, пространственно-временная экспрессия, гены-мишени данных регуляторов. На
примере однодольных и двудольных растений, формирующих сочный плод, таких как томат, банан,
перец, виноград, земляника показано, что MADS-белки подсемейства SEPALLATA играют цен-
тральную роль в чрезвычайно сложной транскрипционной регуляции каскада реакций созревания
как климактерических, так и неклимактерических плодов.

Ключевые слова: сочный плод, созревание плода, репродуктивное развитие, MADS-доменные фак-
торы транскрипции, RIN
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ВВЕДЕНИЕ

ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ 
ОСОБЕННОСТИ СОЗРЕВАНИЯ

СОЧНОГО ПЛОДА

Плод – специализированный орган растений,
необходимый для распространения семян. Исхо-
дя из морфологических и анатомических особен-
ностей, существует множество признаков для
классификации плодов. По наличию сочной мя-
коти плоды принято разделять на сухие и сочные.
Сухие и сочные плоды образованы схожими тка-
нями, однако различаются уровнем лигнифика-
ции, числом и размером клеток [1, 2].

В процессе эволюции сочный плод появился
позднее, и его возникновение представляет эво-
люционное преимущество для растений, так как
сочные плоды более привлекательны для живот-

ных, что позволяет растительному виду расши-
рить ареал распространения семян [1, 2].

Развитие сочного плода включает несколько
этапов: закладка, рост, созревание (maturation) и
стадия биологической спелости (ripening). Созре-
вание сочного плода – сложный процесс, сопро-
вождающийся изменением физиологических и
биохимических характеристик, включая содер-
жание и состав фитогормонов, сахаров, пигмен-
тов, ароматических соединений, а также модифи-
кацию структуры клеточных стенок.

Исходя из физиологических особенностей,
процесс созревания сочного плода может быть
климактерическим и неклимактерическим [3, 4].
Климактерические плоды имеют характерный
паттерн изменения интенсивности дыхания: у
развивающегося плода дыхание сначала медлен-
но снижается до нижней точки, известной как до-
климактерический минимум (на данной стадии
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плод остается неспелым). Затем интенсивность
дыхания начинает динамично расти, достигая
климактерического максимума. В этот момент у
большинства растений (или несколькими часами
или днями позже) плод достигает биологической
спелости. После стадии климактерического мак-
симума интенсивность дыхания снижается, что
свидетельствует о начале стадии старения плода [3].
Росту интенсивности дыхания у климактериче-
ских плодов сопутствует резкий скачок синтеза
этилена [5]. Примерами климактерических пло-
дов служат плоды томата, банана, яблока, авока-
до, груши [4]. У неклимактерических плодов про-
цесс созревания не сопровождается усилением
интенсивности дыхания, и концентрация этиле-
на при этом остается на низком уровне [4, 5]. Не-
климактерические плоды – у земляники, вино-
града, цитрусовых, ананаса и др. [4].

Наличие этилена необходимо для нормально-
го протекания процесса созревания климактери-
ческих плодов, так как он служит регулятором
транскрипции и трансляции многих генов созре-
вания [5]. Подтверждением этому является за-
медление или отсутствие созревания у трансген-
ных растений с заблокированным биосинтезом
этилена [5].

Долгое время считалось, что роль этилена в не-
климактерических плодах крайне ограничена, но
многие современные исследования свидетельству-
ют об обратном. Например, у плодов винограда
(Vitis vinifera L.) показано наличие функциональ-
ного сигнального пути этилена, запуск которого
сопровождается ростом плода и синтезом анто-
цианов [6]. У ананаса (Ananas comosus L. Merr.)
процесс созревания сопровождается активацией
генов биосинтеза этилена [7]. Однако механизмы
этилен-опосредованной регуляции созревания
неклимактерических плодов изучены недоста-
точно [8], поэтому данной проблеме посвящено
множество современных исследований.

Несмотря на то, что этилен считается главным
триггером процесса созревания, кроме этилен-
зависимых существуют также и этилен-независи-
мые пути активации генов созревания [5]. Поми-
мо этилена в регуляции созревания сочного плода
могут принимать участие и другие фитогормоны,
однако, в настоящий момент, такие данные неод-
нозначны. Ранее считалось, что ауксин оказывает
существенное влияние на процессы роста и созре-
вания плода земляники (Fragaria × ananassa Duch.),
так как рост цветоложа зависит от поступления в
него ауксина из семянок (или орешков) [9]. В то же
время анализ транскриптомов развивающегося
плода земляники (многоорешка) выявил высо-
кий уровень экспрессии генов биосинтеза и сиг-
нального пути ауксина и в самом цветоложе в
процессе созревания ложной ягоды [9]. Кроме того,
в развитии плода земляники принимают участие

и другие фитогормоны: гиббереллины [10], абс-
цизовая кислота [11, 12], жасмоновая кислота [13]
и брассиностероиды [14]. При этом этилен не иг-
рает определяющей роли в процессе созревания
земляники [15], хотя оказывает важное влияние на
инициацию некоторых отдельных аспектов [16],
но не всего процесса созревания, как в случае
климактерических плодов [9].

Как в случае этилен-зависимого, так и в случае
этилен-независимого пути созревания простран-
ственно-временную координацию работы ком-
плекса генов созревания осуществляют тран-
скрипционные факторы (ТФ), связываясь с их
промоторами и контролируя уровень их тран-
скрипции. Транскрипционные факторы могут
контролировать экспрессию генов как индивиду-
ально, так и в комплексе с другими ТФ и белками.

Среди всех ТФ, регулирующих созревание
сочного плода, особенно важную роль играет се-
мейство MADS-доменных белков [17]. Предста-
вители данного семейства обнаружены в геномах
всех эукариот и характеризуются присутствием
N-концевого высоко консервативного ДНК-свя-
зывающего домена MADS. Наиболее полно оха-
рактеризованные MADS-ТФ растений принадле-
жат к типу II (MIKC-тип) и играют важнейшую
роль во всех процессах развития, контролируя не
только идентичность цветковой меристемы и ор-
ганов цветка, но и различные аспекты развития
семяпочек и плодов [18, 19].

На сегодняшний день основным модельным
растением с сочным плодом является томат
обыкновенный (томат овощной; Solanum lycoper-
sicum L.). Изучение спонтанных мутаций с ярким
фенотипическим проявлением позволило вы-
явить три регуляторных белка, без которых невоз-
можно созревание сочного плода томата. К ним
относятся MADS-ТФ RIPENING INHIBITOR
(RIN, или SlMADS-RIN), NAC-ТФ NO-RIPEN-
ING (NOR), а также SPL-ТФ COLORLESS NON-
RIPENING (CNR) [20–22]. Будучи открыты 20–
50 лет назад, в настоящее время кодирующие их
гены считаются ключевыми регуляторами созре-
вания плода томата [23–25].

ТФ RIN запускает каскад реакций созревания,
активируя экспрессию генов двух других регуля-
торов, NOR и CNR, тем самым контролируя наи-
более ранние этапы созревания плода [23]. RIN
также активирует гены биосинтеза этилена, ини-
циируя этилен-зависимый сигнальный путь [4].
RIN может непосредственно запускать и тран-
скрипцию генов биосинтеза каротиноидов и арома-
тических соединений, а также генов модификации
клеточной стенки [26, 27], тем самым регулируя
этилен-независимый путь созревания плода. Кроме
того, RIN участвует в некоторых эпигенетиче-
ских модификациях, например, метилировании
ДНК [23], являясь, таким образом, глобальным
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регулятором процесса созревания плода томата
(рис. 1) [28].

Исследования ТФ, определяющих сроки со-
зревания сочных плодов, помимо теоретическо-

го, приобрели и большое практическое значение.
Это подтверждается растущим количеством обзо-
ров, посвященных контролю созревания сочного
плода и участию в нем гена RIN [24, 29–31, 36].
Накопленные знания уже становятся предметом

Рис. 1. Молекулярные механизмы созревания сочного плода, контролируемые транскрипционным фактором RIN.
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для экспериментов в области биотехнологии расте-
ний с использованием современных методов редак-
тирования генома. Плоды с дефицитом активности
RIN, полученные с помощью CRISPR/Cas9, созре-
вают одновременно с плодами дикого типа (WT),
но в сравнении с WT, синтезируют лишь 10% ка-
ротиноидов и этилена, а также значительно по-
ниженное количество летучих веществ [32–34].
Это подтверждает участие RIN в созревании сочно-
го плода и свидетельствует о его неучастии в иници-
ации созревания [33]. То, что плоды растений с
CRISPR/Cas9-нокаутом RIN демонстрируют из-
быточное смягчение и ускоренную деградацию
клеточной стенки по сравнению с диким типом,
позволило предположить, что RIN подавляет пе-
резревание плода [35]. Кроме того, было показа-
но, что усеченный ТФ RIN, лишенный C-конце-
вого домена, кодируемый другим аллелем локуса
RIN (rinG2), не активирует транскрипцию, но,
подобно RIN дикого типа, образует комплексы
ТФ, которые связываются с целевыми областями
генома. Плоды, экспрессирующие RING2, имеют
увеличенный срок хранения, но в отличие от пло-
дов rin, накапливают ликопин и выглядят оран-
жевыми [35].

Большинство таких исследований и обзоров
сосредоточено на модельном объекте – томате
обыкновенном, однако эти данные не всегда воз-
можно экстраполировать на другие культуры. С
другой стороны, в последние годы накапливается
все больше несистематизированных данных о го-
мологах ТФ RIN у видов растений как с климак-
терическим, так и с неклимактерическим типом
созревания плода. Поэтому в данном обзоре осо-
бое внимание уделено сравнительной характери-
стике гомологов ТФ RIN, включая их роль в регу-
ляции созревания сочного плода различных ви-
дов растений.

Гомологи MADS-ТФ RIN описаны для многих
культур с сочным плодом. При этом у некоторых
культур найдены полные функциональные гомо-
логи RIN, а у других выявлено несколько функ-
ционально избыточных белков, сходных с RIN по
структуре и/или функции. Объединяющим при-
знаком является общее эволюционное происхож-
дение данных белков, входящих в MADS-подсе-
мейство SEPALLATA (SEP), но представляющих
различные клады. Так, гены томата RIN и перца
CaMADS-RIN гомологичны гену SEP4 Arabidopsis
thaliana L. и относятся к кладе SEP4 [37]. Гены ви-
нограда, кодирующие функциональные гомологи
RIN, относятся сразу к двум различным кладам:
SEP3 (VviSEP3) и SEP4 (VviSEP4) [38]. Наиболее
близкий по структуре гену RIN, ген земляники
FaSEP4 в плодах экспрессируется крайне низко, в
отличие от гена FaMADS9 (клада SEP1/2), гомо-
логия которого с RIN ниже, но который при этом
высоко транскрибируется в плоде [4]. Подобные
различия предполагают, что дупликация и дивер-

сификация SEP-генов может лежать в основе со-
временного многообразия форм и качеств кли-
мактерических и неклимактерических сочных
плодов [37].

СТРУКТУРА ТРАНСКРИПЦИОННОГО 
ФАКТОРА RIN И ЕГО ГОМОЛОГОВ

RIN и его гомологи у других видов растений
относятся к MIKC-типу MADS-ТФ и имеют схожую
структуру: последовательно расположенные высоко
консервативный N-концевой MADS-домен, меж-
доменная I-область, средне консервативный ке-
ратин-подобный домен K и высоко вариабельная
C-концевая область (рис. 2).

Домен MADS у MIKC-ТФ, в том числе у пред-
ставителей клады SEP, относится к доменам типа
MEF2-like (IPR033896; myocyte enhancer factor 2-like)
[39]. Одной из функций данного домена является
связывание с ДНК, а также участие в гомо- и ге-
теродимеризации [39, 40]. Функция К-домена за-
ключается в образовании межбелковых связей [18].
С-область белка предположительно участвует в ак-
тивации транскрипции и в образовании комплек-
сов высокого порядка [18, 41, 42].

Белки ТФ, гомологичных RIN, определяющих
процесс созревания сочного плода, а также род-
ственные белки клады SEP A. thaliana имеют
сходные размеры (235–251 а.о.), молекулярную
массу (от 26.9 до 29.5 кДа) и протяженность доме-
нов и междоменных областей (рис. 2). Структура
данных белков консервативна у различных видов
однодольных и двудольных растений, независи-
мо от типа формируемого плода.

ПРОСТРАНСТВЕННО-ВРЕМЕННАЯ 
ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА RIN 

И ЕГО ГОМОЛОГОВ
В геноме A. thaliana имеется четыре SEP-гена,

которые представляют отдельные клады SEP1,
SEP2, SEP3 и SEP4, различающиеся, в первую
очередь, паттернами экспрессии [43, 44]. Соглас-
но общепринятой генетической модели развития
цветка ABCDE, гены SEP1 (AGL2), SEP2 (AGL4) и
SEP3 (AGL9) транскрибируются в области заклад-
ки цветковых органов трех внутренних мутовок и,
далее, в развивающихся лепестках, тычинках и
плодолистиках до стадии терминации цветка [4,
37]. Профили экспрессии генов-гомологов SEP4
(AGL3), в том числе RIN, гораздо более разнооб-
разны. Так, ген SEP4 (A. thaliana) транскрибиру-
ется во всех кругах цветка и других надземных ор-
ганах растения, ген петунии PhFBP4 – в чашели-
стиках, лепестках, пестике и плоде, а ген яблони
MdMADS4 – во всех четырех кругах цветка и пло-
дах [37].

Среди растений с сочным плодом экспрессия
SEP4-подобного гена RIN впервые была описана
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у томата обыкновенного [4]. RIN экспрессируется,
главным образом, в плодах, достигая максимума
во время инициации созревания (стадия Breaker)
и полного покраснения плода (стадия Red Ripe)
[45]. В отличие от многих других генов созрева-
ния плода томата, экспрессия RIN практически
не зависит от воздействия этилена [4].

Интересно, что структурный гомолог гена
RIN, ген CaMADS-RIN перца Capsicum annuum L.
экспрессируется не только в плодах, но и в кор-
нях, стеблях, листьях и цветках, но на низком
уровне. Тем не менее, на конечных стадиях созре-
вания плода транскрипция гена резко увеличива-
ется, достигая максимума [8].

Два структурных гомолога RIN, гены MaMADS1
и MaMADS2 банана Musa acuminata L. по-разному
экспрессируются в мякоти и кожуре плода, что
предполагает наличие независимых механизмов со-
зревания для различных частей плода. Так же, как и
RIN, ген MaMADS2 транскрибируется независи-
мо от воздействия этилена [44, 46].

У земляники F. × ananassa Duch. ген-гомолог
RIN, FaMADS9, слабо экспрессируется в цветоло-
же и высоко в орешках, имея два пика резкого ро-

ста экспрессии – на стадиях зеленого и красного
плода [47].

Структурные гомологи RIN винограда V. vinif-
era L., гены VviSEP4 и VviSEP3, транскрибируют-
ся в период созревания плодов [38, 48–51]. Но, в
отличие от RIN, их экспрессионный профиль не
имеет такой же четкой взаимосвязи с началом пе-
риода смены окраски (стадия Véraison) [52].

В мезокарпе плодов масличной пальмы (Elaeis
guineensis Jacq.) экспрессируется пять SEP-генов,
два из которых (CL1Contig8010, CL1Contig3848)
активируются в период всплеска синтеза этилена,
но являются структурными гомологами SEP3, а
не RIN [53].

Структурный гомолог RIN идентифицирован
и у ананаса A. comosus – AcMADS1; подобно RIN,
данный ген экспрессируется в период созревания
плода [54].

Таким образом, несмотря на существенные
различия в морфологии и физиологии плодов,
как климактерических, так и неклимактериче-
ских, как однодольных, так и двудольных, как на-
стоящих, так и ложных (земляника, ананас), у
всех описанных видов растений процесс созрева-

Рис. 2. Основные домены и консервативные мотивы белков транскрипционных факторов подсемейства SEP, опреде-
ляющих созревание сочного плода у различных видов растений. RIN (SlRIN; GenBank: AAM15775.1) – S. lycopersicum;
CaMADS-RIN (CaRIN; GenBank: ABJ98752.1) – C. annuum, MaMADS2 (GenBank: ACJ64678.1) и MaMADS1 (GenBank:
ACJ64679.1) – M. acuminata; FaMADS9 (GenBank: AAO49380.1) – F. ananassa; VviSEP3 (GenBank: AAM21344.1) и Vvi-
SEP4 (GenBank: XP_002263410.2) – V. vinifera; SEP1 (GenBank: NP_001119230.1), SEP2 (GenBank: NP_186880.1), SEP3
(GenBank: AAB67832.1) и SEP4 (GenBank: AAB38975.1) – A. thaliana. Консенсусные последовательности консерватив-
ных мотивов, выявленные с помощью программы MEME Suite 5.1.1 (http://meme-suite.org/index.html): 1 – MGR-
GRVEL, 2 – RIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSNRGKLYEFCS, 3 – SSSMLKTLEREQKCSY-
GALEVNQPAKEEQ, 4 – YQEYLKLKARVEALQ, 5 – QRNLLGEDLGPLNTKELEQLERQLDSSLKQIRSTKTQYMLD-
QLSDLQRKE, 6 – QMLLEANKALRRKLEESSQAN, 7 – WEPGEQNVQY, 8 – QPQSEGFFQPLECNPTLQIGY,
9 ‒ GYDNVPP, 10 – AASGQSVNGYIPGWM, 11 – PDPIAI, 12 – WENYGHP, 13 – WEHGGDHQH, 14 – HHIGGGW,
15 – NPVCSEQIAVT.
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SEP2 9.11e-196
SEP3 121e-177
SEP4 8.97e-144

MADS I К С

242 aa

241 aa

243 aa 

235 aa

249 aa

242 aa
243 aa

262 aa
250 aa
251 aa

258 aa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 2 3 4 5 6 8 10

1 2 3 4 5 6 8 10

1 2 3 4 5 6 7 8 1011

1 2 3 4 5 6 7

7

8

1 2 3 4 5 6 7 8

8

10

10

11

12

12

13

1 2 3 4 5 6

1 2 3 4 5 6

8

8

10

10

13

1 2 3 4 5 6 8 10

14

1 2 3 4 5 6 14

15

1015



456

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 5  2021

СЛУГИНА

ния сочного плода сопровождается экспрессией
одного или нескольких MADS-генов подсемей-
ства SEP.

ГЕНЫ-МИШЕНИ ТРАНСКРИПЦИОННОГО 
ФАКТОРА RIN И ЕГО ГОМОЛОГОВ

MADS-белки регулируют экспрессию, связыва-
ясь со специфичным CArG-box-мотивом в промо-
торе гена-мишени. Данный мотив имеет канониче-
скую последовательность CC(A/T)6GG. Последова-
тельность CArG-box, предпочтительно узнаваемая
ТФ RIN (консенсус CCA(A/T)(A/t)(A/T)ATAG),
имеет высокую степень сходства с таковыми у ТФ
SEP4 и SEP1 A. thaliana и содержит ‘CCA’ в начале
и ‘TAG’ в конце мотива, а в центре исключитель-
но A или T [55]. Многие гены, экспрессия кото-
рых регулируется ТФ RIN, содержат в составе
промотора данный консенсус. Однако в промото-
рах некоторых генов-мишеней найдены нетипич-
ные CArG-box-мотивы. К примеру, промотор гена
экспансина томата LeEXP1 содержит неканони-
ческий CArG-box (CAATTTAAAG), а в промоторе
гена 1-аминоциклопропан-1-карбоксилатсинта-
зы LeACS4 найдено три неканонических мотива
(CAAATATAAG, CAATTTTAAG и CTAGTTAAAG).
Методом ChIP-seq (метод анализа ДНК-белко-
вых взаимодействий, основанный на иммунопре-
ципитации хроматина (ChIP) и высокоэффектив-
ном секвенировании ДНК) показано, что сила
связывания RIN с данными неканоническими
мотивами больше, чем в случае CArG-box-кон-
сенсуса, что предполагает наличие более широко-
го спектра CArG-box мотивов, с которыми может
связываться ТФ RIN in vivo [56]. Кроме того, свя-
зывание RIN исключительно с промоторами ге-
нов созревания может регулироваться составом
белковых комплексов, в которые входит ТФ RIN
[56]. Также селективность связывания может за-
висеть от структуры хроматина в промоторе целе-
вого гена (например, от модификации гистонов,
или степени метилирования) [56].

Согласно модели “квартет” (quartet model),
ТФ RIN формирует тетрамерные комплексы с
другими MADS-белками [57]. В частности, RIN
предположительно способствует сборке мульти-
мерных комплексов, как это показано для SEP-бел-
ков A. thaliana [56], и образует гомо- и гетеродимеры
с MADS-белками подсемейств APETALA1 (AP1)/
FRUITFULL (FUL) (TM4 = TDR4 = FUL1 и
SLMBP7 = FUL2), SEP (LeMADS1 = ENHANCER-
OF-JOINTLESS-2) и AGAMOUS (TAGL1 и
TAG1) [55, 58]. С учетом известных взаимодей-
ствий RIN, предполагается сборка комплексов
RIN-FUL1-FUL2-TAGL1, RIN-FUL1-FUL2-TAG1
и других, каждый из которых специфичен к свое-
му набору генов-мишеней и, таким образом, поз-
воляет ТФ RIN контролировать определенный
пул генов в зависимости от регулируемого про-

цесса [55, 59]. Связывание комплекса, включаю-
щего ТФ RIN, с промоторами некоторых генов-
мишеней в таком случае задействует сразу два
CArG-box мотива [56] (рис. 1). ТФ RIN, в отличие
от MADS-ТФ других подсемейств, имеет актива-
торный домен, что может использоваться тетра-
мерным комплексом для активации транскрип-
ции генов-мишеней [56].

Для выявления генов-мишеней ТФ RIN при-
менялись различные подходы: биоинформатиче-
ский поиск CArG-box сайтов в промоторах по-
тенциальных мишеней; ChIP-seq; сравнение
транскриптомов томата дикого типа и с rin-мута-
цией. Результатом множества исследований стало
достаточно подробное описание генов-мишеней
RIN у томата обыкновенного [23, 55, 56, 60, 61].
Сравнение транскриптомов томата дикого типа и
rin-мутанта обнаружило 342 гена созревания, экс-
прессия которых активируется ТФ RIN, и 473 гена,
на экспрессию которых RIN оказывает негативное
влияние [60]. Методом ChIP-seq было выявлено
292 гена, которые могут являться мишенями RIN
[23]. Более того, с помощью RNA-seq показано,
что RIN является именно активатором для своих
генов-мишеней, а негативное воздействие на
транскрипцию может объясняться метилирова-
нием сайтов связывания с RIN. В процессе созре-
вания плода данные сайты деметилируются, в ре-
зультате чего RIN может с ними связаться, что
приводит к созреванию плода [23].

Ранее фенотипические проявления мутации rin
объясняли отсутствием в клетке функционального
белка RIN и, как следствие, нарушением профи-
ля экспрессии контролируемых им генов. Однако
детальный анализ показал, что у rin-растений
вместо ТФ RIN образуется химерный ТФ RIN-
MACROCALYX (MC, подробнее см. ниже), кото-
рый связывается со своими специфическими ми-
шенями [61]. Таким образом, на сегодня можно
выделить три группы генов-мишеней, регулируе-
мых белком RIN (1), совместно RIN и химерным
ТФ (2) или только химерным белком (3). Так как
настоящий обзор посвящен именно ТФ RIN, да-
лее будут рассмотрены именно его гены-мишени.

Предполагается, что ТФ RIN может регулиро-
вать созревание за счет: (1) непосредственного
связывания с промоторами генов созревания, что
приводит к активации их экспрессии; (2) актива-
ции генов биосинтеза этилена, который в свою
очередь запускает этилен-зависимые реакции со-
зревания; (3) активации генов других ТФ, про-
дукты которых, в свою очередь, запускают новые
каскады реакций созревания.

Предположительно три описанных каскада
реакций работают в клетке параллельно друг дру-
гу [56, 60] (рис. 1). Функционально гены-мишени
RIN можно разделить на несколько групп (рис. 1,
табл. 1) [23, 56, 61].
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Регуляторные гены (гены транскрипционных
факторов и транскрипционных регуляторов). Од-
ним из подтверждений ключевой роли ТФ RIN в
созревании сочного плода является тот факт, что
он способен регулировать не только гены фер-
ментов созревания, но и гены других ТФ, кото-
рые в свою очередь запускают подчиненные им
каскады реакций. Белок RIN регулирует экспрес-
сию генов ТФ различных семейств: AP2-EREBP,
GRAS, MYB, MADS, C2H2, bZIP, HSF, NAC,
WRKY и др. (рис. 1, табл. 1).

Структурные гены. Среди них можно выделить
гены биосинтеза этилена, его рецепторов и гены
ответа на воздействие этилена; гены метаболизма
сахаров, каротиноидов, флавоноидов и антоциа-
нов; гены модификации клеточной стенки (рис. 1,
табл. 1).

Отдельно стоит отметить возможность самоак-
тивации. Достоверно показано, что белок RIN
in vivo способен активировать транскрипцию соб-
ственного гена, связываясь с CArG-box сайтами в

собственном промоторе, что указывает на нали-
чие механизма авторегуляции и объясняет резкое
возрастание экспрессии гена RIN при созревании
(рис. 1, табл. 1) [56].

МикроРНК. При изучении профилей экспрес-
сии микроРНК у томата дикого типа и у rin-му-
танта была показана дифференциальная экспрес-
сия микроРНК 14 семейств; в промоторах генов
многих из этих микроРНК найдены CArG-box
мотивы. Достоверно показано, что ТФ RIN свя-
зывается с промотором гена микроРНК MIR172a
(рис. 1, табл. 1) [63].

Длинные некодирующие РНК. Большинство
исследований, посвященных поиску мишеней
ТФ RIN, сконцентрировано на функциональных
генах, однако помимо кодирующих последователь-
ностей, показано, что RIN способен связываться и
с длинными некодирующими РНК (днкРНК; long
non-coding RNAs, lncRNAs) [64]. днкРНК пред-
ставляют собой последовательности длиной более
200 п.н. [65], которые не кодируют белок, однако,

Таблица 1. Мишени ТФ RIN.

Функциональная группа Гены-мишени ТФ RIN

Гены транскрипционных 
факторов

AP2-EREBP (Solyc03g044300, ERF2); GRAS (GRAS1, GRAS9, Solyc02g085600, 
Solyc01g008910); MYB (Solyc06g076770), MADS (TDR4); C2H2 (Solyc04g077980); 
bZIP (abz1, Opaque 2); HSF (Solyc12g007070); NAC (NAC-NOR); auxin-responsive 
protein (Solyc06g053840); Histone-Lys N-methyltransferase NSD3 
(Solyc01g103250); C2C2-CO-like (Solyc12g096500); SBP (LeSPL-CNR); ULT 
(Solyc07g054450); WRKY (Solyc02g021680)

Гены транскрипционных
регуляторов

auxin-responsive protein (Solyc03g120390), transcription elongation factor A protein2 
(Solyc10g080930), DNA-repair protein (Solyc06g050510).

Гены биосинтеза
и сигнального пути этилена

1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthases (ACS2, ACS4), 1-aminocyclopro-
pane-1-carboxylate oxidases (ACO1, ACO3, ACO5), ethylene receptors (ETR3/NR, 
ETR4, ETR6, EIN3, EBF1, EBF2, EIL4, E4)

Гены метаболизма
каротиноидов

phytoene synthase (PSY1), 15-cis-zeta-carotene-isomerase (ZISO), β-carotene 
hydroxylase (CHY), geranyl diphosphate synthase (GPPS2), lycopene beta-cyclase 
(LCY-b), isopentenyl-diphosphate delta-isomerase (IPP2), zeta-carotene desaturase 
(ZDS), carotenoid isomerase (CrtISO), plastid terminal oxidase (PTOX), protein 
LUTEIN DEFICIENT (CYP97A3)

Гены метаболизма 
флавоноидов и антоцианов

4-coumarate: CoA ligase (4CL), phenylalanine ammonia-lyase (PAL)

Гены модификации клеточной 
стенки и гены метаболизма 
сахаров

endo-1,4-β-glucanases (Cel2, Cel3, Cel6), expansin-like protein (EXLA1), LeXYL1, 
xyloglucan endotransglucosylase hydrolase (XTH3), extensin (tegII), L-arabinokinase 
(ARA-1), expansins (EXP, EXPA5, EXPA6), beta-fructofuranosidases (TAI, LIN), 
polygalacturonases (PS-2, PGcat), arabinogalactan protein (AGP-1c), pectinesterase 
(PME2.1), xyloglucan endotransglycosylase/hydrolase protein 8 (XTH8), beta-galac-
tosidases (TBG1,TBG4, TBG7), mannan endo-1,4-beta-mannosidase 4 (LeMAN4)

Другие группы генов SGN-U571769

Самоактивация RIN

МикроРНК MIR172a
Длинные некодирующие РНК lncRNA2155, lncRNA1780, lncRNA3197, lncRNA2250, lncRNA609, lncRNA443.
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играют важную роль в транскрипционной и пост-
транскрипционной регуляции генов, эпигенети-
ческих модификациях в процессах дифференциа-
ции и развития клеток [64].

С целью поиска днкРНК-мишеней RIN было
проведено широкоформатное исследование ге-
нома томата с помощью ChIP-seq в сочетании с
транскриптомным анализом [64]. В результате
найдено 627 днкРНК, содержащих в промоторах
один или несколько сайтов связывания с RIN. 187
из них дифференциально экспрессировались в
растениях томата с мутацией rin в сравнении с ди-
ким типом. Дальнейший in vivo и in vitro анализ
подтвердил непосредственное связывание (разной
силы) RIN с промоторами шести найденных генов
днкРНК (lncRNA2155, lncRNA1780, lncRNA3197,
lncRNA2250, lncRNA609 и lncRNA443) [64]. Бо-
лее того, CRISPR/Cas9-нокаут генов данных ше-
сти днкРНК показал изменение фенотипа плода
(задержка стадий покраснения (pink stage) и созре-
вания) при замалчивании lncRNA2155 [64]. Это кор-
релировало с паттерном экспрессии lncRNA2155,
чей экспрессионный максимум приходится на
стадию покраснения плода. При этом снижался
уровень экспрессии генов метаболизма этилена
(ACS2 и ACS4) и биосинтеза каротиноидов (PSY1
и ZDS), а также генов ключевых ТФ созревания
(NOR, CNR) и, что интересно, самого гена RIN,
что, среди прочего, может указывать на наличие
обратной регуляторной петли lncRNA2155-RIN
(рис. 1) [64].

Таким образом, мишенями ТФ RIN могут
быть как регуляторные и структурные гены, так и
некодирующие регуляторные РНК (микроРНК,
днкРНК), и, в совокупности, все они образуют
сложную регуляторную сеть, обеспечивающую
созревание сочного плода (рис. 1).

РОЛЬ ТФ RIN И ЕГО ГОМОЛОГОВ
В КОНТРОЛЕ СОЗРЕВАНИЯ СОЧНОГО 

ПЛОДА РАЗЛИЧНЫХ ВИДОВ РАСТЕНИЙ
Растения, формирующие климактерические плоды

Томат. Плоды томата обыкновенного (S. lycop-
ersicum L.) являются примером наиболее изученных
климактерических плодов [30, 66]. Полногеномная
последовательность томата известна и достаточно
хорошо охарактеризована [67], для томата получе-
но множество рекомбинантных линий, и он от-
носительно легко поддается трансформации (что
важно при изучении функций генов).

На сегодняшний день для томата обыкновен-
ного доступна самая полная информация о струк-
туре, регуляции и партнерах RIN, а также о каскаде
запускаемых им реакций [31]. Впервые существо-
вание данного гена было предположено именно у
томата в 1968 году при анализе растений с rin-му-
тацией, характеризующихся отсутствием созре-

вания плода [20]. В 2002 году была детально изу-
чена генетика и биохимия плода rin-томата на
примере сорта Ailsa Craig [4].

Растения томата, гомозиготные по мутации
rin, образуют недетерминантные соцветия, увели-
ченные чашелистики, и, главное, их плоды не со-
зревают, имеют зеленую окраску и твердую тексту-
ру. На физиологическом уровне для таких плодов
характерны потеря стадий роста, синтеза этилена
и климактерического усиления интенсивности
дыхания, а также резкое снижение накопления пиг-
ментов и ароматических соединений [4, 21]. Однако
в целом rin-растения сохраняют чувствительность к
воздействию этилена, о чем свидетельствует ста-
рение лепестков и листьев и опадание цветков;
тем не менее, в ответ на экзогенный этилен rin-
плоды не созревают [4, 68, 69].

В гетерозиготном состоянии мутация rin ши-
роко используется в селекции сортов томата с по-
вышенной лежкостью [70]. Такие томаты остают-
ся твердыми и не портятся длительный период
после сбора урожая, что увеличивает сроки их до-
ставки потребителю и продажи, но при этом на-
рушается их питательная и вкусовая ценность [4].
Как говорилось выше, мутации гена RIN были
получены также методом геномного редактиро-
вания CRISPR/Cas9 [32, 33].

Ген RIN расположен на хромосоме 5, состоит
из восьми экзонов и имеет протяженность более
5 т.п.н. За геном RIN, отделенным межгенным
спейсером (~3 т.п.н.), в той же ориентации следует
ген, кодирующий еще один MADS-ТФ – MAC-
ROCALYX (MC, подсемейство AP1/FUL). Ген
MC имеет сходную с RIN структуру и размеры (8
экзонов, более 5 т.п.н.). Ранее было предположе-
но, что мутация rin представляет собой делецию
размером 1.7 т.п.н., захватывающую часть по-
следнего интрона 7 и весь экзон 8 гена RIN, и так-
же часть межгенной (RIN-MC) последовательно-
сти [71]. В результате вместо транскриптов RIN и
MC накапливается химерный транскрипт RIN-MC
(GenBank NCBI ID – NM_001247047.2) [61]. Таким
образом, вышеупомянутая измененная структура
чашелистиков и соцветия у растения томата с му-
тацией rin, предположительно, является след-
ствием нарушения структуры не только гена RIN,
но и гена MC, который, подобно другим предста-
вителям AP1/FUL, участвует в определении иден-
тичности меристемы цветка, чашелистиков, ле-
пестков и плодолистиков [4, 61].

Особый интерес вызывает тот факт, что rin-
фенотип может быть связан не только с отсут-
ствием в клетке функционального ТФ RIN, но и с
присутствием химерного белка RIN-MC, также
являющимся ТФ. Так, химерный транскрипт
RIN-MC экспрессируется в процессе развития
rin-плодов на более высоком уровне, чем тран-
скрипты RIN и MC в плодах дикого типа [61]. Ги-



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 5  2021

ТРАНСКРИПЦИОННЫЙ ФАКТОР RIPENING INHIBITOR И ЕГО ГОМОЛОГИ 459

бридный белок (372 а.о.) содержит MADS-домен,
I-область, К-домен и большую часть С-области
белка RIN (215 из 242 а.о.), и далее – большую
часть I-области, К-домен и С-область белка MC
(157 из 219 а.о.) [24, 61]. Показано, что ТФ RIN-MC
связывается c известными белками-партнерами
ТФ RIN (MADS-ТФ FUL1, FUL2, MADS2 и
TAGL1) и, следовательно, потенциально способен
in planta формировать мультимерные MADS-ком-
плексы, регуляторные эффекты которых, однако,
отличаются от эффекта комплексов с включением
ТФ RIN [61]. Об этом косвенно свидетельствует то,
что у rin-растений изменяется паттерн экспрессии
множества генов созревания сочного плода [17,
26, 27]. Заметим также, что помимо нарушений
транскрипции генов-мишеней ТФ RIN, выявля-
ются новые гены, с промоторами которых спосо-
бен связываться уже химерный белок RIN-MC [61].
Кроме участия в процессе регуляции созревания,
гены-мишени RIN-MC могут определять и дру-
гие аспекты развития плода, к примеру, метабо-
лизм аскорбиновой кислоты, структуру клеточ-
ных стенок, устойчивость к стрессу и др. [61]. Од-
но из подтверждений этому является то, что гены
метаболизма аскорбиновой кислоты по-разному
регулируются RIN и RIN-MC. В частности, при
наличии химерного белка активируются гены де-
гидроаскорбатредуктазы (DHAR) и GDP-L-га-
лактозофосфорилазы (GGP2), на транскрипцию
которых RIN не влияет [61].

Таким образом, в растениях томата дикого ти-
па ТФ RIN является главным регулятором созре-
вания, который контролирует сотни генов, опре-
деляющих окраску, текстуру, аромат и вкусовые/
питательные качества плода. Делеция фрагмента
участка хромосомы V, содержащего тандемно рас-
положенные гены RIN и MC, приводит к резким
морфофизиологическим изменениям в растениях,
самым ярким из которых является несозревание
плода.

Идентификация и характеристика гена RIN у
томата вызвали большой интерес у исследователей
и послужили началом для поиска ТФ-гомологов
RIN, запускающих созревание, и у других видов
растений, формирующих сочный плод. Однако,
как показал дальнейший опыт, наиболее гомоло-
гичный по структуре ген не всегда имеет схожие с
RIN паттерн экспрессии и функцию (как, например,
ген FaMADS4 F. × ananassa). В связи с этим, дру-
гой стратегией стал поиск генов MADS-ТФ, ко-
торые высоко экспрессируются в зреющем плоде
и сверхэкспрессия которых в растениях томата
способна комплементировать эффект rin-мутации.
При соблюдении обоих условий можно считать,
что найденный ген выполняет функцию, сходную
с функцией RIN.

Далее в обзоре приведены примеры таких ТФ,
структурная гомология которых с RIN не всегда

максимально высока, но которые выполняют схо-
жие с RIN функции у различных видов растений.

Банан. Банан (M. acuminata L.), подобно тома-
ту, образует климактерический плод. Однако, в
отличие от томата, это однодольное растение, по-
этому механизмы созревания у этих двух культур
могут различаться. Плод банана состоит из двух
анатомически разных структур – кожуры и мяко-
ти, имеющих разные паттерны биосинтеза этиле-
на [44, 72]. Синтез этилена начинается в мякоти,
и в дальнейшем приводит к инициации его синте-
за в кожуре [44, 73]. Таким образом, в мякоти на-
чинается процесс созревания плода банана.

У образца M. acuminata (AAA Cavendish sub-
group Grand Nain) были клонированы и описаны
шесть кодирующих последовательностей генов-
кандидатов на роль гена, определяющего созре-
вание (MaMADS1 – MaMADS6) [44]. Наиболь-
шую гомологию с RIN показали белки MaMADS2
и MaMADS1 – 62% и 56% идентичности соответ-
ственно [46].

Пространственно-временные паттерны экс-
прессии идентифицированных генов MaMADS1–6
различаются в мякоти и кожуре плода, предпола-
гая существование двух независимых механизмов
созревания. Кроме того, различался уровень ответа
генов MaMADS1–6 на воздействие этилена и его
синтетического заменителя (1-метилциклопропен,
1-MCP); только транскрипция гена MaMADS2 не
индуцировалась ни этиленом, ни 1-MCP. Это поз-
волило сделать вывод, что транскрипция именно
MaMADS2 активируется в мякоти раньше, чем
инициируется биосинтез этилена, аналогично то-
му, как это происходит с геном RIN в плодах то-
мата [44].

Однако, сверхэкспрессия двух генов MaMADS2
и MaMADS1 (последний был выбран из-за высо-
кой экспрессии и в мякоти, и в кожуре) в rin-му-
тантном растении томата не компенсировала от-
сутствующей функции RIN. А именно, не наблю-
далось ожидаемого увеличения синтеза этилена,
размягчения плода и накопления каротиноидов;
также отсутствовали видимые изменения в разви-
тии цветка и плода [44]. Тем не менее, учитывая,
что банан, в отличие от томата, является одно-
дольным, и данные виды эволюционно очень да-
леки, отсутствие комплементации rin-мутации не
является корректным доказательством того, что
MaMADS1 и MaMADS2 не могут играть роль в со-
зревании плода банана, схожую с ролью RIN у то-
мата. Невысокий уровень идентичности белковых
последовательностей (особенно, в С-области) дан-
ных ТФ с RIN предполагает, что MaMADS1 и
MaMADS2 могут оказаться неспособными взаи-
модействовать с белковыми партнерами RIN и,
следовательно, регулировать экспрессию генов-
мишеней RIN в плодах томата.
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С использованием РНК-интерференции и ан-
тисмысловой РНК были получены трансгенные
растения банана с ограниченной транскрипцией
генов MaMADS2 и MaMADS1 [46]. Было обнару-
жено, что у таких растений созревание плодов на-
ступало позже, чем у растений дикого типа. При
созревании плоды не становились мягче и не изме-
няли окраску, при этом увеличивалась их лежкость.
Подавление транскрипции генов MaMADS2 и Ma-
MADS1 приводило к изменению интенсивности
дыхания и уровня синтеза этилена в плодах, а
также изменяла экспрессию других MaMADS ге-
нов [46].

Результаты свидетельствуют, что в отличие от
плодов томата, в плодах банана как минимум два
MADS-ТФ могут играть роль, аналогичную RIN
[46].

Интересно, что подобно гену RIN томата, гены
MaMADS2 и MaMADS1 получили прикладное ис-
пользование: у трансгенных растений банана с
замалчиванием данных генов замедляется созре-
вание и увеличивается лежкость плодов при хра-
нении [74].

Растения, формирующие
неклимактерические плоды

Перец. Перец (род Capsicum) относится к се-
мейству Solanaceae и, следовательно, являются
родственными томату растениями. Интересно,
что из шести культивируемых видов перца (C. an-
nuum L., C. chinense L, C. frutescens L, C. pubescens
Ruiz and Pav, C. baccatum L. и C. assamicum Pur-
kayastha and L.Singh.) только перец овощной C. ann-
uum образует неклимактерические плоды, тогда как
для плодов некоторых острых перцев был показан
климактерический путь созревания [75–78].

У образца перца C. annuum сорта Bukang была
клонирована и описана кодирующая последова-
тельность гомолога гена RIN–CaMADS-RIN, со-
держащая открытую рамку считывания (732 п.н.)
и нетранслируемые области 5′-НТО и 3′-НТО
длиной 74 п.н. и 236 п.н., соответственно. Данный
ген кодирует белок 243 а.о., в составе которого име-
ются все характерные для MADS-ТФ MIKC-ти-
па консервативные структурные домены (MADS,
I и K) и вариабельная C-область [8]. Максимум
экспрессии CaMADS-RIN перца детектирован в
начинающем краснеть и полностью покраснев-
шем плоде [8].

Для оценки роли ТФ CaMADS-RIN в процессе
созревания плода, растения томата с rin-мутаци-
ей были трансформированы кассетой экспрессии
транскрипта CaMADS-RIN под контролем кон-
ститутивного промотора 35S-CaMV. Полученные
растения томата rin 35S-CaMADS-RIN сравнили с
растением томата дикого типа и с rin-томатом. Бы-
ло показано, что сверхэкспрессия CaMADS-RIN

частично восстанавливала дикий фенотип плода
томата, что выражалось в появлении желто-оран-
жевой окраски плода при созревании и подтвер-
ждало участие CaMADS-RIN в активации тран-
скрипции генов биосинтеза каротиноидов. Со-
держание каротиноидов в таких плодах оказалось
частично восстановленным и составило 30% от со-
держания каротиноидов в плодах дикого типа. Ско-
рость созревания плодов rin 35S-CaMADS-RIN так-
же возросла почти до уровня дикого типа, значи-
тельно превысив такие сроки у rin-плодов [8].

Анализ экспрессии основных генов каротино-
генеза, которые являются мишенями RIN, показал,
что у растений rin 35S-CaMADS-RIN повысился
уровень транскрипции генов фитоиндесатуразы
(PDS) и ζ-каротиндесатуразы (ZDS) по сравне-
нию не только с rin-растением, но и с томатом ди-
кого типа. Однако при этом экспрессия гена клю-
чевого фермента метаболизма каротиноидов в
плоде – фитоинсинтазы-1 (PSY1) снизилась по
сравнению и с диким типом, и с rin-томатом [8].

Плоды томата со сверхэкспрессией CaMADS-RIN
по мере созревания приобретали ту же мягкость,
что и плоды дикого типа, чем существенно отлича-
лись от rin-плодов с твердой текстурой. В соответ-
ствии с этим изменялась экспрессия генов моди-
фикации клеточной стенки. Так, ген полигалакто-
уроназы (PG) экспрессировался в плодах растений
rin 35S-CaMADS-RIN гораздо сильнее, чем в пло-
дах с rin-мутацией, хотя и ниже, чем в плодах ди-
кого типа. Также росла транскрипция генов β-га-
лактозидазы-4 (TBG4) и α-экспансина-1 (EXP1),
практически достигая уровня дикого типа [8].

Как было сказано выше, триггером процесса
созревания в климактерических плодах является
этилен, в то время как в неклимактерических
плодах его роль не до конца ясна. Несмотря на то,
что перец овощной образует неклимактерические
плоды, сверхэкспрессия CaMADS-RIN в rin-пло-
дах томата способствовала росту концентрации
этилена в 1–3 раза по сравнению с rin-плодами,
но при этом содержание этилена оставалось ни-
же, чем в плодах дикого типа. Это происходило за
счет увеличения экспрессии генов ACS2, ACO1, E4
и E8 [8]. Таким образом, был сделан вывод о том,
что ген CaMADS-RIN может запускать процессы
биосинтеза этилена аналогично RIN томата, тем
самым регулируя этилен-зависимые пути созре-
вания сочного плода [8].

Чтобы определить, способен ли CaMADS-RIN
перца регулировать этилен-независимые пути со-
зревания плодов, была измерена экспрессия гена
HDC, который у томата регулируется транскрип-
ционным фактором RIN и нечувствителен к воз-
действию этилена. В плодах трансгенных расте-
ний rin 35S-CaMADS-RIN уровень транскрипции
гена HDC был повышен по сравнению с rin-пло-
дами, однако был существенно ниже, чем в пло-
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дах дикого типа. Также, сильно росла экспрессия
гена ТФ NOR, с промотором которого в норме
связывается RIN томата, причем не только в
сравнении с rin-плодами, но и с плодами дикого
типа [8]. Полученные данные указывают на то,
что ТФ CaMADS-RIN способен регулировать как
этилен-зависимые, так и этилен-независимые пу-
ти созревания плода.

Помимо перца овощного, ортологи RIN были
выявлены и охарактеризованы у дикорастущих
видов перца C. chinense и C. frutescens. У всех трех
видов ген CaMADS-RIN экспрессируется макси-
мально в плодах на стадии начала покраснения и в
спелых красных плодах. Учитывая, что C. annuum
образует неклимактерические плоды, а C. chinense
и C. frutescens – климактерические, при том, что
паттерны экспрессии CaMADS-RIN у всех видов
схожи, был сделан вывод о том, что ТФ CaMADS-
RIN регулирует созревание обоих типов плодов
аналогичным образом [78].

Виноград. В геноме винограда (V. vinifera L. сорт
Pinot noir) найдено два гена-кандидата на роль ор-
тологов гена RIN томата, согласно их структуре,
филогении и паттерну экспрессии [52]. Ген
VviSEP4 относится к кладе LOFSEP SEP4 (куда вхо-
дит и RIN) [37, 38], а VviSEP3 – к кладе SEP3 [79].

Аналогично CaMADS-RIN перца овощного,
кодирующие последовательности генов VviSEP3
и VviSEP4 были сверхэкспрессированы в транс-
генном растении томата, несущем rin-мутацию, и
в растениях дикого типа. Это привело к измене-
ниям фенотипа спелого плода, подобным тем,
как в случае сверхэкспрессии CaMADS-RIN [52].

Созревший плод томата с эктопической
сверхэкспрессией VviSEP3 имел более желтую
окраску, чем исходный rin-плод, что свидетель-
ствовало о распаде хлорофилла-b при созрева-
нии плода. Однако желтая окраска плода в про-
цессе созревания не становилась красной, как в
случае дикого типа, что указывало на отсутствие
биосинтеза ликопина, и было подтверждено
биохимическим анализом [52]. В свою очередь
сверхэкспрессия другого гомолога – гена VviSEP4
более радикально изменила фенотип спелого пло-
да томата, который приобрел оранжево-красную
окраску, но не ярко-красную, как плоды дикого
типа, хотя содержание как ликопина, так и бета-
каротина в плодах со сверхэкспрессией VviSEP4
оказалось сопоставимым с таковым в плодах ди-
кого типа [52].

Таким образом, была продемонстрирована
способность гена VviSEP4 максимально компен-
сировать функцию RIN в rin-плодах томата, в
большей степени, нежели это может делать ген
VviSEP3, несмотря на то, что последний структур-
но ближе гену RIN.

Земляника. Земляника (F. × ananassa Duch.)
является модельной системой для изучения био-

логии неклимактерических плодов. Плоды зем-
ляники – ложные ягоды (многоорешки), состоящие
из разросшегося сочного цветоложа и орешков на
его поверхности. Характерно, что ген земляники
FvMADS9 был идентифицирован с использовани-
ем гена RIN томата в качестве зонда. Так же, как и
у гена RIN, экспрессия FvMADS9 специфична для
плодов [4].

Сведения о гене FvMADS9 обширны, но иногда
противоречивы [9, 80]. Выключение FaMADS9 у
образца F. × anannasa сорт Calypso нарушало раз-
витие лепестков и плодов, а также процесс само-
опыления [80]. Цветки таких растений формиро-
вали лепестки с зеленой окраской, опадение ко-
торых либо задерживалось, либо не происходило
вовсе, приводя к тому, что завязавшийся плод не
развивался. У трансгенных линий, в которых пло-
дам удалось достичь стадии созревания, данный
процесс происходил с изменениями, как в цветоло-
же, так и в орешках. В зреющих семенах трансген-
ных линий с нокаутированным геном FaMADS9
хлорофилл не разрушался, и плоды были значи-
тельно тверже, чем у растений дикого типа. Так,
накопление антоцианов в цветоложе задержива-
лось на 10 дней и происходило неравномерно, а
их содержание всегда было меньше по сравнению
с растениями дикого типа. Чем ниже был уровень
экспрессии гена FaMADS9, тем больше феноти-
пических отклонений детектировалось [80].

Интересно, что замалчивание транскрипции
FaMADS9 у растений земляники другого сорта
(Camarosa) не приводило к существенному изме-
нению фенотипа. Плоды оставались такими же
красными и мягкими, как и плоды дикого типа,
однако имели гораздо более низкое содержание
растворимых сухих веществ [9]. Тем не менее, при
сравнении данных транскриптомного анализа
плодов сорта Camarosa с выключенной экспрес-
сией FaMADS9 с плодами дикого типа было выяв-
лено 2670 дифференциально экспрессирующихся
генов на стадии белого плода, и 1943 – на стадии
красного плода [9]. Среди найденных генов выде-
лено несколько функциональных групп. Первую
(82%) составили ТФ, в частности ТФ ауксинового
ответа. Следующая большая группа генов связана с
процессами роста клеток и энергетическим метабо-
лизмом, что указывает на важную роль FaMADS9 в
процессах роста цветоложа на ранних этапах его
развития. Третья группа генов оказалась связана с
транспортом. Также у трансгенных линий изме-
нялась экспрессия генов β-амилаз и изоамилазы
(что приводило к нарушениям в метаболизме
крахмала), полигалактоуроназ и генов биосинтеза
жирных кислот, а также снижалась экспрессия
генов биосинтеза аскорбиновой кислоты GME и
VTC1 (из-за чего уменьшалось содержание аскор-
бата) [9]. Все эти данные могут помочь составить
представление не только о роли FaMADS9 в про-
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цессе созревания плода, но и о соответствующих
регуляторных механизмах.

В отличие от гена RIN томата, мутация в кото-
ром приводит только к изменению созревания
плода, замалчивание или снижение экспрессии
гена FaMADS9 приводило к нарушению и более
ранних этапов развития плода [80]. Следует от-
метить, что земляника является октоплоидом, и
чем больше аллелей затрагивал нокаут, тем в
большей степени были нарушены процессы раз-
вития плода, вплоть до полного отсутствия его
завязывания [80]. Допустимо поэтому, что ген
земляники FaMADS9, в отличие от RIN томата,
имеет более широкий функциональный спектр. К
примеру, способность регулировать транскрип-
цию измененного, расширенного набора генов-
мишеней, взаимодействовать с другими и/или до-
полнительными белковыми партнерами и иметь
специфичные GArG-консенсусы в промоторах ре-
гулируемых генов.

Фенотип лепестков земляники с выключенным
FaMADS9 (зеленая окраска, отсутствие опадения)
соотносится с фенотипом лепестков томата с за-
малчиванием гена ТФ TM29 клады SEP1/2 [80].
С другой стороны, данные об отсутствии выражен-
ного фенотипа, полученные в исследовании [9],
могут указывать на неспецифичность сайленсин-
га гена FaMADS9 в исследовании [80]: поскольку
MADS-гены имеют консервативную структуру,
могло произойти дополнительное замалчивание
какого-либо другого MADS-гена (генов), помимо
FaMADS9 [9].

АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ
И БУДУЩИЕ ПЕРСПЕКТИВЫ

Идентификация генов гомологов RIN у новых
видов растений. На сегодняшний день подавляю-
щее большинство исследований, предметом ко-
торых являются ТФ RIN или кодирующий его
ген, сфокусированы только на культивируемых
видах широко используемых сельскохозяйствен-
ных растений (а именно плодах экономически
значимых овощей и фруктов). Однако, чтобы
лучше понять эволюцию, структуру и функции
данного белка, необходима идентификация го-
мологичных генов у дикорастущих родственных
видов. Сравнительная структурная и функцио-
нальная характеристика генов-гомологов RIN и
кодируемых ими ТФ RIN культивируемых расте-
ний (для которых имеется детальное описание
признаков сочного плода) и гомологичных генов
дикорастущих родственных видов (плоды кото-
рых характеризуются нарушением отдельных ас-
пектов созревания, в силу чего они несъедобны)
может расширять наши представления о природе
ТФ RIN и регулируемых им генах.

Помимо томата обыкновенного (S. lycopersi-
cum) к секции Lycopersicon относят 12 дикорасту-

щих родственных видов томата, которые также
образуют сочный плод. Процесс созревания у
наиболее древних видов томата отличается от та-
кового у томата обыкновенного: не накапливают-
ся каротиноиды и моносахара, сроки развития
плодов существенно увеличены [81, 82]. По мно-
гим морфологическим и биохимическим характе-
ристикам плоды дикорастущих видов томата на-
поминают плоды rin-мутанта культивируемого
томата. Идентификация генов RIN дикорастущих
видов, сравнение их структуры и аллельной вари-
абельности с геном RIN томата обыкновенного и
rin-мутантных растений S. lycopersicum даст воз-
можность понять эволюцию данного транскрип-
ционного фактора и его участие в доместикации
растений, а также определит дальнейшие пер-
спективы для биотехнологического применения.
Проведенный ранее анализ межвидовой вариа-
бельности и экспрессии некоторых структурных
генов созревания, которые являются мишенями
ТФ RIN у дикорастущих видов и культивируемых
сортов томата, показал наличие дифференциаль-
ной экспрессии у образцов с различными харак-
теристиками созревания плода [83–86]. Подоб-
ные результаты могут быть объяснены не только
структурной вариабельностью самих генов био-
синтеза каротиноидов и метаболизма сахаров и
промоторов этих генов, но и различиями в струк-
туре и активности контролирующего их ТФ RIN,
что в дальнейшем предстоит определить.

Поиск факторов, регулирующих активность RIN.
Среди имеющихся на сегодня данных оказалось
крайне сложно найти информацию о факторах,
регулирующих работу самого RIN. Очевидно, что
ТФ RIN является одним из ключевых регулято-
ров созревания, но полная картина о том, какие
внешние или внутренние факторы задействова-
ны в транскрипционной регуляции кодирующего
его гена, только формируется. Исследование ме-
ханизмов, лежащих в основе регуляции тран-
скрипции RIN, позволит управлять процессом
созревания сочного плода, что, несомненно, име-
ет важное прикладное значение.

Несмотря на то, что направленные исследова-
ния вышестоящих (upstream) регуляторов RIN не
проводились, за последние несколько лет при
описании белков различных семейств, экспрес-
сирующихся в плодах, среди прочих функций бы-
ла показана возможность их непосредственного
или опосредованного влияния на транскрипцию
гена RIN и/или активность ТФ RIN.

Найденные факторы можно разделить на две
группы: (1) белки, связанные с эпигенетически-
ми модификациями ДНК и гистонов; (2) – другие
белки, связанные с синтезом отдельных метабо-
литов, и данные метаболиты (сахара, каротинои-
ды, гормоны, мелатонин).
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В процессе созревания и старения раститель-
ных плодов могут происходить эпигенетические
модификации [87, 88]. К примеру, у томата инги-
бирование активности ДНК-метилтрансфераз при-
водит к преждевременному созреванию плода [88].
Важным фактором, определяющим структурную
организацию хроматина и экспрессию генов, яв-
ляется метилирование и деметилирование гисто-
нов, которое осуществляется гистоновыми ли-
зинметилтрансферазами и деметилазами [88].

В геноме томата найдено 25 гистоновых деме-
тилаз (HDMs); экспрессия многих из них корре-
лирует с запуском процесса созревания плода
[88]. На сегодняшний день получены данные,
свидетельствующие о достоверном влиянии од-
ной из таких гистоновых деметилаз – SlJMJ6, на
процессы созревания плода томата [88]. SlJMJ6
ускоряет созревание плодов в результате деметили-
рования H3K27m3, что приводит к активации экс-
прессии 32 генов, контролирующих, в том числе,
созревание [88]. Наибольший интерес представляет
то, что SlJMJ6 может деметилировать участок хро-
матина, содержащий RIN, что активирует его экс-
прессию. Важным представляется и тот факт, что
помимо этого, гистоновая деметилаза SlJMJ6
способна активировать и экспрессию генов-ми-
шеней ТФ RIN (рис. 1) [88].

На примере плодов томата также показано, что
на скорость созревания может влиять и ацетили-
рование гистонов. Снижение экспрессии гена ги-
стоновой деацетилазы SlHDA3 ускоряет созрева-
ние плодов за счет увеличения экспрессии генов
биосинтеза и сигнальных путей этилена, некото-
рых каротиноидов, генов модификации клеточ-
ной стенки, а также генов ТФ RIN, CNR и TAGL1
[89]. Однако обращает на себя внимание то, что
среди генов созревания, чья экспрессия измени-
лась после ограничения работы SlHDA3, большин-
ство являются мишенями ТФ RIN. Таким образом,
можно предположить, что полученные результаты
являются не следствием непосредственной регуля-
ции экспрессии этих генов за счет ацетилирова-
ния/деацетилирования гистонов, а скорее след-
ствием активации или деактивации экспрессии
гена RIN при изменении активности гистоновой
ацетилазы SlHDA3, которая является негативным
регулятором RIN. Однако остается неясным, мо-
гут ли другие гистоновые деацетилазы и ацетил-
транферазы оказывать на экспрессию RIN анало-
гичное действие (то есть всегда ли ацетилирова-
ние гистонов приводит к активации RIN), либо
этот ген регулируется специфично за счет работы
SlHDA3 (рис. 1).

Не менее важно отметить, что подобно моди-
фикации гистоновых белков, фактором актива-
ции гена RIN также является деметилирование
ДНК. В частности, показано, что специфичная
для плодов ДНК-деметилаза DML2 активирует

экспрессию генов главных регуляторов созрева-
ния – ТФ RIN, NOR и CNR, за счет уменьшения
метилирования ДНК [90, 91]. Интересно, что экс-
прессия гена DML2 была сильно увеличена в пло-
дах растений томата со сверхэкспрессией гена ги-
стоновой деметилазы SlJMJ6 по сравнению с пло-
дами дикого типа. Более того, показано, что
SlJMJ6 напрямую связывается с локусом DML2,
снимает метилирование H3K27me3, в результате
чего происходит активация транскрипции DML2,
а кодируемый белок DML2, в свою очередь, сни-
мает метилирование с ДНК-последовательности
RIN, что приводит к активации его экспрессии
(рис. 1) [88].

Таким образом, можно сделать вывод, что
эпигенетические модификации ДНК и гистоно-
вых белков являются одним из факторов, запус-
кающих экспрессию гена RIN. Однако неясным
остается, какие еще гистоновые деметилазы (по-
мимо SlJMJ6), которых у томата описано 25 и по-
давляющее большинство которых активируется
именно в процессе развития и созревания пло-
дов, участвуют в активации гена RIN.

Что касается других видов растений, данные о
конкретных регуляторах экспрессии гомологов
RIN не найдены, однако для них доступны общие
данные по изменению динамики метилирования
ДНК в процессе созревания. Принято считать,
что у климактерических плодов (показано на
примере томата), процесс созревания сопровож-
дается снятием метилирования ДНК за счет уве-
личения экспрессии генов ДНК-деметилаз [92]. У
неклимактерических плодов (показано на приме-
ре земляники) процесс созревания также сопро-
вождается деметилированием ДНК, однако у них
не наблюдается увеличения экспрессии генов
ДНК-деметилаз, но подавляется экспрессия генов,
участвующих в РНК-направленном метилирова-
нии ДНК [92]. В отличие от томата и земляники, у
другого неклимактерического растения – апель-
сина, процесс созревания плода принципиально
иной и сопровождался глобальным метилирова-
нием ДНК, предположительно, за счет уменьше-
ния экспрессии генов ДНК деметилаз [93].

Помимо эпигенетических факторов на акти-
вацию RIN и созревание плодов могут оказывать
влияние некоторые отдельные метаболиты.
Прежде всего, это простые сахара, которые вы-
ступают не только, как энергетический субстрат
клетки, но и как сигнальные молекулы, а также
каротиноиды, фитогормоны и другие метаболиты.

Известно, что в регуляции внутриклеточного
сигналинга и метаболизма сахаров при созревании
плода участвует протеинкиназа SnRK1 [94]. Так, ге-
терологичная сверхэкспрессия генов MhSnRK1 (яб-
лоня) и PpSnRK1α (персик) в растениях томата
приводила к изменению характеристик спелого
плода, увеличению количества растворимых са-
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харов и крахмала и уменьшению сроков созрева-
ния [94–96]. Наличие прямого взаимодействия
между PpSnRK1α и ТФ RIN было подтверждено
in vivo и in vitro. Более того, сверхэкспрессия гена
PpSnRK1α также вызывала увеличение уровня
экспрессии не только гена RIN, но и его генов-ми-
шеней (NOR, FUL1, ACS2, ACS4, E8) [94]. Исходя
из этого, следует, что протеинкиназа PpSnRK1α
взаимодействует с ТФ RIN, увеличивая экспрес-
сию кодирующего гена RIN, и, следовательно, ге-
нов-мишеней ТФ RIN, тем самым участвуя в кон-
троле созревания. Таким образом, SnRK1α может
выступать регулятором активности RIN как на
белковом, так и на транскрипционном уровне
(рис. 1). Возможно, SnRK1 способна фосфорили-
ровать белок RIN, однако, остается вопрос о том,
влияет ли SnRK1 напрямую на гены-мишени ТФ
RIN, или же это происходит опосредованно. Кро-
ме того, активность SnRK1 в клетке приводит к
увеличению интенсивности фотосинтеза и, как
следствие, накоплению сахаров и других важных
метаболитов. Могут ли они в свою очередь также
послужить активатором RIN – еще предстоит вы-
яснить.

Другой фермент, фитоиндесатураза PDS
участвует в биосинтезе каротиноидов; снижение
экспрессии гена PDS в плодах томата помимо со-
кращения содержания каротиноидов, приводило
к уменьшению экспрессии гена RIN, а также ряда
других генов созревания (большинство из кото-
рых являются мишенями ТФ RIN) [97]. Была по-
казана корреляция между экспрессией генов PDS
и RIN, но не ясно, за счет каких молекулярных
механизмов это происходит (рис. 1). Можно
предположить, что имеет место либо непосред-
ственное взаимодействие между белками PDS и
ТФ RIN (или PDS и геном RIN), либо отсутствие
каротиноидов приводит к изменению концентра-
ций других метаболитов и белков, которые в свою
очередь репрессируют экспрессию гена RIN. На-
пример, каротиноиды могут быть предшествен-
никами для биосинтеза абсцизовой кислоты, ко-
торая потенциально может служить регулятором
экспрессии RIN. Также можно предположить на-
личие обратной взаимосвязи между конечными
продуктами реакций, которые осуществляют
структурные гены созревания (мишени ТФ RIN)
и активацией/репрессией самого гена RIN.

Помимо широко изученных метаболитов, свя-
занных с созреванием плода, обращают на себя
внимание новые мало описанные соединения,
например, мелатонин (N-цетил-5-метокситрип-
тамин). У томата обработка экзогенным мелато-
нином приводила к ускоренному созреванию
плода и улучшению питательных характеристик
[98]. Сравнение протеомов растений томата, об-
работанных экзогенным мелатонином, и кон-
трольных растений показало, что среди других
белков, концентрации которых существенно от-

личаются у двух групп образцов, есть и белок ТФ
RIN, количество которого у образца, обработан-
ного мелатонином, было выше, чем у контроль-
ного растения [98]. Таким образом, на уровне
белка показана корреляция количества мелато-
нина и ТФ RIN, но неясными остаются молеку-
лярные механизмы данного явления: оказывает
мелатонин прямое или опосредованное через
другие метаболиты, белки или эпигенетические
факторы действие на активацию экспрессии гена
RIN (рис. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем обзоре изложены сведения о
функциях транскрипционного фактора RIN то-
мата и его гомологах у растений различных видов
и семейств. Приведенные данные свидетельству-
ют о том, что MADS-белки подсемейства SEP иг-
рают центральную роль в чрезвычайно сложной
транскрипционной регуляции каскада реакций
созревания как климактерических, так и некли-
мактерических плодов однодольных и двудоль-
ных растений. Генная сеть, контролируемая SEP-
белками, включает в себя не только регуляторные и
структурные гены различных семейств, но и неко-
дирующие РНК-последовательности – микроРНК
и днкРНК. С помощью данной сети происходит ре-
гуляция путей биосинтеза фитогормонов, витами-
нов, пигментов и других вторичных метаболитов
и биологически активных соединений, что, в
свою очередь, определяет время созревания, тек-
стуру, окраску и биохимию плода. Важно пони-
мать, что в основе морфологического многообра-
зия сочного плода различных видов высших рас-
тений может лежать эволюционная дупликация и
диверсификация MADS-генов подсемейства SEP.
При этом разные виды растений могли задей-
ствовать SEP-гены различных клад, а не только
SEP4-гены, к которым принадлежит ген томата
RIN. Кроме того, также возможно существование
видов растений, где RIN-функцию выполняет не
один, а несколько SEP-паралогов. Наконец, со-
бытия дупликации и диверсификации происхо-
дили не только с SEP-генами, но и другими
MADS-генами, поэтому всегда необходимо учиты-
вать функции и структурные особенности MADS-
партнеров SEP-ТФ, совместно с которыми осу-
ществляется регуляция процессов, происходя-
щих при созревании плода.

Работа выполнена при поддержке Российско-
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Бурное развитие системной биологии включает в себя усиление таких направлений, как протеоми-
ка и липидомика. Они нашли свое развитие в системной биологии растений. Можно отметить воз-
растающее число работ, посвященных анализу протеомов и липидомов растительных клеток, тка-
ней и целых органов. Достаточно подробно в литературе представлены сведения об особенностях
протеома и липидома растительных ядер, митохондрий и хлоропластов. Для большинства одномем-
бранных органоидов растительной клетки, таких как тонопласт, аппарат Гольджи, эндоплазмати-
ческая сеть и др., аналогичные исследования существенно ограничены. В обзоре рассматриваются
существующие представления о специфичности белковых и липидных спектров мембранных
структур растительной клетки, а также представлен анализ немногочисленных данных об их дина-
мическом изменении в ходе развития и при действии стрессовых факторов.

Ключевые слова: протеом, липидом, масс-спектрометрия, рафты, плазмалемма
DOI: 10.31857/S001533032105016X

ВВЕДЕНИЕ

Основополагающая функция мембран эукарио-
тической клетки заключается в компартментализа-
ции биохимических и физиологических процессов.
В каждом компартменте (органоиде) создаются
уникальные условия, характеризующиеся уров-
нем рН, уникальным спектром макро- и микро-
элементов, биологически активных соединений,
разнообразными энергетическими ресурсами и
др. Обусловлена эта функция особенностями
строения биологических мембран. Согласно жид-
костно-мозаичной модели, предложенной в 1972 г.,
мембрана представляет собой липидный бислой,
образованный преимущественно фосфолипида-

ми, а также белками разной степени “погруже-
ния” в этот липидный матрикс [1, 2].

Многочисленные эмпирические данные сви-
детельствуют о разнообразии белков в различных
мембранных структурах. Мембранные белки, в
состав которых входят транспортеры, рецепторы,
ферменты и др., участвуют в работе сигнальных и
метаболических сетей клетки, тем самым, обеспечи-
вая адаптацию растительных клеток к стрессовым
воздействиям и реализацию этапов жизненного
цикла. Достаточно долгое время не представлялось
возможным охарактеризовать специфичность
белковых спектров, свойственных той или иной
мембране, не говоря о динамическом изменении
белкового профиля при действии различных фак-
торов. Современные технологические подходы
позволяют решать такие проблемы с помощью
системной биологии, составной частью которой
является протеомика, а, вернее, сочетание гено-
мики, транскриптомики и протеомики.

Термин “протеом” был предложен в 1995 г. для
обозначения всех белков изучаемого объекта
(клетки, ткани, организма и т.д.), кодируемых ге-
номом и синтезируемых в определенных услови-
ях [3]. Секвенирование генома арабидопсиса, а
позднее и большого числа других видов растений,
имело революционное значение в идентифика-

Сокращения: ГГЛ – глицерогликолипиды; ГДГ – глюкуро-
нозилдиацилглицерол; ГФЛ – глицерофосфолипиды; ДАГ –
диацилглицерол; ДГДГ – дигалактозилдиацилглицерол;
ДФГ – дифосфатидилглицерол; МГДГ – моногалактозил-
диацилглицерол; ПМ – плазмалемма, плазматическая
мембрана; СПУ – системная приобретённая устойчивость;
СФЛ – сфинголипиды; СХДГ – сульфохиновозилдиацилг-
лицерол; ФГ – фосфатидилглицерол; ФИ – фосфатидилино-
зитол; ФК – фосфатидная кислота; ФС – фосфатидилсерин;
ФХ – фосфатидилхолин; ФЭ – фосфатидилэтаноламин;
ЭПС – эндоплазматическая сеть; IMP – интегральные
мембранные белки; PMP – периферические мембранные
белки; GPI – мембранные белки, заякоренные гликозил-
фосфатидилинозитолом.

УДК 581.1;581.19;581.192
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ции белков и аннотации их функций. Протеомный
анализ, основанный на таких методах, как 2-D
PAGE (двумерный гель-электрофорез в полиа-
криламиде), ВЭЖХ (высокоэффективная жид-
костная хроматография) и масс-спектрометрия,
позволяет определить количество белков интереса в
образце, идентифицировать их, выявить первичную
структуру и посттрансляционные модификации [4,
5]. Оригинальное сравнение различных подходов к
протеомному анализу представлено в статье
Мошковского и Пташник [6]. Масштаб одного
протеомного исследования в настоящее время
может составлять несколько сотен и даже тысяч
белков, требующих идентификации и определе-
ния их возможной функции.

В связи с бурным развитием протеомики на-
коплено много результатов, которые легли в осно-
ву широкого спектра баз данных, в том числе о
первичных белковых последовательностях и их
модификациях (фосфорилирование, гликирова-
ние и др.), а также о функциональном значении
различных белков: протеинкиназ, транскрипци-
онных факторов, различных ферментов, белков
межбелкового взаимодействия и др. Недавно эти
базы данных были достаточно подробно охаракте-
ризованы Subba с соавт. [7]. Вслед за авторами, сле-
дует сделать вывод о необходимости их дальней-
шего расширения. Например, ощущается необхо-
димость создания и развития данных о протеоме
сигнальных каскадов, сетей вторичного метабо-
лизма, различных мембранных органоидов. В свя-
зи с тем, что по результатам ряда исследований из
27000 белков арабидопсиса предположительно 25–
30% являются интегральными мембранными бел-
ками [8, 9], сравнительный анализ белковых про-
филей мембран растительных клеток представляет
особый интерес.

Не уступает по своему значению и развитие та-
кого направления, как липидомика растений.
Сам термин “липидом” был предложен по анало-
гии с протеомом [10] и подразумевает всю совокуп-
ность липидов клетки, ткани, органа или организ-
ма. Как и большинство “омиковых” дисциплин,
липидомика использует высокотехнологичные и
максимально автоматизированные методы экс-
тракции, разделения и анализа липидов, а также
биоинформатическую обработку полученных дан-
ных. Чаще всего применяют варианты жидкостной
хроматографии с последующей масс-спектромет-
рической детекцией с различными способами
ионизации [11–14]. Липиды – это, как правило,
невысокомолекулярные, гидрофобные или ам-
фифильные молекулы, хорошо растворимые в
неполярных растворителях и образованные в ре-
зультате карбоанионной конденсации тиоэфиров
(производные жирных кислот и поликетиды)
и/или карбокатионной полимеризации изопрена
(терпеноиды, включая стероиды) [11, 15]. Липидом
эукариотической клетки насчитывает от нескольких

сотен до тысяч индивидуальных липидов, форми-
рующих клеточные мембраны и накапливающих-
ся в запасающих структурах [14]. Несмотря на
большое разнообразие полученных данных, на-
ши представления о закономерностях динамиче-
ского изменения липидных профилей в ходе раз-
вития и действия стрессовых факторов все еще
достаточно ограничены.

Рассмотрим современные представления о
белковых и липидных спектрах мембран расти-
тельных клеток.

РАЗВИТИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЙ
О МНОГООБРАЗИИ ПРОТЕОМА 

И ЛИПИДОМА МЕМБРАННЫХ СТРУКТУР 
РАСТИТЕЛЬНОЙ КЛЕТКИ. 

ИСТОРИЯ, ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ. 
ПРОТЕОМ КЛЕТОЧНЫХ МЕМБРАН

Начало исследований в области протеома рас-
тительных мембран связано с анализом белков
ядер, хлоропластов и митохондрий. Выделение
этих крупных двумембранных органоидов прово-
дили с помощью низкоскоростного центрифуги-
рования, и последующая идентификация их мем-
бран не вызывала сомнения.

Протеом мембран митохондрий клеток араби-
допсиса на сегодняшний день является одним из
наиболее охарактеризованных. Еще в работе Brugi-
ere с соавт. [16] были приведены данные о белках
митохондриальных мембран. Немногим позже ис-
пользование различных способов экстракции и
последующий LC-MS/MS анализ способствова-
ли идентификации 114 белков, что на 40% увеличи-
ло спектр анализируемых белков. В число 80 функ-
ционально аннотированных белков митохондрий
клеток арабидопсиса вошли белки, участвующие
в мембранном транспорте, в том числе электро-
нов, цикле ди- и трикарбоновых кислот, синтезе
аминокислот и белков, защите от окислительного
стресса и др. [17]. В настоящее время различные
методы протеомного анализа позволяют увели-
чить белковые профили этих органоидов до 1000–
1500 белков. Особого внимания заслуживают ис-
следования различных устойчивых внутримем-
бранных белковых комплексов [18]. К ним, без-
условно, относятся комплексы дыхательной
электрон-транспортной цепи, комплекс альтер-
нативной оксидазы, АТФ-синтазный комплекс,
а также целый ряд многокомпонентных транс-
портеров.

Первоначально в мембранах хлоропластов
клеток арабидопсиса было выявлено 242 белка, из
которых не менее 40% составляли интегральные
мембранные белки. Функции 86 белков остава-
лись неизвестными [19]. Последующий прогресс
методических подходов позволил детектировать
1200–1300 белков в хлоропластах того же модель-
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ного растения, которые участвуют в реализации
фотосинтеза, метаболизма серы и азота, синтеза
аминокислот и жирных кислот, гормонов, вто-
ричных метаболитов, пигментов, витаминов и др.
Для некоторых из них удалось идентифицировать
локализацию – строма, мембрана тилакоидов
или люмен. Особого внимания заслуживают ис-
следования крупных функциональных белковых
комплексов в мембранах хлоропластов [20]. К их
числу можно отнести светособирающие ком-
плексы, белковые комплексы фотосистем, АТФ-
синтазу, а также сложно организованные транс-
портные системы.

Не менее тернистый путь был пройден при
изучении протеома ядер. Данные одной из пер-
вых работ, проанализировавшей ядра араби-
допсиса, указывали на наличие 200 белков, спе-
цифичных для этого органоида [21]. Более мас-
штабное исследование привело к идентификации
уже 663 белков, функциональная аннотация ко-
торых вызвала определенные затруднения [22].
Установлено, что в число 345 ядерных белков входят
белки транскрипционного аппарата, шапероны,
белки сигнальных систем и др. Особо подчерки-
вается многообразие ядерных фосфорилирован-
ных белков. В последние годы, как и в случае хло-
ропластов и митохондрий, особое внимание уде-
ляется протеомному анализу не только внешней и
внутренней мембран ядра, но и идентификации
трансмембранных белковых комплексов ядерной
оболочки, включая ядерную пору [23, 24].

Отдавая должное явным успехам в изучении
протеома мембран органоидов, окруженных
сложной двумембранной структурой, следует от-
метить, что работа с другими внутриклеточными,
так называемыми “легкими” мембранами, изна-
чально характеризовалась значительными слож-
ностями. Получение этих мембран основано на ис-
пользовании высокоскоростного центрифугирова-
ния. Первоначально для разделения плазмалеммы,
тонопласта, аппарата Гольджи, ЭПС использовали
различные градиенты плотности, приготовленные
с использованием сахарозы, сорбитола, перкола
и др. [25]. Однако в большинстве случаев такое
разделение не могло обеспечить полное отсут-
ствие загрязнения мембранных фракций друг
другом. Рассмотрение методических подходов не
входит в задачу данного обзора, однако отметим
следующее: специфичный метод очистки в насто-
ящее время разработан, пожалуй, только для по-
лучения плазмалеммы [26]. Метод двухфазного
разделения успешно применяется уже на протя-
жении более 30 лет. Он основан на использова-
нии двух несмешивающихся растворов полиэти-
ленгликоля и декстрана, концентрация которых
видо- и тканеспецифична. Некоторые подходы
были предложены и для получения тонопласта
[27–29], однако они не являются общепризнан-
ными и все еще требуют дальнейшего совершен-

ствования. После получения очищенной или
обогащенной той или иной мембранной фракци-
ей пробы, исследователи сталкиваются с еще не-
сколькими, не менее важными, проблемами. Они
обобщены в работе Ephritikhine с соавт. [30]. Мем-
бранные белки, в отличие от растворимых, плохо
разделяются с помощью двумерного электрофореза
в полиакриламидном геле (2D-PAGE) из-за физи-
ко-химической гетерогенности и значительной
гидрофобности. Многие гидрофобные белки не
растворяются в буфере для изоэлектрической фо-
кусировки и выпадают в осадок в их изоэлектри-
ческой точке. Кроме того, белки большинства
мембран отличаются низким содержанием, что
зачастую не позволяет их анализировать стан-
дартными методами протеомного анализа. Для
преодоления перечисленных трудностей исполь-
зуют дополнительные методы экстракции гидро-
фобных белков и последующий анализ с помо-
щью масс-спектрометрии.

Быстрое развитие технологических приемов
анализа протеома мембран и наличие надежного
подхода к выделению плазматической мембраны
(ПМ) интенсифицировало изучение протеома
именно этой мембраны. Интерес определило так-
же значение плазмалеммы как основного барьера
и важнейшего участника транспортной системы
клетки. Кроме того, ПМ участвует в рецепции
разнообразных химических и физических сигналов,
а также в передаче этих сигналов внутрь клетки,
тем самым запуская широкий спектр адаптаци-
онных и физиологических ответов на клеточном
уровне.

В первых работах с применением масс-спек-
трометрии в составе плазмалеммы клеток араби-
допсиса было идентифицировано около 100 белков,
большая часть которых не была обнаружена в более
ранних протеомных исследованиях [31]. Нанопо-
точная жидкостная хроматография, сопряженная с
масс-спектрометрией (nano-LC/MS/MS), позволи-
ла выявить во фракции плазмалеммы клеток ли-
стьев Arabidopsis thaliana уже 238 белков [32]. Более
100 из них были отнесены к белкам, содержащим
один и более трансмембранных доменов. Они были
связаны со следующими функциями: транспорт
через плазматическую мембрану и везикулярный
транспорт внутри клетки, сигнальная трансдук-
ция, ответные реакции на действие стрессоров.
Наряду с этим небольшое число белков было ра-
нее ассоциировано с другими клеточными ком-
партментами, что может указывать на некоторое
загрязнение фракции ПМ.

Исследования последних лет значительно рас-
ширили наши представления о различных груп-
пах белков плазмалеммы клеток арабидопсиса
[33]. Из-за ограниченности объема данного обзо-
ра мы не будем подробно рассматривать все анно-
тированные белки, а остановимся на основных
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группах. Белки ПM принято подразделять на три
основные категории в зависимости от типа мем-
бранной ассоциации: интегральные мембранные
белки (IMP), периферические мембранные белки
(PMP) и мембранные белки, заякоренные глико-
зилфосфатидилинозитолом (ГФИ). IMP имеют
один или несколько трансмембранных доменов.
На N-конце присутствует сигнальная последова-
тельность, обеспечивающая “доставку” белков в
плазмалемму через ЭПС и аппарат Гольджи. К этой
группе, в первую очередь, относятся системы пас-
сивного и активного транспорта ионов. Наиболее
многочисленными являются Н+-АТФаза и аквапо-
рин [34], а также разнообразные транспортеры
ионов, включая ионы тяжелых металлов, транс-
портеры органических молекул, в том числе гор-
монов, а также белки, выполняющие сигнальную
функцию (например, рецептор-подобные киназы
(RLK)). Периферические белки не имеют доста-
точного гидрофобного домена. Они взаимодей-
ствуют с плазмалеммой за счет нековалентных
белок-белковых взаимодействий или ковалент-
ных липидных модификаций в результате N-ми-
ристоилирования, S-пальмитирования или пре-
нилирования. К этой группе относят белки, регу-
лирующие везикулярный трафик, в том числе
растительные Rho (ROPs) и SNARE белки (Solu-
ble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment pro-
tein receptors) [9, 35]. Третья группа – белки, взаи-
модействующие с плазмалеммой за счет глико-
зилфосфатидилинозитола. Представляется, что
данная модификация белков происходит в аппа-
рате Гольджи. К этой группе, в основном, отно-
сятся ферменты, участвующие в формировании
клеточной стенки, включая β-1,3-глюконазы,
пектинэстеразы и полигалактуроназы [36]. Осо-
бого внимания заслуживают белки, входящие в со-
став микродоменов плазмалеммы. По липидному
составу микродомены (рафты, детергент-устойчи-
вые домены) обогащены сфинголипидами и стери-
нами, что создает более упорядоченные участки
по сравнению с окружающим слоем, образован-
ным преимущественно фосфолипидами [37]. Ли-
пидная составляющая рафтов будет рассмотрена
ниже. Обратимся к белкам, входящим в эти домены.
Ряд исследований позволил выявить маркерные
для рафтов белки. К ним относят КАТ1 (К+-канал),
PIP2;1 (аквапорин), PIN1, PIN2 и некоторые ABCB
(транспортеры ауксина), реморины (группа бел-
ков иммунного ответа) и др. [38]. Следует отме-
тить, что, несмотря на физико-химические свой-
ства этих доменов, по своему составу рафты все
же являются динамическими структурами, состав
которых сильно зависит от условий и изменяется
во времени. К сожалению, полностью предста-
вить соотношение различных по функциональ-
ной активности групп белков (транспортеров,
ферментов, рецепторов и др.) плазмалеммы до

сих пор достаточно сложно, так как все еще вели-
ка доля неохарактеризованных белков.

Протеомные исследования проводятся и для
других одномембранных органоидов. Первые ха-
рактерные белковые профили для вакуолярной
мембраны (тонопласта) были получены практи-
чески одновременно с таковыми для плазмалем-
мы, но авторы пришли к выводу, что загрязнение
мембранных препаратов было значительным.
Использование культуры клеток арабидопсиса и
последующее получение протопластов позволило
в значительной степени улучшить ситуацию [39].
Всего было выявлено 263 белка, из которых 46,
предположительно, имели по два трансмембран-
ных домена, остальные 177 имели один трансмем-
бранный домен или не имели его. По базе данных
были аннотированы 129 белков. В эту группу входи-
ли белки V-Н+-АТФазы, пирофосфатазы, транс-
портеры Zn+, Cd2+, сахарозы, аминокислот и др.
Функции 21 белка были связаны с системами де-
градации других белков. К сожалению, 34 белка
так и остались неохарактеризованными, а не-
большое число белков было аннотировано ранее
как компоненты других мембран. Более полная
характеристика протеома тонопласта культуры
клеток арабидопсиса была приведена в работе
Jaquinod с соавт. [40]. Согласно проведенному
анализу идентифицированные белки участвуют в
транспорте ионов и метаболитов (26%), стрессовых
реакциях (9%), передаче сигналов (7%) и метаболиз-
ме (6%), а также обеспечивают такие вакуолярные
функции, как гидролиз белков и сахаров.

Первые данные о протеоме аппарата Гольджи
были получены в 2000-х гг. [41]. Однако невоз-
можность корректно изолировать мембраны это-
го органоида ставит полученные в указанный пе-
риод результаты под некоторое сомнение. Тем не
менее, интерес к аппарату Гольджи очень велик,
особенно в связи с протекающими в этом органоиде
синтетическими процессами, обеспечивающими
строительство клеточной стенки растений. Относи-
тельно недавно был предложен новый подход: бы-
ли применены последовательно очистка в гради-
енте плотности, а затем метод разделения на ос-
нове поверхностного заряда [42]. Это позволило
получить мембранную фракцию достаточно вы-
сокой степени очистки. Последующий протеом-
ный анализ позволил идентифицировать 491 бе-
лок. К ним отнесены 64 белка, загрязняющих фрак-
ции митохондриальных мембран (28 белков), ЭПС
(15 белков) и цитоплазмы (14 белков), а также
шесть белков, ранее идентифицированных как
пластидные, ядерные и пероксисомные. Более
50 белков (56) функционально были отнесены к
системе белкового синтеза. Из оставшихся 371 бел-
ка 20% отнесены к биосинтезу полисахаридов
матрикса клеточной стенки, 12% – к транспорте-
рам, 12% – к трансферазам, еще 12% были связа-
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ны с секреторными процессами. Выявлена груп-
па белков (55 белков, 12%), свойственных другим
мембранам, но не являющихся показателем загряз-
нения мембран. К этой группе относятся, напри-
мер, целлюлозосинтаза и V-АТФаза. Предположи-
тельно, это “транзитные” белки аппарата Гольджи.

К сожалению, исследований, посвященных
протеомному анализу эндоплазматической сети,
очень мало. Тем не менее, 182 белка относят к этому
органоиду [41]. Тридцать из них остались неоха-
рактеризованными. Остальные белки участвуют в
фолдинге и модификации синтезируемых белков, а
также вовлечены в ряд метаболических процес-
сов. К белкам первой группы были отнесены два
гомолога Sec63, пять гомологов пептидаз, шапе-
роны BiP, HSP90, кальнексин, кальретикулин,
девять протеин-дисульфид-изомераз и пептидил-
пролил-изомераза. Были идентифицированы
белки комплекса олигосахарид-трансферазы (го-
мологи рибофорина I, рибофорин II, два гомолога
STT3, OST3, OST6, OST48 и DAD1), которые от-
вечают за перенос олигосахарида в процессе
N-связанного гликозилирования. В группу “мета-
болических” белков вошли 18 цитохромов Р450,
НАДФН-цитохром Р450-редуктаза, НАДН-цито-
хром b5-редуктаза, два белка цитохрома b5 и 11 бел-
ков, участвующих в метаболизме липидов. Следует
упомянуть еще одну группу белков, участвующих
в ионном гомеостазе ЭПС, включая представите-
лей семейства Ca2+-ATPаз, а также белки, опосре-
дующие обмен между ЭПС и аппаратом Гольджи
(AtSEC12, COPII, гомолог RHD3 и др.).

Развитие технологий секвенирования позво-
лило расширить протеомные исследования и на
другие растения, в том числе на злаки (рис, куку-
руза, овес и рожь) и двудольные растения (табак,
соя и др.). Были проанализированы различные
органы этих растений и полученные из них куль-
туры клеток [43]. Очень интересны результаты ра-
боты, в которой проведен сравнительный анализ
не только белковых профилей плазмалеммы овса
и ржи, но и белкового состава нанодоменов. С ис-
пользованием нано-LC-MS/MS-анализа было
идентифицировано 219 белков у овса и 213 белков
у ржи. При этом 56% в первом случае и 47% во
втором составили белки, специфичные для нано-
доменов овса и ржи, соответственно. Авторам
удалось достаточно подробно охарактеризовать
соотношение различных групп функционально
значимых белков в составе плазмалеммы/нано-
доменов разных представителей злаков [44].

Таким образом, увеличивается число исследо-
ваний, характеризующих белковые спектры мем-
бран растительных организмов, представляющих
интерес с точки зрения агропроизводства и био-
технологии. Наряду с этим имеются данные и о
белковых профилях мембран, на первый взгляд,
экзотических растений. Например, были иссле-

дованы белковые профили плазмалеммы и тоно-
пласта клеток листьев Avicennia officinalis, произ-
растающих в экваториальных мангровых болотах
Сингапура. Даже при условии несеквенирован-
ного генома было идентифицировано 254 белка
плазматической мембраны и 165 белков тоно-
пласта [45]. Несколько меньше белков удалось
выявить в протеоме плазмалеммы Menta arvensis –
122 белка, из которых лишь 21 был идентифици-
рован [46].

Интересные данные о тканеспецифичности
белковых спектров плазмалеммы получены на
растениях тополя [47]. Относительно большая
часть (42%) из 956 белков обнаружена в плазмати-
ческих мембранах клеток всех трех протестиро-
ванных тканей (паренхима листа, ксилема, кам-
бий/флоэма) и только 10–11% были уникальными
для конкретной ткани. Дальнейший анализ показал,
что 213 интегральных мембранных белков можно
разделить по функциям на “транспортеры”, “ре-
цепторы”, “клеточная стенка и метаболизм угле-
водов”, “перенос через мембрану”, “другие”,
“неизвестные” и “вероятные загрязнители”. Более
70% транспортеров самой большой группы инте-
гральных белков были детектированы в плазма-
лемме клеток листа, 32% – в мембранах всех трех
тканей и только 25% были обнаружены исключи-
тельно в плазматических мембранах клеток кси-
лемы и/или камбия/флоэмы. Удивительно, но
плазматические мембраны, выделенные из кам-
бия/флоэмы, имели самую высокую долю рецеп-
торов. Более 70% белков, участвующих в формиро-
вании клеточной стенки и метаболизме углеводов,
и все белки, участвующие в мембранном переносе,
были идентифицированы в плазматических мем-
бранах клеток ксилемы. Очень немногие белки бы-
ли общими между плазмалеммой мезофилла и дву-
мя другими тканями (2–4% от общего количества).
При этом в плазматической мембране клеток ксиле-
мы и камбия/флоэмы были идентифицированы
белки, не обнаруженные в плазматических мем-
бранах клеток листа (21% от общего количества).

Следует отметить еще одно исследование, в
котором проведено сравнение протеомов корней,
этиолированных и зеленых листьев, растущих ли-
стовых пластинок и цветков растений риса [48].
Наряду с 511 белками, встречающимися во всех
пяти анализируемых органах, каждый из органов
имел ряд специфичных белков: 270 – для корня;
132 – для этиолированного листа; 359 – для зеленого
листа; 146 – для развивающегося листа и 149 – для
цветка. Установлено, что плазмалемма корней
значительно отличалась по белковому профилю
от такового у листа, независимо от того, развивал-
ся ли он на свету или в темноте. Белковый состав
плазмалеммы клеток развивающейся листовой
пластинки был ближе к таковому у цветка, но не
зеленого листа. Особый интерес вызвали данные
о том, что ПМ корней обогащены белками-
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транспортерами по сравнению с плазмалеммой
клеток листа, а также то, что плазматическая
мембрана цветка отличалась большей насыщен-
ностью белков, сопряженных с сигнальной функ-
цией клетки по сравнению с протеомом плазма-
леммы клеток зеленого листа.

Таким образом, данные последнего десятиле-
тия указывают на специфичность белковых про-
филей и между тканями одного растения, и меж-
ду разными растениями, что на новом техноло-
гическом уровне указывает на функциональную
значимость белков в составе клеточных мем-
бран. Не вызывает сомнения, что интенсивное
развитие секвенирования, а также технологиче-
ских приемов выделения и детектирования мем-
бранных белков, лягут в основу дальнейшего
продолжения исследований в области протеома
мембранных органоидов.

ЛИПИДОМ РАСТИТЕЛЬНЫХ МЕМБРАН
Липидом мембран состоит преимущественно

из полярных липидов. Их амфифильная природа
позволяет им ассоциировать в двухслойную мем-
бранную структуру, а также выполнять множе-
ство других функций. Именно полярные липиды
составляют основу липидного бислоя. Массовое
соотношение липидов к белкам в мембране рас-
тительной клетки близко к 1:1, однако, если учи-
тывать не абсолютное содержание, а усредненные
молекулярные массы липидов и белков, то это со-
отношение будет варьировать в диапазоне от 50 : 1
до 100 : 1 [49]. Большинство мембранных липидов
представлено глицерофосфолипидами (ГФЛ), наи-
более распространенными из которых являются
фосфатидная кислота (ФК), фосфатидилхолин
(ФХ), фосфатидилэтаноламин (ФЭ), фосфати-
дилсерин (ФС), фосфатидилинозитол (ФИ), диа-
цилглицерол (ДАГ) и соответствующие им лизо-
формы. Реже, особенно во внутренних мембранах
клетки, встречаются фосфатидилглицерол (ФГ) и
дифосфатидилглицерол, или кардиолипин (ДФГ).
Последний служит маркерным липидом внутрен-
них мембран митохондрий, где он стабилизирует
белки электрон-транспортной цепи [50]. ФХ со-
ставляет около 50% мембранных фосфолипидов,
а вместе с ФЭ их доля увеличивается до 70–80%
[49]. Жирнокислотный состав ГФЛ включает
С16-С24 кислоты как насыщенного, так и нена-
сыщенного ряда с преобладанием С16 и С18 кис-
лот [51]. Отличительной особенностью липидома
растений является практически полное отсут-
ствие плазмалогенов – ГФЛ, у которых в первом
положении глицерина вместо остатка жирной
кислоты находится остаток спирта с длинной
алифатической цепью, связанный простой эфир-
ной связью. Плазмалогены широко распростра-
нены у животных, как среди беспозвоночных, так
и позвоночных, включая и человека [14].

Ещё одной характерной чертой липидома рас-
тений является присутствие особой группы гли-
церогликолипидов (ГГЛ) – галактолипидов. Эти
липиды образуют мембрану пластид и представлены
моногалактозилдиацилглицеролом (МГДГ), ди-
галактозилдиацилглицеролом (ДГДГ), сульфохи-
новозилдиацилглицеролом (сульфолипид, СХДГ)
[52], а также глюкуронозилдиацилглицеролом (ГДГ)
[53]. Помимо высших растений эти липиды обнару-
жены в разнообразных эукариотических водорослях
и оксифотобактериях [14]. В жирнокислотном ком-
поненте галактолипидов растений доминируют
С16:0, С16:3 и С18:3 кислоты [54].

Сфинголипиды (СФЛ) – важнейшая группа
полярных липидов, которые могут составлять до
10% от общего уровня липидов в растениях [51].
Эта группа липидов длительное время оставалась
слабоизученной, что связано с трудностями экс-
тракции и последующего анализа [11, 13, 55]. СФЛ
являются производными длинноцепочечных али-
фатических сфингоидных оснований (амино-
спиртов). Сфинголипиды растений отличаются
значительным разнообразием сфингоидных ос-
нований. Помимо сфингозина и сфинганина,
наиболее характерных для животных, у растений
обнаруживается фитосфингозин и другие произ-
водные, различающиеся по наличию, количеству
и изомерии двойных связей, а также числу гид-
роксигрупп [49, 56]. Жирнокислотная компонента,
прикрепляющаяся к сфингоидному основанию
амидной связью, представлена С14-С26 кислота-
ми, преимущественно длинноцепочечными, на-
сыщенными и часто гидроксилированными в
α-положении [49, 56]. Преобладает насыщенная
α-гидрокси-С24 (α-гидрокси-лигноцериновая)
кислота [56]. Помимо сфингоидных оснований к
ключевым группам растительных СФЛ относятся
церамиды, глюкозилцерамиды (гликосфинголи-
пиды) и гликозилинозитолфосфоцерамиды (фос-
фосфинголипиды). В клетках листьев араби-
допсиса на их долю приходится по 0.5, 2, 34 и 64%
от общего содержания СФЛ, соответственно [51].
Сфингомиелин, главный сфинголипид живот-
ных, у растений не встречается.

Еще одна важнейшая группа мембранных ли-
пидов представлена стеринами, которые относятся
к производным изопрена. Характерной особен-
ностью мембран растений является многообразие
фитостеринов – более 200 видов [57]. Так, из про-
ростков кукурузы выделено более 60 индивиду-
альных стеринов и пентациклических тритерпенов
[51]. Главными стеринами в липидоме высших рас-
тений являются β-ситостерин, кампестерин и
стигмастерин. В клетках арабидопсиса накапли-
вается до 64, 11 и 6% этих стеринов, соответствен-
но [57]. Весьма любопытно, что растения могут
синтезировать и холестерин, содержание которо-
го может достигать 10–20% от общего уровня стери-
нов, особенно в мембранах клеток корней злаков
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[57]. Чаще всего фитостерины находятся в мембра-
нах в свободном виде, однако они могут быть гли-
козилированы глюкозой, маннозой, ксилозой
или галактозой с образованием стерилгликозидов,
которые, в свою очередь, могут быть ацилированы
С16-C18 кислотами [49, 51, 57]. Эфиры стеринов с
жирными кислотами также можно обнаружить в
растениях, но они редко входят в состав мембран
(как у цветной капусты), а обнаруживаются пре-
имущественно в липидных каплях наряду с триа-
цилглицеридами и другими неполярными липи-
дами [49].

Липидный состав клеточных мембран зависит
от типа клеток, возраста, стадии развития и дей-
ствия факторов окружающей среды. Большое зна-
чение имеет видовая принадлежность, хотя даже у
представителей одного вида возможны значи-
тельные количественные отличия [58]. Липидом
мембран лучше всего изучен у плазматической
мембраны и двумембранных органоидов. В фото-
синтезирующих клетках растений около 70–80%
мембранных липидов приходится на долю хлоро-
пластов, при этом 80–90% полярных липидов
пластид содержатся во внутренней мембране,
преимущественно в мембране тилакоидов [12, 58].

Мембраны пластидной оболочки не содержат
хлорофилла, состоят из глицеролипидов (80%) и
свободных стеринов (до 1%). В наружной мембране
пластиды на долю ГФЛ приходится 35–50%, пре-
обладает ФХ (30–35%, в основном, в наружном
монослое) и ФГ (10%), ГГЛ содержится до 50–60%
(ДГДГ – до 30%, МГДГ – до17% и СХДГ 6%).
Внутренняя мембрана пластидной оболочки со-
стоит преимущественно из ГГЛ (85–90%, с пре-
обладанием МГДГ, 50–55%). Содержание ГФЛ
не превышает 15%, лидирует ФГ (до 10%) [52, 58].
Тилакоидная мембрана также образована в ос-
новном из ГГЛ и имеет асимметричное строение:
внешний монослой обогащён МГДГ и ФГ, а
ДГДГ и СХДГ локализованы преимущественно
во внутреннем слое, обращённом в сторону граны
[12, 58]. Следует уточнить, что МГДГ не способны
самостоятельно образовывать бислой. Тем не ме-
нее, роль МГДГ трудно переоценить, т.к. соотно-
шение МГДГ к ДГДГ определяет формирование
бислоя, взаимодействие липидов с белками, а так-
же межбелковые взаимодействия в тилакоидных
мембранах. Примером последнего может служить
энергетическое взаимодействие между светосо-
бирающим комплексом и ФС II. Еще одно значе-
ние МГДГ заключается во взаимодействии с пиг-
ментами виолоксантинового цикла, выполняю-
щими защиту от фотоокисления [59]. ФЭ и ФС
полностью отсутствуют в пластидах [58]. Галактоли-
пиды пластид в условиях фосфорного голодания
могут замещать фосфолипиды в других мембранах
клетки и появляться в плазмалемме, тонопласте
[51], ЭПС и мембранах митохондрий [54]. Глав-
ным замещающим ГГЛ является ДГДГ, который

в цитозольном монослое плазмалеммы может до-
стигать до 1/3 всех липидов при дефиците фосфа-
та, тогда как в наружном монослое фосфолипиды
замещаются ацилированными стерилгликозида-
ми [49, 60].

Более 80% липидов мембран митохондрий
приходится на долю ГФЛ. Содержание свободных
стеринов достигает 12%, а их гликозидов 1–2% [58].
Главными ГФЛ наружной мембраны митохон-
дрии являются ФХ (до 60%), ФЭ (25–30%) и ФИ
(15–25%). Внутренняя мембрана также содержит
ФХ, ФЭ (по 40%) и ДФГ (10–15%) [58, 61]. ДФГ
специфичен для внутренней мембраны митохон-
дрии. Его доля в других внутриклеточных мембра-
нах (внешние мембраны митохондрий и пластид,
мембрана пероксисом, микросомальная фрак-
ция) не превышает 2–3%, а в тонопласте ДФГ не
детектируется совсем [61, 62]. ФС также не обна-
руживается в митохондриях у растений [58, 61]. В
составе ГФЛ митохондриальных мембран преоб-
ладают остатки жирных кислот с длиной цепи
С16:0, С18:2 и С18:3 [54]. Такое своеобразие ли-
пидного спектра в мембранах митохондрий может
быть обусловлено тем, что митохондрии являются
полуавтономными органоидами в отношении
биосинтеза липидов. ГГЛ они получают от пла-
стид, ДАГ и ГФЛ от ЭПС, и далее синтезируют
собственные ФГ и ДФГ [54, 63]. Кроме того, ми-
тохондрии обладают собственным биосинтезом
жирных кислот, который отличается от пластид-
ного и начинается с малоната [54].

Теперь рассмотрим данные о липидоме одно-
мемранных органоидов. Наибольшим разнооб-
разием липидов, принимающих участие в ее фор-
мировании, отличается мембрана ЭПС. В ее составе
представлены ГФЛ (более 80%), среди которых до-
минируют ФХ (35–65%), ФЭ (10–25%) и ФИ (3–
18%). Присутствуют стерины (3–14% свободных
и 1–4% связанных, стерилгликозидов и ацилсте-
рилгликозидов), а также сфинголипиды (2–8%,
главным образом, глюкозилцерамиды) [58, 64].
Характерной особенностью мембраны ЭПС яв-
ляется относительно большое содержание ФК
(0.5–7%) и лизофосфолипидов (0.8–1.7%), что
связано с биосинтетической и транспортной ро-
лью этого органоида в обеспечении липидного
обмена клетки [64]. Кроме того, ЭПС содержит
до 0.5–4% липидов, характерных для мембран
пластид (МГДГ, ДГДГ) и митохондрий (ДФГ)
[58]. Такое многообразие, возможно, обусловле-
но ролью ЭПС в синтезе липидов.

Подробное рассмотрение биосинтеза липидов
выходит за рамки настоящего обзора. Однако за-
метим, что синтез жирных кислот протекает в
пластидах, где синтезируются С16-С18 кислоты.
Далее они транспортируются в мембрану ЭПС
или вступают в прокариотический путь непосред-
ственно во внутренней мембране пластиды, где
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синтезируются ГГЛ и ГФЛ пластид [54]. Мем-
браны ЭПС являются основным местом биоге-
неза липидов в растительной клетке: здесь осу-
ществляется эукариотический путь биосинтеза
ГФЛ, удлиняются жирные кислоты, синтезиру-
ются триациглицериды, стерины, сфингоидные
основания, церамиды и глюкозилцерамиды [54,
56, 58]. Инозитолфосфоцерамиды, гликозили-
нозитолфосфоцерамиды и сложные сфинголи-
пиды с длинной олигосахаридной головой син-
тезируются в аппарате Гольджи [65].

Глиоксиосомы – органоиды, специализиро-
ванные для катаболизма липидов, поэтому их
мембраны кроме ГФЛ (25–50%, преобладают
ФХ, ФЭ, ФГ и ФИ) содержат большое количество
свободных жирных кислот (до 30–40%) [58]. Счи-
тается, что сами глиоксисомы фосфолипиды не
синтезируют, а получают их из ЭПС [12, 58].

Тонопласт, или вакуолярная мембрана, состоит
из ГФЛ (40–60%), свободных стеринов (5–20%),
связанных стеринов (10–25%) и гликосфинголи-
пидов (10–20%) [27, 58, 62]. ФХ (30–50%) и ФЭ
(24–50%) доминируют среди ГФЛ. Третья по чис-
ленности группа ГФЛ представлена ФИ (7–15%),
которые чрезвычайно важны для биогенеза ваку-
олей [62]. В составе липидов тонопласта преобла-
дают остатки С16:0, С18:1 и С18:2 жирных кислот
[27]. В вакуолярной мембране обнаружены ли-
пид-белковые микродомены (рафты), обогащён-
ные сфинголипидами и стеринами [27]. Именно в
этих рафтах преимущественно локализована H+-
АТФаза V-типа [66]. Также как и в других внут-
ренних мембранах, в тонопласте присутствуют
пластидные ГГЛ (1–15%) [27, 58, 62].

Плазматическая мембрана также отличается
разнообразием составляющих ее липидов. Неотъ-
емлемой чертой ПМ растений является наиболь-
шее содержание сфинголипидов и стеринов по
сравнению с внутриклеточными мембранами, а
также значительная вариабельность соотноше-
ния между ГФЛ и другими мембранными липи-
дами в зависимости от типа клеток, органной и
систематической принадлежности [49, 57]. ГФЛ
составляют 30–50%, СФЛ – 5–40% и стерины –
20–50% от общего пула мембранных липидов ПМ
[49, 58]. Среди ГФЛ, как и в других мембранах,
преобладают ФХ (25–45%), ФЭ (30–40%).
Остальные ГФЛ представлены ФС (3–12%), ФГ
(2–15%), ФИ (2–11%) и ФК (0–20%) [49, 58, 61].
ПМ содержит максимальное количество ФС сре-
ди мембран растительной клетки, особенно у лу-
ка-порея. Также в ПМ содержится минорная
фракция производных ФИ, полифосфоинозити-
ды или фосфатидилинозитол-фосфаты, которые
участвуют в трансдукции сигналов, будучи пред-
шественниками инозитолфосфатов [51]. В плаз-
малемме детектируется небольшое содержание
ГГЛ пластид (0–2%) [58]. ГФЛ ПМ клеток побега

преимущественно ацилированы С16:0, С18:2 и
С18:3 кислотами, но также в них встречаются
остатки моно-, ди- и триеновых жирных кислот с
длиной цепи С20–С22 [49, 54]. В фосфолипидах
ПМ клеток корней преобладают остатки С16:0 и
С18:2 кислот [49], причем содержание насыщен-
ных ацилов равно или вдвое меньше содержания
ненасыщенных и в корнях, и в побегах. Весьма
интересно, что ФИ, как и большинство других
ГФЛ, этерифицирован преимущественно полие-
новыми жирными кислотами (50–70%), а жирно-
кислотный состав полифосфоинозитидов отли-
чается большей насыщенностью (10–20%) [67].

Сфинголипиды плазмалеммы представлены
гликозилинозитолфосфоцерамидами (25–30% от
общего уровня липидов ПМ) и глюкозилцерами-
дами (2–3%) [68]. Стерины ПМ представлены в
первую очередь свободными формами (70–80%
от уровня стеринов). Из конъюгированных стери-
нов ацилстерилгликозиды преобладают в ПМ кле-
ток листа [49, 68]. Именно сфинголипиды и стерины
ПМ участвуют в формировании липид-белковых
рафтов. Их содержание в рафтах достигает 70 и 20%,
соответственно, тогда как доля глицеролипидов не
превышает 10%, а их жирнокислотный компонент
представлен преимущественно насыщенными
радикалами [68]. Одна молекула сфинголипида
взаимодействует с тремя молекулами стигмасте-
рина, формируя стабильный комплекс, который
используется для построения рафта [51].

Следует отметить еще одну особенность в ор-
ганизации ПМ – различия в составе внешнего и
внутреннего слоев. Внешний слой обогащен ФХ,
СФЛ и стеринами, а ФС, ФИ, включая полифос-
фоинозитиды, и ДГДГ встречаются в ПМ только
во внутреннем слое [60, 68]. Асимметрия мембра-
ны свойственна не только плазмалемме, но и ап-
парату Гольджи, а в ЭПС она не обнаружена.
Причины возникновения такого неравенства по-
ка не выяснены. Изучение этого процесса во мно-
гом осложнено высокой скоростью флип-флоп
перемещения липидов в мембране [69]. Одна из
особенностей цитоплазматического (внутренне-
го) слоя ПМ состоит в ее негативном заряде (см.
[51]). Отрицательно заряженные фосфолипиды, в
первую очередь полифосфоинозитиды, создают
электрический градиент, который может направ-
лять процессы эндоцитоза. Электростатические
свойства приобретают сигнальную функцию, т.к.
могут определять полярность расположения в
плазмалемме целого ряда белков, например, регу-
лятора полярного транспорта фитогормона аук-
сина (PINOID), белковых компонентов рецептора
барассиностероидов и др. Наличие отрицатель-
ного заряда и градиент рН между слоями плазма-
леммы могут играть роль и в формировании особо
организованных доменов – рафтов. Рафты также
устроены асимметрично. Наружный слой рафта
обогащен стеринами и гликозилинозитолфосфо-
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церамидами с длинными три- гептагликозидными
головами, а внутренний содержит больше ГФЛ,
включая основную массу полифосфоинозитидов
ПМ [37, 68].

Интересные результаты получены при изуче-
нии липидома клеточной мембраны в области
плазмадесм [70]. ПМ плазмадесмы была обогаще-
на стеринами и сфинголипидами с длинноцепо-
чечными жирными кислотами, а ГФЛ из этой мем-
браны были ацилированы менее ненасыщенными,
чем в остальной ПМ, жирнокислотными радика-
лами. Таким образом, состав клеточной мембраны
плазмадесмы сходен по своему составу с липид-
ным рафтом.

Показано, что липиды в мембранах могут су-
ществовать в различных фазовых состояниях,
которые зависят от структуры самого липида и
от окружения. Липидомные исследования, про-
веденные на эукариотических клетках животных
свидетельствуют, что липид-липидные и липид-
белковые взаимодействия играют огромную роль
в определении функциональной активности мем-
бран, определяют активность ассоциированных
ферментов и транспортеров. Фазовое состояние
липидов может определять латеральную гетеро-
генность мембранных слоев. Липид-липидное вза-
имодействие фосфолипидов и стеринов является
основой образования рафтов, которые изначально
были ассоциированы с котранспортом мембранных
белков и сфинголипидов из транс-доменов аппарата
Гольджи к плазмалемме [69]. Липидный состав
рафтов определяется уже в аппарате Гольджи.
Там же в этот липидный домен встраиваются со-
ответствующие белки. Гидрофобные взаимодей-
ствия между липидами и соответствующими доме-
нами белков рассматриваются в качестве главной
“движущей” силы самоорганизации этих доменов.
Данные последних исследований показывают, что
конформационные изменения трансмембранных
белков (структура трансмембранных доменов,
длина и фолдинг цитоплазматических доменов)
имеют значение для последующей организации
рафта и его доставки к плазмалемме. Тем самым,
в составе фосфолипидного матрикса формируются
функциональные домены. Для изучения состава
рафтов используют различные детергенты, поэтому
рафты еще называют детергент-устойчивыми до-
менами. Размеры рафтов также в значительной
степени варьируют (от микро- до нанометрового
диапазона), что удалось показать с применением
микроскопии высокой степени разрешения [69].
Достаточно долгое время считалось, что именно
липиды являются рафтообразующим компонен-
том. Однако последние данные указывают, что
роль белков, входящих в состав рафтов, не столь
пассивна. Например, толщина липидного слоя
может определяться длиной гидрофобного домена
белка. Кроме того, увеличение числа трансмем-
бранных белковых доменов приводит к увеличе-

нию сродства стеринов к данному участку фосфо-
липидного бислоя. Показано, что существуют
маркерные для рафтов белки. Примером таких
белков являются реморины (RЕМ) [71]. Они ко-
дируются мультигенным семейством, состоящим
из шести групп. Значение белков этой группы
многообразно. Очевидно, что RЕМ участвуют во
взаимодействии фитогормонов, в развитии клу-
беньков, замедлении развития патогенной инфек-
ции, формировании плазмадесм и т.д. В контексте
данного обзора нас будет интересовать группа одна
REM, в составе которой имеется домен, получив-
ший название REM-CA (REM C-terminal Anchor).
Использование мутантов по этому белку позво-
лило доказать его необходимость в организации
рафтов (нанодоменов размером 100 нм) в составе
плазмалеммы клеток листьев табака. Продемон-
стрировано, что REM-CA обеспечивает ассоциа-
цию белка с внутренним слоем плазмалеммы.
Показано изменение конформации REM-CA до-
мена в присутствии стеринов и фосфатидилино-
зитол-4-фосфатов (ФИФ). Предполагается, что
наличие высоконасыщенных ацильных групп в
составе последних (30–60%) обеспечивает пре-
имущественное взаимодействие со стеринами, а,
следовательно, рассматривается в качестве “дви-
жущей силы” образования нанодоменов во внут-
реннем слое плазмалеммы [71].

Представленные данные свидетельствуют о
большом разнообразии липидов в составе мем-
бран эукариотических растительных клеток,
обеспечивающимся работой ферментов, в коди-
ровании которых задействовано не менее 5% ге-
нома [72].

ДИНАМИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ
В ПРОТЕОМНЫХ И ЛИПИДОМНЫХ 

ПРОФИЛЯХ

Приведенные выше данные однозначно сви-
детельствуют о широком разнообразии белкового
и липидного состава мембран растительной клет-
ки. Общепринятым является заключение о том,
что эти различия определяют структуру и, глав-
ное, функцию каждой из клеточных мембран. Ряд
данных указывает на то, что мембраны клеток яв-
ляются очень динамичными структурами. В связи с
этим, особый интерес представляют анализ изме-
нения белковых и липидных профилей мембранных
органоидов при действии различных стрессовых
факторов или в процессе развития. Остановимся на
изменениях, происходящих в одномембранных ор-
ганоидах, сведения о которых немногочисленны
и не систематизированы.
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ИЗМЕНЕНИЕ ПРОТЕОМОВ МЕМБРАН 
ПРИ ДЕЙСТВИИ СТРЕССОВЫХ ФАКТОРОВ 

И В ХОДЕ РАЗВИТИЯ

Рассмотрим исследования последних лет, в
которых убедительно показаны изменения, де-
тектируемые в белковых профилях при действии
таких абиотических стрессовых факторов, как
повышение концентрации солей, в том числе тя-
желых металлов, снижение интенсивности вод-
ного режима, повышение и понижение темпера-
туры и др. Сдвиги в составе протеома мембран
были установлены и при взаимодействии высших
растений с симбиотическими и патогенными
микроорганизмами. Чаще всего данные исследо-
вания были сфокусированы на анализе ПМ рас-
тительных клеток.

Эффект засоления на растения риса приводил
к появлению в составе плазмалеммы 8 [73] или 18
белков [74], что свидетельствует о протекании
стресс-индуцируемых изменений. В более позд-
нем исследовании, проведенном на ПМ клеток
корней овса двух сортов, различающихся по
устойчивости к засолению, было показано, что в
белковых профилях плазмалеммы было иденти-
фицировано 479 белков [75]. Для 438 из них было
предсказано наличие одного или более транс-
мембранных доменов. Предположительно эти
белки могли участвовать в выполнении следующих
функций: первичный и вторичный метаболизм,
энергетический обмен, трансмембранный и вези-
кулярный транспорт, структурные, защитные,
сигнальные и др. Последующий анализ позволил
выявить, что содержание 182 белков значительно
изменялось, и, на основании характера этих из-
менений, было выделено пять кластеров. Наи-
больший интерес вызвал пятый кластер, насчи-
тывающий 24 белка, отличавшихся наиболее
сильным стресс-индуцируемым накоплением у
более устойчивого к засолению сорта. Функцио-
нально эти белки могут выполнять метаболическую,
энергетическую, запасающую и транспортную
функции. Трем белкам этой группы, отвечающим за
связывание стеринов или синтез фосфолипидов,
было уделено особое внимание. Авторы доказали
участие этих белков в регуляции развития корня и
повышении устойчивости при действии засоления.

Ряд изменений в белковом профиле ПМ был
отмечен при действии пониженных температур
(см. обзор [76]). В экспериментах с растениями
арабидопсиса было выявлено 38 белков, включая
белки “раннего” ответа на дегидрирование (ERD10
и ERD14) и растительный синаптотагмин 1 (SYT1),
предположительно участвующий в репарации мем-
браны после холодового повреждения. Определен-
ные изменения, вызванные понижением темпера-
туры, были показаны и в составе микродоменов
плазмалеммы. Эти изменения затрагивали Р-тип
АТФаз, аквапорины, тубулины и белки, связан-

ные с клатрин-зависимым эндоцитозом. Послед-
нее может свидетельствовать об активных “заме-
нах” в составе плазмалеммы.

Особого внимания заслуживает исследование
динамических изменений, происходящих в бел-
ковых профилях ПМ клеток листьев арабидопсиса,
вызванных не только краткосрочным заморажи-
ванием (–2°С) после различной по длительности
акклимации, но и последующим возвращением к
исходным температурным условиям (23°С – де-
акклимация) [77]. Обработка низкими темпера-
турами приводила к накоплению 90 белков и
уменьшению 200 белков в составе плазмалеммы.
Последнее соответствует общему снижению ро-
стовой и метаболической активности клеток при
понижении температуры. В числе стресс-индуци-
рованных белков выделяли три функционально
значимые группы: транспортеры, белки метабо-
лизма и белки, связанные с поддержанием струк-
туры. Остальные были отнесены к четвертой не-
идентифицированной группе. Следует заметить,
что максимальные изменения белковых профи-
лей достигались за разные временные интервалы
от начала акклимации, что свидетельствовало о
сложных путях достижения адаптации к холодо-
вому стрессу. Было показано, что абсолютное
большинство динамически изменяющихся бел-
ков возвращалось к исходному уровню в ходе де-
акклимации.

Еще один повреждающий фактор – это затоп-
ление, приводящее к изменению газового состава
среды, а главное – к снижению доступности кис-
лорода для корневой системы. На проростках сои
анализ протеомов субклеточных мембран выявил
белки, число которых меняется при недостатке
кислорода [78]. Отмечая важность плазматиче-
ской мембраны в адаптации растений к недостат-
ку кислорода, ее участия в регуляции цитоплаз-
матического рН и уровня Са2+, а также тесную
связь с процессами, происходящими в клеточной
стенке, проведенное исследование выявило роль
изменения таких белков, как аквапорины, белки
теплового шока 70, ряд белков ионного гомеоста-
за и сигнальных систем. Авторы привели пример
изменений, происходивших с протестированны-
ми 117 или 212 белками (в зависимости от способа
выделения) мембран эндоплазматической сети.
Было высказано предположение о том, что затоп-
ление преимущественно регулирует синтез и гли-
козилирование белков ЭПС клеток корней сои.
Однако эти данные, по-видимому, требуют даль-
нейшего анализа [78].

Наряду с абиотическими факторами на белко-
вый профиль клеточных мембран могут оказы-
вать влияние и биотические воздействия. Напри-
мер, при развитии заражения, вызванного фитопа-
тогенным грибом Alternaria alternate, в протеоме
плазмалеммы мяты наблюдались изменения в со-
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держании 21 белка. Они были подразделены на
функциональные группы: белки, участвующие в
защитных реакциях, ассоциированные с углевод-
ным и энергетическим обменом, а также обеспе-
чивающие транспортные процессы [46].

Пожалуй, самое масштабное исследование ди-
намических изменений, лежащих в основе фито-
иммунитета, было проведено на плазмалемме
клеток арабидопсиса [79]. Всего было идентифи-
цировано 2300 белков. Проведенный анализ по-
казал, что 20% белков, аккумулирующихся при
активации рецептора RPS2 растительно-бактери-
ального взаимодействия, включали в себя белки
плазмалеммы, участвующие в кальциевом и липид-
ном сигналинге, мембранном транспорте, пер-
вичном и вторичном метаболизме, везикулярном
транспорте, редокс-гомеостазе, фосфорилирова-
нии и др. [79].

Не менее значимые изменения выявлены и
при взаимодействии люцерны усеченной и гри-
бом арбускулярной микоризы. Недавно было
проведено первое крупное сравнение белковых
профилей плазмалеммы клеток корней микори-
зованных и немикоризованных растений [80]. В
ходе микоризации выявлено динамическое изме-
нение содержания 82 белков. Треть этих белков
была ассоциирована с детергент-устойчивыми
микродоменами плазмалеммы. Функционально
ряд этих белков связан с углеводным и липидным
обменом, а также участвует в реализации обмен-
ных процессов между растением-хозяином и
симбиотическим микоризным грибом.

Хорошо известно, что бобовые растения всту-
пают в тесные симбиотические отношения с азо-
тофиксирующими бактериями. Анализ изменений
в белковых профилях плазмалеммы были прове-
дены на модельном растении – Lotus japonicus
[81]. Анализ перибактероидной мембраны пока-
зал наличие 94 идентифицированных белков. К
их числу относится большая группа транспорте-
ров сахаров, пептидов, серы и др., аквапорины,
несколько рецептор-подобных киназ, ряд белков,
участвующих в защитных реакциях и др. Полу-
ченные данные свидетельствуют об измене-
нии/усилении обменных и сигнальных процессов
при формировании азотофиксирующего симбиоза,
что отражается в динамических изменениях бел-
ковых профилей перибактероидной мембраны.

Рассмотрим теперь, что известно об изменении
протеома мембран в ходе развития. К сожалению,
исследования в этой области очень малочисленны.
Неотъемлемым этапом жизненного цикла боль-
шинства растительных клеток является уникаль-
ный процесс роста растяжением. Его можно рас-
сматривать как этап дифференциации клеток, в
ходе которого длина клетки увеличивается мно-
гократно. У высших растений длина клеток ко-
леблется в среднем между 10 и 100 мкм, однако

может достигать и нескольких сантиметров. Одним
из классических модельных объектов изучения
роста растяжением являются колеоптили злако-
вых. В связи с этим большой интерес представляет
собой сравнительное исследование микросо-
мального и цитоплазматического протеомов кле-
ток колеоптилей ржи [82]. Работа проведена на
третьи сутки развития, когда колеоптили интен-
сивно росли, и на четвертые сутки, когда ко-
леоптиль прорывался настоящим листом и его
рост резко (на 70%) останавливался. Белки разделя-
ли методом двумерного дифференциального гель
элекрофореза (2-D DIGE) с последующей иден-
тификацией состава изменяющихся пятен с помо-
щью обращенно-фазовой жидкостной хроматогра-
фии, сопряженной с тандемной масс-спектромет-
рией (LC-MS/MS). Число белков микросомальной
фракции резко снижалось при утрате способно-
сти к росту. Отсутствие соответствующей базы
данных для белков растений ржи позволило
идентифицировать только восемь динамически
изменяющихся белков, в число которых вошла Е
субъединица вакуолярной Н+-АТФазы.

Еще один модельный орган для изучения ро-
стовых процессов – корень. Хорошо известно,
что в корнях можно выявить несколько зон, отли-
чающихся по своим функциям и способности к
росту. Зона растяжения первичных корней про-
ростков кукурузы послужила моделью для иссле-
дований протеома клеточной стенки [83, 84] и
микросомальной фракции, обогащенной плазма-
леммой [85] в процессе роста. Были использованы
четыре зоны корней, включая зону интенсивного
роста, примыкающую к меристеме [85]. Перед масс-
спектрометрическим исследованием белки полу-
ченной фракции разделяли на SDS-PAGE с по-
следующим ферментативным расщеплением их до
пептидов в геле. Количественную оценку измене-
ния белкового состава проводили по результатам
масс-спектрометрии (LC-MS/MS). Для большей
части проанализированных белков, 83% (574 белка),
количественных различий между исследованными
зонами выявлено не было. Для остальных белков
было отмечено нелинейное изменение, которое
могло включать в себя и полное отсутствие белка
в той или иной исследованной зоне. В качестве
примера белков, последовательно увеличиваю-
щих свое присутствие во фракциях с удалением от
кончика корня, можно привести целлюлозосин-
тазу и аквапорины. Было установлено, что зона
растяжения характеризовалась наибольшим чис-
лом “уникальных” белков, которые не встреча-
лись в других зонах корня. Число их достигало 36.
К сожалению, идентифицировать белки, имею-
щие более сложную динамику, не представилось
возможным в связи с отсутствием секвенирован-
ного генома кукурузы.

Рассмотрим результаты еще одного уникального
исследования, проведенного на клетках суспензи-
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онной культуры арабидопсиса Т87 [86]. Авторы
впервые анализировали изменения протеома плаз-
малеммы клеток на разных стадиях развития (lag,
log и стационарной фазах) суспензионной куль-
туры и выявили различную динамику белковых
профилей при действии стрессового фактора.
Показано, что содержание 392 белков изменялось
в плазмалемме клеток во время роста. Они были
разделены на различные функциональные группы,
что свидетельствует об изменениях физиологиче-
ской активности ПМ в зависимости от фазы роста.
Так, ряд аквапоринов (PIP2-1 и PIP2-5) накаплива-
лись при переходе от логарифмической к стацио-
нарной фазе. Сходная динамика была установлена
для шести представителей PHT1 – высокоспеци-
фичных фосфатных транспортеров плазмалеммы.
Разнонаправленными были тренды изменения
состояния Р-типа H+-АТФаз 1, 2, 3, 6 и 7, но не
VHA-A в ходе развития суспензионной культуры.
Отмечено, что из представителей ABC-перенос-
чиков содержание пяти белков уменьшалось, а
двух – увеличивалось во время log фазы роста. Авто-
ры предположили, что паттерны изменения количе-
ства этих белков обусловлены тем, что активность
везикулярной секреции (экзоцитоз и эндоцитоз) из-
меняется: усиливается в ходе логарифмической фа-
зы, но снижается во время стационарной фазы. На-
ряду с выявлением динамики белков на разных эта-
пах развития, авторы своей целью ставили анализ
изменения протеомных профилей под воздей-
ствием холода и/или обработки АБК. Оказалось,
что эффект обоих воздействий значительно отли-
чался в зависимости от фазы роста. Количество
холодо- и АБК-чувствительных белков уменьша-
лось во время логарифмической фазы роста. По-
лученные данные указывают на сложность регу-
ляторных процессов, протекающих не только в
клетке в целом, но и на уровне плазмалеммы.

Интенсивное увеличение длины клеток воз-
можно и в результате апикального роста, приме-
ром которого может служить рост пыльцевой
трубки. В экспериментах, проведенных на пыльце
Lilium longiflorum, анализировали белковые про-
фили микросомальной фракции, разделенной на
пять субмембранных/органелльных фракций, в
начале прорастания и через 10, 30, 60 и 240 мин
дальнейшего роста пыльцы [87]. С помощью
LC-MS/MS анализа было идентифицировано
270 белков. Показано увеличение белков, связан-
ных с цитоскелетом, углеводным метаболизмом,
энергетическим обменом и ионным транспортом
на самых ранних этапах (10–30 мин). Наряду с
этим уровень белков, относящихся к мембранно-
му/ белковому транспорту, сигнальной трансдук-
ции, адаптивному ответу на стрессовое воздей-
ствие, существенно снижался. Показано, что белки,
участвующие в синтезе аминокислот, липидов/сте-
ринов, биосинтезе клеточной стенки, транспорте
питательных веществ и др., были представлены в со-

ответствующих профилях независимо от этапа раз-
вития пыльцы. Тем самым, получены данные об из-
менении протеомов плазмалеммы и ряда других эн-
домембран в ходе прорастания пыльцевого зерна и
формирования пыльцевой трубки.

Не вызывает сомнения, что плазмалемма кле-
ток прорастающей пыльцы играет огромную роль
в межклеточном взаимодействии пыльцы и пе-
стика растений риса [88]. В ходе роста пыльцевой
трубки интенсивно протекают обменные процессы
на апикальном конце трубки. Проведенный про-
теомный анализ позволил выявить 1121 ассоции-
рованный с ПМ белок. Для 192 белков отмечено
изменение содержания: 119 его увеличивают, а 73 –
уменьшают. Эти белки были отнесены к несколь-
ким функциональным группам, в том числе, к
сигнальным системам (в первую очередь, рецеп-
тор-подобным киназам) и транспортным системам,
участвующим в обменных процессах между пыль-
цой и пестиком.

Еще один важнейший процесс, протекающий
в растительных организмах, который можно рас-
сматривать как этап развития – это созревание пло-
дов. Значительные изменения в составе белков были
отмечено для микросомальной фракции, получен-
ной из клеток перикарпа плодов томата на 30 и
45 день от цветения, соответствующих полному
формированию (зеленый) и созреванию (крас-
ный) плодов [89]. Всего с помощью нано-LC-
MS/MS удалось выявить 1315 белков. В ходе созре-
вания плодов томатов 145 из них характеризовались
значительным изменением своего содержания.
Функциональная аннотация этих белков позво-
лила разделить их на несколько групп: метабо-
лизм клеточной стенки, везикулярная секреция,
вторичный метаболизм, липидный и белковый
обмен, сигналинг, стресс-индуцированный ответ.

Исследование, проведенное на ягодах виногра-
да, показало, что плазмалемма клеток подвергается
существенным изменениям, отражающимся в бел-
ковых профилях, проанализированных с помощью
2D-электрофореза и MALDI-TOF-MS спектро-
метрии [90]. На первом этапе анализа очищенной
фракции плазмалеммы было идентифицировано
119 белковых пятен. Последующий анализ вы-
явил наличие 62 белков, предположительно со-
держащих 1–6 трансмембранных доменов. Иден-
тифицированные белки были отнесены к восьми
функциональным группам, обеспечивающим
транспорт, метаболизм, сигналинг, синтез белка
и др. Показано, что в ходе созревания происходит
снижение числа белков в составе плазмалеммы:
детектировано 119, 98 и 86 белков на 50, 75 и
95 день от начала цветения, соответственно. Ста-
тистически достоверное снижение было детекти-
ровано для 12 белков, к числу которых были отне-
сены Fe-связывающий белок, предшественник
апоцитохрома f, предполагаемая ксилоглюкан-
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эндо-трансгликозилаза, компонент шаперон-про-
теазного комплекса, зеатин О-гликозилтрансфе-
раза, убиквитин-связывающий фермент E2-21 и
другие, в том числе неидентифицированные. Бы-
ло отмечено, что динамика уменьшения этих бел-
ков в составе плазмалеммы было неодинаковой.

Хорошо известно, что в формировании плодов
огромное значение имеет вакуоль, которая может
занимать до 90% объема клеток. Именно этот ор-
ганоид “определяет” свойства плодов, т. к. в нем
накапливаются такие метаболиты, как сахара, ор-
ганические и аминокислоты и др. Накопление
этих соединений обеспечивается различными
транспортерами, ферментами, системами под-
держания рН и др. Приведем пример изменения
протеома тонопласта в процессе созревания яблок
[91]. Количественный протеомный анализ (iTRAQ),
сопряженный с нано-LC-MS/MS, позволил про-
анализировать 345 белков тонопласта. В эту группу
входили различные транпортеры метаболитов и
ионов, включая системы первично активного транс-
порта; белки, принимающие участи в сигналинге
и метаболизме; белки, регулирующие везикуляр-
ную секрецию и адаптацию к действию стрессоров,
причем 22 белка из них меняли свое содержание в
ходе хранения плодов. Тем самым, получены очень
важные данные о динамических изменениях про-
теома тонопласта не только в ходе развития и со-
зревания плодов, но и в процессе их старения.

Приведенные данные свидетельствуют о том,
что как при действии стрессоров, так и при изме-
нении характера роста или этапа развития наблю-
даются изменения в белковом составе мембран,
включая плазмалемму, тонопласт, мембраны ЭПС и
аппарата Гольджи. Следует подчеркнуть, что ди-
намические изменения мембранных профилей мо-
гут протекать очень быстро, включая минутные
временные интервалы. Эти изменения могут
определяться как увеличением содержания бел-
ков вследствие интенсификации синтетических
процессов и/или везикулярной секреции, так и за
счет их элиминации из состава мембран, меха-
низмы которой еще очень мало изучены. Неоспо-
рима необходимость продолжения исследований
с использованием высокоочищенных мембран-
ных препаратов, полученных из клеток растений
с секвенированным геномом.

ИЗМЕНЕНИЕ ЛИПИДОМА МЕМБРАН
ПРИ ДЕЙСТВИИ СТРЕССОВЫХ ФАКТОРОВ 

И В ХОДЕ РАЗВИТИЯ
Не менее интересными являются данные о

быстрых изменениях, которые происходят в со-
ставе липидов мембран растительных клеток. Тех-
нология липидомного анализа позволяет с высокой
точностью оценить эти изменения. В настоящее
время показаны изменения, происходящие в ре-
зультате действия тех или иных стрессовых фак-

торов. Например, увеличение полиненасыщен-
ности жирнокислотных остатков при действии
низких температур с целью поддержания жид-
костности мембран. Прежде чем подробно их
рассмотреть, обратимся к данным о процессах,
происходящих при нормальном развитии. На ли-
стьях арабидопсиса были показаны осцилляцион-
ные изменения в составе плазмалеммы (см. [92]).
Пожалуй, это первый пример ритмичных измене-
ний липидома мембран у растений. При световом
режиме выращивания (12 ч свет/12 ч темнота) бы-
ли показаны изменения в составе полярных гли-
церолипидов во фракции ФХ. Было высказано
предположение, что липидный профиль отражает
баланс между вновь синтезируемыми жирными
кислотами и процессом восстановления ациль-
ных групп жирных кислот за счет работы десату-
раз (FADs). Синтезируемые в хлоропластах жир-
ные кислоты (С16 и С18) присоединяются к гли-
церину за счет ацилтрансферазной активности,
после чего происходит процесс десатурации. Ин-
тересно, что ацетил-СоА карбоксилаза является
светозависимым ферментом, в отличие от десату-
раз. Предполагают, что на свету процесс de novo
синтеза жирных кислот протекает намного актив-
нее, и это объясняет более высокий уровень на-
сыщенности липидов мембран на свету. С на-
ступлением темноты преобладающим становится
процесс десатурации и уровень ненасыщенности
возрастает. Суммируя, можно заключить, что ли-
пидом мембран – очень динамичная структура,
свойства которой зависит от огромного числа
факторов. Требуется продолжение исследований,
чтобы окончательно определить факторы, кото-
рые могут управлять осцилляционными измене-
ниями липидного профиля мембран.

История изучения устойчивости растительных
организмов к низким температурам насчитывает
более 180 лет [93]. Полученные данные позволяют
заключить, что это свойство (устойчивость) кон-
тролируется целым рядом факторов, и в его уста-
новлении участвует множество метаболических
путей и генетических механизмов. Неоднократно
показано, что восприятие холодового сигнала,
его трансдукция и формирование адаптивного
ответа тесным образом связаны с липидами кле-
точных мембран. При действии этого стрессора
мембранные липиды переходят из жидкостно-
кристаллического состояния в гелевое, что при-
водит к повышению проницаемости мембраны и
выходу электролитов. Увеличивается количество
молекулярных форм липидов, в том числе за счет
появления окисленных производных. Поврежде-
ние мембран в результате понижения температуры
может протекать за счет перекисного окисления
липидов, инициированного различными формами
АФК. Накопление токсичного малонового диаль-
дегида, синтезируемого в результате окисления
мембранных липидов, гораздо более интенсивно
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протекает в менее устойчивых растениях. Для
снижения интенсивности этих негативных про-
цессов наблюдается повышение ненасыщенно-
сти липидов клеточных мембран, в т.ч. плазма-
леммы. Содержание С18:1, С18:2 и С18:3 быстро
увеличивается, а С16:0 и С18:0 уменьшается. Важ-
ность этого процесса подчеркивается отсутстви-
ем устойчивости к холодовому стрессу у мутантов
с нарушениями кодирования десатураз. Измене-
ния могут затрагивать липидный спектр и других
клеточных мембран. Показано увеличение содер-
жания ФК и ДГДГ, но падение ФХ и МГДГ, что
приводит к превращению ФХ в ФК в результате
работы фосфолипазы D. ФК является предше-
ственником синтеза галактолипидов, в т. ч., и в
пластидных мембранах, а также важнейшей сиг-
нальной молекулой, принимающей участие в пе-
редаче различных сигналов. Запускаемый ФК
трансдукционный каскад далее кросс-интегриру-
ется в Са2+-сигнальный каскад и сигналинг АБК
[93]. Все перечисленное свидетельствует о важ-
ной роли мембранных липидов в регуляции адап-
тационных процессов при холодовом стрессе.

Следующий тип стрессора, на котором следует
остановиться, – это повышение температуры.
Типичная ответная реакция, выявленная у очень
большого числа видов растений, заключается в
снижении уровня ненасыщенности. Предполага-
ют, что повышение температуры воспринимается
Са2+ каналами плазмалеммы, которые регулируют-
ся уровнем жидкостности мембран. Это запускает
повышение уровня Сa2+, связывание с кальмодули-
ном и активацию семейства транскрипционных
факторов, участвующих в регуляции уровня раз-
личных стрессовых белков, в том числе БТШ [94].
Следует отметить, что уровень ненасыщенности при
термическом воздействии изменяется не только у
липидов плазмалеммы, но и пластид, и ЭПС. Эти
преобразования достигаются также в результате
активности десатураз жирных кислот. Повышение
нестабильности и увеличение времени обмена этих
ферментов было отмечено при повышении тем-
пературы. Изменение уровня насыщенности ли-
пидов оказывает влияние на активность таких
сигнальных ферментов, как фосфолипазы (в том
числе Фл D и С) и протеинкиназы. В результате
увеличивается концентрация ФК и/или инози-
тол-3-фосфата. Усложнение каскада обусловлено
увеличением концентрации АФК (накопление
Н2О2 в течение нескольких минут за счет активации
НАДФH-оксидазы). Несколько иной сценарий со-
бытий развивается в хлоропластах и митохондриях.
Повышение температуры запускает перекисное
окисление. Увеличение АФК в этом случае ини-
циирует ретроградный сигналинг, приводящий
к стабилизации ФСII, а следовательно, регули-
рует интенсивность процесса фотосинтеза. Пе-
речисленные процессы, запускаемые повышением

температуры, вызывают значительные измене-
ния в составе мембран, однако это направление
исследований еще продолжает развиваться.

Повышение температуры окружающей среды
может в природных условиях происходить одно-
временно с действием еще одного стрессового
фактора – засухи. Недостаток воды приводит к
существенным морфологическим изменениям.
Повышение ненасыщенности жирных кислот
считается одной из самых ярких особенностей за-
сухоустойчивых растений [95]. Воздействие этого
стрессора у устойчивых растений приводит к на-
коплению полиненасыщенных жирных кислот
(C18:2 и C18:3). Сравнительный анализ оводнен-
ных и стрессированных растений показал, что их
липидный состав сильно различается. Уровень
основных классов липидов, как и общее содержа-
ние липидов, снижается при дефиците воды. Так,
концентрации ФЭ, ФС и ФК были снижены на
55%. Снижение некоторых форм МГДГ достига-
ло 70%, в тоже время изменения уровня ДГДГ бы-
ли минорны. В результате для более устойчивых
растений отношение МГДГ/ДГДГ возрастало.
Устойчивые к засухе растения характеризуются
большим уровнем антиоксидантов, что препят-
ствует интенсивному окислению жирных кислот
и продукции оксилипинов. Отмечают снижение
концентрации церамидов и повышение такового
для стероидов. Представленные результаты сви-
детельствуют о существенных изменениях липи-
дома растений при изменении водного режима их
выращивания.

Ранее уже обсуждалась важная роль ГГЛ пластид
в условиях фосфорного голодания, когда они заме-
щают фосфолипиды в клеточных мембранах [51,
54, 60]. Особого внимания заслуживает пример,
когда липидомный подход к изучению этого яв-
ления позволил открыть новый минорный глице-
рогликолипид – глюкуронозилдиацилглицерол
(ГДГ) [53]. При дефиците фосфора уровень ГФЛ
снижался в листьях арабидопсиса почти вдвое
(особенно ФЭ, ФИ и ФГ), а ГГЛ – существенно
возрастал (ДГДГ и ГДГ – в 2 раза, СХДГ – в
4.5 раза). В побегах риса содержание ГДГ увели-
чивалось в 5–7 раз. Синтез ГДГ в пластидах со-
пряжен с образованием СХДГ. Мутанты араби-
допсиса по биосинтезу этих ГГЛ в большей степе-
ни повреждались фосфорным голоданием, чем
растения дикого типа. При дефиците фосфора
ГДГ аккумулировался также у томатов и сои [96].
Помимо высших растений, ГДГ обнаружен в во-
дорослях.

Рассматривая возможные модификации липи-
дома растительных мембран, следует остановить-
ся на действии такого фактора, как засоление. В
литературе имеются результаты ряда исследований
о роли липидных изменений в адаптации к высо-
ким концентрациям солей. Высокая соленость
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(250 мМ NaCl) приводила к значительным изме-
нениям в профилях ГФЛ, ГГЛ, СФЛ и стеринов в
корнях растений ячменя, выращенных гидропонно
[97]. Плазматическая мембрана характеризова-
лась повышением уровня ненасыщенной С18:3
жирной кислоты в ГФЛ, кроме того в ответную
реакцию были вовлечены преимущественно ко-
ротко- и среднецепочечные (С14-18) жирные
кислоты по сравнению с длинноцепочечными.
Пластидные мембраны повреждались более ин-
тенсивно, чем ПМ. Липидные профили мембран
пластид характеризовались общим снижением
уровня всех галактолипидов, включая ГДГ, уве-
личением МГДГ/ДГДГ и аккумуляцией ацилсте-
рилгликозидов, что свидетельствовало о частичной
деградации хлоропластных мембран. Поврежде-
ния были менее выраженными у солеустойчивых
сортов. Деструктивных изменений в митохондриях
обнаружено не было. Солевой стресс сопровож-
дался накоплением ДФГ, что позволило предпо-
ложить важную роль этого липида в поддержании
стабильности митохондриальных мембран [97].

В процессе жизнедеятельности растения кон-
тактируют с огромным числом других организмов.
В результате могут устанавливаться взаимоотно-
шения самой разной направленности от патогенных
до мутуалистических. Получены данные о функ-
циональной роли разных групп липидов в ходе кон-
тактов с микроорганизмами [98]. Они участвуют в
распознавании патогенов растением-хозяином (на-
пример, эргостерин) и передаче сигналов в клет-
ках в месте инфекции (свободные жирные кислоты,
оксилипины, глицерол-3-фосфат, церамиды и
сфингоидные основания). Кроме того, некоторые
липиды (азелаиновая кислота) опосредуют пере-
дачу сигнала инфекции дистальным органам расте-
ния во время СПУ. Липиды важны при зараже-
нии микоризными грибами (лизофосфолипиды,
ω-гидроксижирные кислоты). Кроме того, для
создания арбускулярных структур клетки-хозяи-
на и арбускулярного гриба необходим интенсив-
ный синтез мембранных липидов, чтобы обеспе-
чить большую площадь поверхности для обмена
метаболитов во время колонизации.

В заключение остановимся на немногочислен-
ных пока примерах, как меняется липидом, особен-
но липидом мембран, в ходе ростовых процессов
растительных клеток. Один из них – апикальный
рост пыльцевой трубки. Она формируется при
прорастании пыльцы и растет по тканям рыльца.
При этом многократно увеличивается размер
плазмалеммы и тонопласта. [99]. Огромное значе-
ние приобретает везикулярная секреция. Сравни-
тельный анализ липидома прорастающей пыльцы и
пыльцевого зерна позволил заключить, что в
пыльце протекает комплексное изменение синтеза
липидов и целый ряд классов липидов (структур-
ных и сигнальных) синтезируется de novo. Причем у
ряда растений состав ГФЛ в мембранах растущей

пыльцевой трубки сходен с таковым в листьях, а в
прорастающей пыльце арабидопсиса ФИ и ФК
составляют около 50% ГФЛ. Активно синтезируется
экстрапластидный ДГДГ. Наиболее важными для
формирования и прорастания пыльцы являются
стерины и СФЛ. Мутанты по их биосинтезу часто
стерильны. Уровень СФЛ в ПМ зрелой пыльцы
выше, чем в вегетативных тканях, преобладают
глюкозилцерамиды. Также существенно отличается
стериновый состав мембран пыльцы. Если главным
стерином в вегетативных тканях растений является
ситостерин (60–75%), то в мембранах мужского
гаметофита преобладает 24-метиленхолестерин
(45.5%), а стериновый состав пыльцы более раз-
нообразен [99]. Однако требуется продолжение
исследований для формирования комплексного
представления о липидоме прорастающей пыль-
цы и окружающих тканей пестика.

Усиление синтеза липидов происходит и при
другом типе роста – росте растяжением, который
наблюдается при многократном быстром увели-
чении волокон хлопка. Экспериментальные данные
предполагают, что биосинтез ненасыщенных ЖК,
ФИ и фосфатидилинозитолмонофосфатов (ФИФ)
активируется на раннем этапе развития волокон
[100]. Выявлено преобладание ненасыщенных ФИ
и их фосфатов, которые могут играть свою функ-
циональную роль в регуляции и стимуляции
удлинения клеточных волокон.

Приведенные данные свидетельствуют о су-
щественных различиях в изменении липидных
профилей различных мембран. Эти изменения
могут иметь как быстрый сигнальный характер,
так и происходить в рамках адаптационных про-
цессов, а также характеризовать процессы роста.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итог обзору данных о современном

состоянии в области изучения протеома и липидо-
ма мембран растительных клеток, следует отметить
интенсификацию этих исследований, которая опи-
рается на многообразие и постоянное совершен-
ствование новых методов разделения и детекции,
базирующихся на хроматографии, сопряженной с
масс-спектрометрией. Данный метод не может
предоставить возможность точного количествен-
ного анализа изменения содержания белков или
липидов в той или иной мембране. Однако, как и
большинство омиковых подходов, он позволяет
провести сравнительный качественный и полу-
количественный анализ. Огромную роль играет и
расширение биоинформационных ресурсов, поз-
воляющих оценить изменения, происходящие в
совокупной белковой и липидной фракциях. Все
это послужило углублению наших представлений
о динамической модификации белковых и липид-
ных профилей мембран в норме и при действии
стрессовых факторов. Однако немногочисленные
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данные все ещё не могут охарактеризовать все про-
цессы, сопровождающие рост и развитие.

Резкое увеличение числа исследований в обла-
сти протеома и липидома мембран свидетельствует
о глубоком интересе к этой области системной
биологии. Однако следует подчеркнуть, что био-
логические мембраны представляют собой не
простое биохимическое соотношение белков и
липидов в правильной пропорции. Мы только
начинаем понимать всю сложность взаимовлия-
ния между различными компонентами, которые
определяют как физико-химические свойства
биологических мембран, так и их функциональ-
ную активность. Недаром как белки, так и липи-
ды мембран являются активными участниками
разнообразных сигнальных систем. Приведенные
в обзоре данные свидетельствуют о том, что инте-
гральная сеть мембран растительной клетки вы-
полняет не только функцию “разграничителя”
(барьера) между протекающими процессами, но и
активного их участника и регулятора. Однако оче-
видно, что потребуется большое число исследова-
ний, чтобы восполнить существующие пробелы.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований в рамках научного проекта № 19-
14-50413.

Авторы благодарят Рудашевскую Е.Л. за цен-
ные советы при обсуждении материалов обзора.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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Исследованы особенности экспрессии репортерного гена uidA, кодирующего фермент β-глюкуро-
нидазу, под управлением тканеспецифичных промоторов генов AP3 и RPT2a Arabidopsis thaliana L. в
гомозиготных моноинсерционных трансгенных растениях Nicotiana tabacum L. Оба используемых
промотора обеспечивали экспрессию репортерного гена в меристематических тканях растений та-
бака, хотя для промотора AP3 выявленный тип экспрессии является эктопическим. В исследован-
ных группах независимых трансформантов и их гибридах выявлена широкая вариабельность как по
накоплению мРНК, так и по ферментативной активности β-глюкуронидазы. Показано, что уровень
накопления транскрипта репортерного гена uidA не коррелирует с уровнем ферментативной актив-
ности его продукта. Выявленная вариабельность среди анализируемых трансгенных растений таба-
ка вероятнее всего связана с особенностями организации хроматина в районах Т-ДНК инсерций и
(или) обусловлена различным характером взаимодействий между цис-элементами исследуемых
промоторов и растительными регуляторными элементами, расположенными вне района Т-ДНК
инсерции. По результатам биоинформатического анализа в структуре исследуемых промоторов вы-
явлено около 20-ти цис-регуляторных элементов, часть из которых обнаруживались в обоих иссле-
дуемых промоторах. В целом результаты анализа показали, что промоторы генов AP3 и RPT2a
A. thaliana могут быть эффективны в качестве регуляторных элементов для экспрессии трансгенов в
меристематических тканях других видов растений, в частности, N. tabacum.

Ключевые слова: Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana, промоторы, тканеспецифичная экспрессия,
трансгенез, репортерный ген, цис-элементы
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ВВЕДЕНИЕ

Современные технологии модификации рас-
тений, направленные на улучшение хозяйствен-
но-ценных признаков важных сельскохозяй-
ственных культур, предполагают использование
двух основных подходов – трансгенез и геномное
редактирование. В случае создания трансгенных
растений в растительный геном вводятся фрагмен-
ты экзогенных ДНК, включающие гены из различ-
ных гетерологичных систем, в случае редактирова-
ния – гены, кодирующие белки с нуклеазной ак-
тивностью. Успешность применения этих подходов
в значительной степени зависит от наличия в арсе-
нале исследователей достаточно большого набора
регуляторных генетических элементов, в том числе

и промоторов, используемых для создания генно-
инженерного инструментария. В настоящее время
для этих целей применяют промоторы, различаю-
щиеся по проявляемой ими активности, например,
конститутивные, индуцибельные, тканеспецифич-
ные [1–4]. Использование тканеспецифичных про-
моторов представляет особый интерес для ис-
следователей, поскольку их применение дает
возможность выявлять функционирование генов
в определенных типах тканей, а также направлен-
но экспрессировать в них чужеродные целевые
гены [1, 4, 5]. Применение данного подхода осно-
вано на консервативности регуляторных элемен-
тов, детерминирующих экспрессию генов в каком-
либо типе тканей растения. Этот факт предполагает
возможность использовать их для регуляции экс-
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прессии чужеродного гена в аналогичном типе
тканей других видов растений. Поиск новых тка-
неспецифичных промоторов и оценка активности
их экспрессии в гетерологичных растительных ге-
номах с помощью репортерных генов является
важным этапом при создании трансгенных расте-
ний с заданными хозяйственно-ценными при-
знаками [6–8].

Тканеспецифичные промоторы, обеспечиваю-
щие экспрессию целевых генов в меристематиче-
ских тканях растений, представляют особый инте-
рес для биотехнологии, в частности, при культиви-
ровании активно делящихся клеток – продуцентов
рекомбинантных белков. Ген APETALA3 (AP3) экс-
прессируется в цветочных меристемах A. thaliana
и кодирует фактор транскрипции группы В, регули-
рующий развитие цветка [9, 10]. Ген RPT2a кодиру-
ет АТФазу в составе 19S регуляторной субъединицы
26S протеасомы A. thaliana и экспрессируется пре-
имущественно в апикальных меристемах корня и
стебля [6, 11]. Представляет интерес исследова-
ние возможности применения промоторов этих
генов в генетических конструкциях в качестве ре-
гуляторных элементов и оценка особенности их
регуляции в гетерологичных системах. Целью
данной работы было выявление особенностей
экспрессии гена uidA под управлением тканеспе-
цифичных промоторов генов AP3 и RPT2a A. thali-
ana в трансгенных растениях N. tabacum.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал. В качестве исходного
материала использовали моноинсерционные го-
мозиготные (Т2) трансгенные растения табака
(N. tabacum L., сорт Petit Havana, линия SR1) и их
гибриды (F1). Исходные трансформанты (Т0) та-
бака были получены нами ранее методом агро-
бактериального переноса двух генетических кон-
струкций на основе вектора pBIN19 [12]. Генети-
ческие конструкции включали репортерный ген
uidA под управлением промотора гена AP3 или ге-
на RPT2a. Промотор гена AP3 длиной 620 п.н. от
точки старта транскрипции в сочетании с 5'-НТР
ВТМ (5'-нетранслируемый район вируса табач-
ной мозаики), а также промотор и 5'-НТР гена
RPT2a длиной 1667 п.н. от стартового кодона были
амплифицированы с геномной ДНК A. thaliana. В
работе были проанализированы потомки Т2 7-ми
независимо полученных моноинсерционных ли-
ний с промотором гена AP3 (линии а1–а7) и 8-ми –
с промотором гена RPT2a (линии r1–r8).

Отбор моноинсерционных гомозиготных ли-
ний проводили с использованием общепринято-
го теста на устойчивость к антибиотику канами-
цину в поколениях T1 и T2. Для получения семян
от самоопыления и последующего их анализа со-
цветия трансформантов предварительно изоли-

ровали пергаментными колпачками. Собранные
отдельно из каждой коробочки семена анализи-
ровали по устойчивости к селективному агенту
при посеве на стандартную агаризованную MС-сре-
ду с добавлением антибиотика канамицина в кон-
центрации 200 мг/л. В Т1 для дальнейшего анализа
отбирали генотипы с расщеплением по устойчиво-
сти к канамицину 3Кm+:1Кm- (зеленые : белые), что
свидетельствовало об единичной инсерции трансге-
на. Устойчивые к антибиотику генотипы выращива-
ли в теплице, самоопыляли для получения поко-
ления Т2 и вновь тестировали по устойчивости к
антибиотику. Моноинсеционные гомозиготные
растения Т2, не дающие расщепления (все зеленые)
на среде с канамицином, использовали для изу-
чения особенностей экспрессии uidA-гена под
управлением исследуемых тканеспецифичных
промоторов. Гибриды F1 между моноинсерци-
онными гомозиготными растениями получали с
помощью искусственного опыления путем нане-
сения пыльцы на пестики предварительно изоли-
рованных и кастрированных цветков в соответ-
ствии с типом изучаемого промотора.

Растения выращивали в условиях гидропон-
ной теплицы с фотопериодом 16/8 ч и при темпе-
ратуре 22/18°C (день/ночь).

Гистохимическое выявление экспрессии гена uidA
в тканях трансгенных растений табака (GUS-окра-
шивание). Для выявления особенностей экспрессии
гена uidA под управлением исследуемых промоторов
в цветках в качестве модели использовали бутоны
трансгенных растений табака на стадиях развития
II, IV и VI согласно классификации по Koltunow с
соавт. [13]. Для анализа особенностей экспрессии
гена uidA в апикальных меристемах корня и стебля
моноинсерционных гомозиготных растений Т2 и их
гибридов F1 использовали 6-ти недельные расте-
ния табака. Для этого стерилизованные 96%-ным
этанолом семена с последующей их двукратной
промывкой стерильной дистиллированной водой
высевали на агаризованную МС-среду с добавлени-
ем антибиотика канамицина (200 мг/л). Растения
выращивали из семян в условиях факторостатной
комнаты при освещении 10 клк, фотопериоде 16/8 ч
(день/ночь) и температуре 24°C. Окрашивание
бутонов и растений в возрасте 6-ти недель прово-
дили в реакционной смеси следующего состава:
100 мМ фосфатный буфер (pH = 7.0), 10 мМ EDTA,
0.1% Triton X100 и 1 мМ X-Gluc (Fermentas, США).
Для улучшения качества окрашивания свежий
растительный материал в реакционной смеси по-
мещали в камеру генной пушки (PSD-1000/He,
Biorad, США) и удаляли воздух с помощью вакууми-
рования. Обработанный таким образом материал
оставляли на ночь в термостате при температуре
37°C. После окрашивания материал отмывали от
хлорофилла 70%-ным этанолом.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 5  2021

ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА uidA 491

Количественное определение активности репор-
терного белка β-глюкуронидазы (GUS). Измерение
активности GUS в экстрактах растений табака
проводили в соответствии со стандартной мето-
дикой [14]. Для получения белковых экстрактов
6-ти недельные растения (общей массой около
150 мг) гомогенизировали в 200 мкл экстракцион-
ного буфера следующего состава: 50 мМ NaH2-
PO4, pH 7.0, 10 мМ ЭДТА, 0.1% Triton X-100, 0.1%
лауроилсаркозин натриевая соль, 10 мМ β-мер-
каптоэтанол. Флуоресценцию измеряли на флуо-
риметре Victor3 1420 (“Perkin Elmer”, США) при
длине волны возбуждения 355 нм и длине волны
испускания 455 нм. Калибровку флуоресценции
проводили с помощью стандартного раствора
1 mM 4-метилумбеллиферона (4-MU, Sigma-Al-
drich, США) в 0.2 M Na2CO3. Активность β-глюку-
ронидазы рассчитывали после определения обще-
го растворимого белка в экстрактах по методу

Bradford [15] с использованием раствора БСА в
экстракционном буфере в качестве стандарта. Из-
мерения проводили в 3 биологических повторно-
стях. Для выявления различий между группами
применяли непараметрический дисперсионный
анализ Краскела-Уоллиса (программный пакет
Statistica 5.5). Критическое значение уровня значи-
мости принималось равным 5%.

Анализ экспрессии гена uidA. Суммарную РНК
выделяли из тканей 6-ти недельных растений с
помощью набора реактивов RNАeasy® Plant Mini Kit
(Quiagen, Германия), РНК обрабатывали DNase I и
4 μg РНК брали для синтеза кДНК (Thermo Scien-
tific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, США).

Анализ экспрессии гена uidA проводили при
помощи ПЦР в реальном времени на амплифика-
торе CFX96 (Bio-Rad, США). Структура прайме-
ров и зондов следующая:

gsp_прямой – 5'-TGGAAACTTTAGGGTCCTTACTAC-3',
gsp_обратный – 5'-CAAGCCTTGTAGTGAGCATCTG-3',
gsp_зонд — 5'-FAM-ATGACTTATCCGCTCCAGCACCAC-BHQ1-3';
uidA_прямой – 5'-CTTCCATGATTTCTTTAACTATGC-3',
uidA_обратный – 5'-GCACAGTTCATAGAGATAACC -3',
uidA_зонд — 5'-FAM-TACACCACGCCGAACACCTG-BHQ1-3'.

Программа амплификации: 95°С – 3 мин, далее
5 циклов без детекции (95°С – 10 сек, 61°С – 20 сек,
72°С – 5 сек); затем 40 циклов с детекцией на стадии
отжига (канал FAM): 95°С – 10 сек, 61°С – 20 сек,
72°С – 5 сек. Каждый образец амплифицировали
в трех аналитических повторностях. Уровень экс-
прессии оценивали при помощи ПО “Bio-Rad
CFX Manager 2.1”. Уровень экспрессии гена uidA
выражали в процентах относительно экспрессии
гена GSP табака, кодирующего глутаминсинтетазу.

Биоинформатический анализ тканеспецифиче-
ских промоторов генов AP3 и RPT2a A. thaliana. Для
предварительной обработки и анализа нуклео-
тидных последовательностей с использованием
общедоступных баз данных использовали онлайн
ресурсы Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&
LINK_LOC=blasthome) и Clustalo (https://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Для биоинформати-
ческого анализа нуклеотидных последовательно-
стей исследуемых промоторов использовали про-
граммы PLACE (https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/s
ogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=new-
place), PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools/plantcare/html) в соответствии с руко-
водством и рекомендациями разработчиков, а
также TSSP и Softberry (http://www.softberry.com/
berry.phtml?topic=tssp&group=programs&subgroup=
promoter).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Особенности экспрессии uidA гена в различных

тканях трансгенных растений табака. Результаты
сравнительного анализа особенностей экспрес-
сии гена uidA под управлением промоторов тка-
неспецифичных генов AP3 и RPT2a на модели
цветков трансгенных растений табака на стадиях
развития II, IV и VI представлены на рис. 1. Ин-
тенсивность и локализация гистохимического
окрашивания элементов цветка и околоцветника
в анализируемых группах трансгенных растений
существенно различалась, что свидетельствовало
об особенностях функционирования исследуе-
мых регуляторных элементов. В цветках растений
табака, у которых uidA ген находился под управ-
лением промотора гена AP3, на всех исследуемых
стадиях развития (рис. 1) синее GUS-окрашива-
ние гистохимически выявлялось во всех элемен-
тах цветка (за исключением тычиночных нитей).
Интенсивность окрашивания цветков у 7-ми не-
зависимо полученных трансгенных растений та-
бака варьировала, однако характер окрашивания
элементов развивающихся цветков и околоцвет-
ников в целом оставался одинаковым.

Ген AP3 согласно ABC-модели флорального
морфогенеза в цветках A. thaliana кодирует тран-
скрипционный фактор группы В и экспрессиру-
ется только в лепестках и тычинках [9, 16]. Нали-
чие GUS-окрашивания во всех остальных частях
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цветка и околоцветника носит эктопический ха-
рактер. Ранее анализ активности промотора гена
AP3 по характеру распределения GUS-окрашива-
ния был проведен на примере трансгенных расте-
ний A. thaliana, то есть в его исходном генетиче-
ском окружении, и эктопической экспрессии об-
наружено не было [10, 17]. Более того, было
показано, что длина минимального промотора,
обеспечивающего корректную по времени и ме-
сту локализации экспрессию репортерного гена
uidA в трансгенных растениях A. thaliana, находится в
границах 556 – 727 п.н. от точки старта транскрип-
ции [10]. В соответствии с этим клонированный на-
ми фрагмент промотора длиной 620 п.н. от точки
старта транскрипции должен содержать набор
цис-регуляторных элементов, необходимых для
корректной экспрессии репортерного гена. Тем
не менее, регуляция экспрессии факторов тран-
скрипции генов флорального морфогенеза весьма
сложна. Известно, что положительным активатором
транскрипции гена AP3, например, является ген
идентичности флоральной меристемы AP1 [16].
Предполагается, что AP1 может действовать в
комбинации с другими кофакторами для подав-
ления эктопической экспрессии AP3 в первом и
четвертом кругах флоральной меристемы, воз-
можно, путем прямого связывания с блоком
CArG 3 [10]. В геноме табака обнаружено как мини-
мум два AP1-подобных гена, экспрессирующихся в
цветках [7]. Вполне возможно, что данные тран-
скрипционные факторы табака по каким-то причи-

нам не взаимодействуют с используемым нами
фрагментом промотора гена AP3 A. thaliana и, со-
ответственно, не могут ограничить его тран-
скрипционную активность только правильны-
ми, 2-м и 3-м кругами флоральной меристемы.
Однако данное предположение требует допол-
нительных исследований.

Можно допустить также, что эктопический ха-
рактер GUS-окрашивания в исследованных нами
растениях объясняется использованием омега-
лидерной последовательности ВТМ [18] вместо
нативного 5'-НТР гена AP3 A. thaliana. Эта замена
была предпринята с целью усиления уровня
трансляции трансгена, однако известно, что в ря-
де случаев тканеспецифичность накопления бел-
ка определяется не только на транскрипционном,
но и на трансляционном уровне [19].

В цветках растений табака c геном uidA под
управлением промотора гена RPT2a на всех ис-
следуемых стадиях развития GUS-окрашивание
выявлялось в цветоножке и цветоложе, и очень
слабое – в развивающихся лепестках (рис. 1).
Окрашивание таких элементов цветка как пестик,
завязь, тычинки и тычиночные нити отсутствовало.
Слабый характер окрашивания отдельных элемен-
тов цветка, либо полное отсутствие окрашива-
ния, было характерно для всех 8-ми независимо
полученных трансгенных растений табака.

Ген RPT2a, кодирующий АТФазу в составе 19S
регуляторной субъединицы 26S протеасомы у
A. thaliana, необходим для поддержания клеточ-

Рис. 1. Особенности гистохимического GUS-окрашивания тканей цветков на трех стадиях их развития у трансгенных
растений табака с геном uidA под управлением тканеспецифичных промоторов генов AP3 и RPT2a A. thaliana. Мас-
штабная линейка – 5 мм.
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ной организации апикальных меристем вегетатив-
ных тканей [6, 11]. Его действие заключается в ре-
гулировании времени и направления деления кле-
ток как в меристемах побегов, так и в меристемах
корней [11]. Кроме того, показано, что RPT2a ин-
гибирует переход от митоза к эндоредупликации в
контрольной точке G2/M клеточного цикла [6].

Известно, что в геноме A. thaliana RPT2 АТФаза
19S регуляторной субъединицы 26S протеасомы ко-
дируется двумя дуплицированными генами RPT2a
и RPT2b. Транскрипты этих генов обнаруживаются
в самых различных тканях и органах, включая стеб-
ли, листья, корни и даже цветочные бутоны, а их
белковые продукты обладают высокой степенью
гомологии и различаются всего тремя аминокис-
лотными остатками [6, 11]. Таким образом, RPT2a и
RPT2b промоторы A. thaliana обеспечивают опреде-
ленный уровень экспрессии гена uidA и после пре-
вращения вегетативной меристемы в генератив-
ную, что позволяет объяснить наличие GUS-
окрашивания в отдельных элементах цветка и
околоцветника у трансгенных растений табака.

На рис. 2 представлены результаты сравни-
тельного анализа GUS-окрашивания трансген-
ных растений табака, различающихся между со-
бой по двум типам промоторов генов AP3 и RPT2a

A. thaliana. Гистохимическое окрашивание выяв-
лялось в апикальных меристемах стебля, вдоль
листовых жилок семядолей и первых настоящих
листьев (рис. 2а–г; е–и). Ткани гипокотиля у мо-
ноинсерционных гомозиготных растений, за ред-
ким исключением (рис. 2з), не окрашивались.
Также GUS-активность выявлялась во вторич-
ных меристемах зон ветвления корней, в мери-
стемах кончиков корней и в тканях корня, иногда
захватывая зону корневых волосков (рис. 2к–н).

Интересен тот факт, что несмотря на вариа-
бельность GUS-окрашивания у независимых
трансформантов и их гибридных комбинаций,
наблюдаемая картина была схожа для обеих групп
исследуемых растений табака. Однако, если для
промотора гена RPT2a наблюдаемый тип экспрес-
сии uidA гена является нормой, то для промотора ге-
на AP3, кодирующего фактор транскрипции фло-
рального морфогенеза A. thaliana, экспрессия в ме-
ристемах и тканях вегетативных органов является
эктопической. У мутанта A. thaliana по гену CLF
(curly leaf), относящегося к семейству генов poly-
comb, наличие транскрипта AP3 детектировалось
в листьях [20]. Тем не менее выявленный нами
тип эктопического проявления гена uidA под

Рис. 2. Особенности гистохимического окрашивания тканей у двух групп трансгенных растений табака с геном uidA
под управлением тканеспецифичных промоторов генов AP3 и RPT2a A. thaliana. (а) – (в), (к), (л) – растения AP3;
(г) – гибрид F1 AP3; (е) – (з), (м), (н) – растения RPT2a; (и) – гибрид F1 RPT2a; (д) – нетрансгенный контроль SR1.
Масштабная линейка – 3 мм.
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управлением промотора гена AP3 ранее описан в
литературе не был.

Показано, что распределение GUS-активно-
сти в трансгенных растениях A. thaliana детерми-
нируемой геном uidA под управлением RPT2a и
RPT2b промоторов в целом является сходным и
отражает локализацию мРНК. Тем не менее,
RPT2a промотор обеспечивает более высокую ак-
тивность репортерного гена в меристемах побе-
гов, а RPT2b – в меристемах побегов и корней [6].
Таким образом, результаты, полученные нами на
модели трансгенных растений табака, в которых
ген uidA находился под управлением промотора
RPT2a, совпадают с результатами, полученными
на модели трансгенных растений A. thaliana.

Согласно суммированным данным, представ-
ленным в табл. 1, применение промотора гена
AP3 в сочетании с 5'-НТР ВТМ в гетерологичной
системе (в геноме табака) приводит к экспрессии
репортерного гена практически во всех элементах
цветка и околоцветника, а также в стеблевых и
корневых меристемах растений. Промотор гена
RPT2a, напротив, в гетерологичной системе экс-
прессии высоко активен только в стеблевых апи-
кальных меристемах, менее активен в корневых
меристемах, а в цветке обеспечивает экспрессию
репортерного гена только в определенных частях
(цветоножка, цветоложе и лепестки).

Таким образом, результаты сравнительного
анализа гистохимического GUS-окрашивания
тканей цветков двух групп трансгенных растений
табака с геном uidA под управлением тканеспеци-
фичных промоторов генов AP3 и RPT2a A. thaliana
показали, что узкая специфичность регуляторных
элементов не всегда эффективно сохраняется при
их сочетании с альтернативными 5'-НТР и/или пе-
реносе в новое генетическое окружение других ви-
дов растений. При этом можно предположить, что
изменение специфичности промотора, как показа-
но нами на примере промотора AP3, может служить
расширению возможностей его использования в
гетерологичных системах экспрессии, что находит
подтверждение и в других исследованиях [21].

Поскольку оба исследуемых промотора генов
AP3 и RPT2a A. thaliana были способны сохранять
свои функции в геноме трансгенных растений та-
бака, причем активность промотора гена AP3
проявлялась как эктопическая, представляло ин-

терес провести сравнительный анализ эффектив-
ности экспрессии гена uidA под управлением этих
промоторов в меристемах стебля и корня. Для
этого была проведена оценка активности фер-
мента β-глюкуронидазы в меристемах трансген-
ных растений табака.

Сравнительный анализ активности β-глюкуро-
нидазы в меристемах трансгенных растений табака.
Результаты сравнительного анализа по активно-
сти β-глюкуронидазы в меристемах Т2-потомков
от самоопыления независимо полученных транс-
генных растений табака с одной инсерцией гена
uidA под управлением промоторов генов AP3 и
RPT2a представлены на рис. 3.

Как видно на рис. 3, для обеих анализируемых
групп растений характерна широкая вариабель-
ность по активности β-глюкуронидазы. В тканях
растений табака с геном uidA под управлением про-
мотора AP3 выявлены 20-ти кратные превышения
максимальных значений по активности анализиру-
емого фермента (1.57 ± 0.10 мкМ 4-MU/ (мг мин)
для растения а5) над минимальными (0.08 ± 0.01
для растения а1). Еще более значительные отли-
чия по анализируемому признаку были выявлены
для растений табака с геном uidA под управлени-
ем промотора RPT2a. Так, например, максималь-
ное значение активности у растения r8 составило
1.20 ± 0.11, а минимальное у растения r2 – 0.03 ±
± 0.01 мкМ 4-MU/ (мг мин), с превышением мак-
симального значения активности фермента по
сравнению с минимальным в 40 раз. Согласно
критерию Краскела-Уоллиса, для непараметри-
ческого сравнения данных по активности фер-
мента между исследуемыми группами растений
достоверных отличий (H (1; N = 15) = 0.4821442,
p = 0.4875) не выявлено.

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что оба промотора в целом c одинаковой эф-
фективностью обеспечивают наработку тран-
скрипта исследуемого репортерного гена uidA и
могут быть использованы в качестве регулятор-
ных элементов для экспрессии трансгенов в ме-
ристематических тканях растений. Несмотря на
эктопический характер экспрессии, промотор ге-
на AP3 A. thaliana с успехом может быть использо-
ван при создании генно-инженерных векторов
для экспрессии целевых генов в стеблевых и кор-
невых меристемах.

Таблица 1. Специфичность экспрессии гена uidA в тканях и органах трансформантов табака.

Промотор
Меристемы Элементы цветка и околоцветника

цветоножка 
и цветоложе чашелистики лепестки тычинки пестик завязьстеблевая корневая

AP3 + + + + + + + +
RPT2a + + + – + – – –
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Наблюдаемая вариабельность по активности
β-глюкуронидазы у анализируемых трансгенных
растений табака может быть связана с различными
факторами, в частности, с особенностями орга-
низации хроматина в районах встройки Т-ДНК,
организацией самих инсерций и их копийности.
Вариабельность по экспрессии трансгенов, инте-
грированных в разные районы генома, продемон-
стрирована во многих работах [22–24]. Достовер-
ное увеличение активности β-глюкуронидазы в
тканях трансгенных растений табака при объедине-
нии в геноме двух копий гена uidA под управлением
конститутивного 35S промотора вируса мозаики
цветной капусты было показано нами ранее [25]. В
связи с этим представляло интерес проанализи-
ровать взаимосвязь между активностью фермента
β-глюкуронидазы и количеством мРНК, транс-
крибируемой с uidA гена, не только у гомозигот-
ных трансгенных растений, различающихся по ак-
тивности фермента, но и у гибридов между ними.

Анализ взаимосвязи активности β-глюкуронидазы
с накоплением мРНК в меристемах трансгенных рас-
тений табака. Результаты количественного анализа
мРНК, транскрибируемой с uidA гена под управле-
нием двух исследуемых тканеспецифичных промо-
торов, и активности его белкового продукта у неза-
висимо полученных трансгенных растений табака, а
также гибридов между ними, представлены в табл. 2.
Сопоставляя полученные данные, следует отме-
тить отсутствие очевидной прямой взаимосвязи
между этими параметрами, то есть ферментатив-
ная активность белка GUS не коррелирует с на-
блюдаемыми флуктуациями по экспрессии соот-
ветствующего транскрипта.

В качестве примера на рис. 4 представлены дан-
ные сравнительного анализа накопления мРНК ге-
на uidA и активности фермента β-глюкуронидазы

в тканях 6-ти недельных трансгенных растений
табака, контрастно различающихся по экспрессии
репортерного гена, а также в тканях гибридов F1,
полученных от их скрещивания.

В случае использования промотора AP3 низ-
кий уровень накопления мРНК в тканях моноин-
серционных гомозиготных растений линии а1
(7.50 ± 0.60%) соответствовал низкой активности
фермента (0.08 ± 0.01 мкМ 4-MU/ (мг мин)), в то же
время более высокий уровень мРНК у растений а2
(102.10 ± 12.10%) коррелировал с более высокими
значениями ферментативной активности (1.27 ±
± 0.10 мкМ 4-MU/ (мг мин)). Аналогичная ситуа-
ция наблюдалась и в случае использования про-
мотора RPT2a (рис. 4). Более низкому значению
накопления мРНК (37.70 ± 2.60%) у растений
линии r7 соответствовала и низкая активность
фермента (0.27 ± 0.01 мкМ 4-MU/ (мг мин)), а
более высокому уровню мРНК (161.60 ±
± 22.40%) у растений линии r4 соответствовала
более высокая активность фермента (0.71 ±
± 0.12 мкМ 4-MU/ (мг мин)). Однако при объ-
единении двух независимых инсерций Т-ДНК в
геноме гибридных растений подобной корреля-
ции между уровнем накопления транскрипта и
ферментативной активностью не наблюдалось.
Так, у гибридных растений F1 (а1 × а2) с промото-
ром гена AP3 уровень экспрессии uidA-гена по на-
коплению мРНК значительно превысил этот пока-
затель у родительских форм (343.20 ± 41.00%), в то
же время активность β-глюкуронидазы заняла
лишь промежуточное положение (0.42 ± 0.03 мкМ
4-MU/ (мг мин)), существенно уступив одной из
родительских форм (табл. 2; рис.4а, б). При объ-
единении двух uidA генов под управлением промо-
тора гена RPT2a в гибридном геноме (F1 r4 × r7) ак-

Рис. 3. Активность β-глюкуронидазы в меристемах трансгенных растений табака с геном uidA под управлением ткане-
пецифичных промоторов A. thaliana. a1–a7 – ген uidA под управлением промотора гена AP3; r1–r8 – ген uidA под
управлением промотора гена RPT2a.
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Таблица 2. Характеристика трансгенных растений табака с геном uidA по накоплению мРНК и активности β-глю-
куронидазы.

Моноинсерционные гомозиготные 
растения и их гибриды F1

Количество мРНК гена uidA, % Активность β-глюкуронидазы,
мкМ 4-MU/ (мг мин)

a1 7.5 ± 0.6 0.08 ± 0.01
a2 102.1 ± 12.1 1.27 ± 0.10
a3 19.8 ± 4.2 0.30 ± 0.05
a4 31.2 ± 4.9 0.19 ± 0.02
a5 – 1.57 ± 0.10
a6 – 0.17 ± 0.02
a7 – 0.20 ± 0.02
F1 a3 × a4 58.8 ± 4.8 0.36 ± 0.05
F1 a2 × a4 72.8 ± 7.0 0.44 ± 0.03
F1 a2 × a3 84.8 ± 8.6 0.31 ± 0.01
F1 a1 × a2 343.2 ± 41.0 0.42 ± 0.03
F1 a1 × a4 36.8 ± 5.9 0.15 ± 0.03
F1 a1 × a3 79.9 ± 6.0 0.25 ± 0.05
r1 – 0.12 ± 0.03
r2 – 0.03 ± 0.01
r3 – 0.13 ± 0.04
r4 161.6 ± 22.4 0.71 ± 0.12
r5 – 0.10 ± 0.01
r6 – 0.51 ± 0.04
r7 37.7 ± 2.6 0.27 ± 0.01
r8 – 1.20 ± 0.11
F1 r4 × r7 90.7 ± 1.2 0.80 ± 0.09

Рис. 4. Сравнительный анализ накопления мРНК гена uidA и активности β-глюкуронидазы в трансгенных растени-
ях табака и гибридах F1 от их скрещивания. (а), (в) – количество мРНК, % от мРНК гена GSP; (б), (г) – активность
β-глюкуронидазы, мкМ 4-MU/ (мг мин). Обозначения: а1, а2 – uidA под управлением промотора ap3, F1 (а1 × а2) –
гибрид от скрещивания а1 и а2; r4, r7 – uidA под управлением промотора RPT2a, F1 (r4 × r7) – гибрид от скрещива-
ния r4 и r7.
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тивность β-глюкуронидазы, напротив, незначитель-
но возрастала, превысив показатели родительских
форм (0.80 ± 0.09 мкМ 4-MU/ (мг мин)), на фоне
промежуточных значений (90.70 ± 1.20%) уровня
мРНК (табл. 2; рис.4в, г).

Поскольку анализируемые трансгенные расте-
ния представляли собой потомство Т2 моноинсер-
ционных гомозигот, полученных в результате инте-
грации единичных инсерций Т-ДНК в случайные
районы растительного генома, наблюдаемый пози-
ционный вклад области интеграции Т-ДНК в геном
трансгенного растения сопровождался различной
транскрипционной активностью трансгенов в со-
ставе инсерции [22, 24]. Однако наблюдаемые нами
несоответствия между уровнями мРНК и их белко-
вых продуктов свидетельствуют о существовании
сложных и все еще мало изученных механизмов де-
кодирования генома. Дальнейшая судьба любого
транскрипта может определяться многочисленны-
ми регуляторными элементами, скрытыми в их нук-
леотидных контекстах [26]. В настоящий момент
поиск таких регуляторных элементов и проверка
их активности является весьма важной задачей,
поскольку позволяет создавать синтетические про-
моторы, адаптированные под конкретные биоин-
женерные задачи, а также исследовать тонкие на-
стройки генной экспрессии как на транскрипцион-
ном, так и на трансляционном уровнях [4, 26–28].

Сравнительный анализ нуклеотидных последо-
вательностей тканеспецифичных промоторов генов
AP3 и RPT2a A. thaliana. Важную роль в обеспечении
специфичности функционирования промотора
любого гена играют цис-регуляторные элементы,
представляющие собой короткие нуклеотидные по-
следовательности, входящие в его структуру и обес-
печивающие взаимодействие с различными тран-
скрипционными факторами, в том числе и в ответ
на воздействие внешних факторов среды [1, 2,
27]. При случайной интеграции Т-ДНК инсерций
в различные районы чужеродного генома взаимо-
действие регуляторных элементов трансгена и
транскрипционных факторов в районе интегра-
ции инсерции может изменяться и приводить к
эктопической экспрессии. В связи с этим было
весьма интересно проверить, какие цис-регуля-
торные элементы могут входить в состав исследу-
емых тканеспецифичных промоторов, и могут ли
они оказывать какое-либо влияние на особенно-
сти экспрессии репортерного гена в новом гене-
тическом контексте генома табака.

Следует отметить, что биоинформатический
анализ последовательности промотора гена AP3
выявил возможность начала транскрипции на 191
нуклеотид ранее, чем было определено экспери-
ментально. При конструировании векторов для
экспрессии в растениях за точку начала транскрип-
ции был принят 5'-конец наиболее длинной мРНК
гена AP3 A. thaliana, существование которой было

показано экспериментально [29]. Поскольку дли-
на 5'-НТР этой мРНК составляла только 36 п.н.,
было принято решение с целью повышения эффек-
тивности трансляции заменить нативный 5'-НТР
гена AP3 A. thaliana на омега-лидер ВТМ [18].

Биоинформатический анализ позволил вы-
явить в структуре исследуемых промоторов около
20 цис-регуляторных элементов, часть которых
были перекрывающимися, то есть обнаружива-
лись в обоих промоторах (табл. 3). Среди пере-
крывающихся элементов были выделены высоко
консервативные элементы корового промотора.
К ним относятся ТАТА–бокс, СААТ-мотив (табл. 3).
Для промотора RPT2a также была выделена по-
следовательность CAN(A/C)(A/C)(C/A)C(C/A)
N2A(C/A) сайта инициации транскрипции. Со-
четание обнаруженных TATA-бокса и сайта иници-
ации транскрипции характерно для промоторов ге-
нов растений с высоким уровнем экспрессии [30].

Следует отметить, что большая часть выявлен-
ных цис-регуляторных элементов тем или иным
образом связана с ответными реакциями на раз-
личные стрессовые воздействия (табл. 3). Вполне
вероятно, что именно такой тип регуляции харак-
терен для промоторов генов, функционирующих
в меристематических тканях, критически ответ-
ственных за рост и развитие растений на разных
этапах онтогенеза.

Наибольший интерес в данном исследовании
представляли мотивы, имеющие гомологию с цис-
регуляторными элементами промоторов, описан-
ными для рода Nicotiana, поскольку именно они с
наибольшей долей вероятности могли влиять на
экспрессию репортерного гена uidA у полученных
трансгенных растений. Анализ последовательно-
стей выявил всего 6 таких регуляторных мотивов,
из которых 3 относились к виду N. glutinosa L., и
3 – к N. tabacum (табл. 3). Последовательность
промотора гена AP3 включала мотивы, гомоло-
гичные элементу корового промотора (CAAT-
box) и элементу ответной реакции на поранение
(WUN-motif), характерные для N. glutinosa. В после-
довательности промотора гена RPT2a 19S субъеди-
ницы 26S протеасомы обнаружились участки, го-
мологичные AuxRE и TCA элементам, а также
TC-rich повторам, отвечающим на действие аукси-
на, салициловой кислоты и индуцирующим стрес-
соустойчивость соответственно. В данном промото-
ре выявился мотив, гомологичный ERE-элементу
N. glutinosa, отвечающему на воздействие этилена
(табл. 3). Функциональность цис-регуляторных
элементов, описанных для других неродственных
табаку видов, в геноме N. tabacum остается под во-
просом. Тем не менее, присутствие среди пере-
крывающихся мотивов элемента Box 4, указывает
на участие света в регуляции активности экспрес-
сии исследуемых тканеспецифичных промоторов
(табл. 3).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Современные способы модификации орга-

низмов основаны на создании искусственных ге-
нетических конструкций и их переносе, напри-
мер, в геномы растений с целью улучшения хо-
зяйственно ценных признаков. Такие экзогенные
ДНК методами генной инженерии могут быть
интегрированы в случайные районы генома или
методами геномного редактирования – в заранее
выбранные исследователями районы-мишени. В
обоих случаях экспрессия чужеродных генов бу-
дет определяться различными факторами, кото-
рые могут быть связаны как с особенностями рай-
она интеграции, так и особенностями их соб-
ственной организации, например, входящими в их
состав промоторами. Полученные нами результаты
показывают, что оба исследованных промотора
A. thaliana (AP3 и RPT2a) обеспечивают экспрессию
репортерного гена uidA в меристемах растений таба-
ка примерно с одинаковой эффективностью. Экто-
пический характер экспрессии, отмеченный для
промотора AP3, свидетельствует о том, что узкая
специфичность не всегда сохраняется в новом ге-
нетическом окружении. Однако в определенных
условиях такую ситуацию можно рассматривать
не как нежелательную, а, наоборот, как расширя-
ющую возможности потенциального использова-
ния тканеспецифичных промоторов. Возможной
причиной изменения специфичности, а также вари-
абельности уровня экспрессии переносимых гене-
тических конструкций в условиях случайной инте-
грации, может служить нарушение взаимодействия
соответствующих транскрипционных факторов и
цис-регуляторных элементов, закодированных в их
промоторных последовательностях. Исследова-
ние подобных взаимодействий является важным
этапом при создании синтетических промоторов,
адаптированных под решение конкретных био-
технологических задач.

Работа поддержана бюджетным проектом 0259-
2021-0010 “Изучение систем контроля метаболиз-
ма живых систем в условиях взаимодействия с
окружающей средой, в том числе после генетиче-
ской модификации”.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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В работе было определено содержание аскорбиновой кислоты и профиль экспрессии генов моно-
дегидроаскорбатредуктаз MDHAR1, MDHAR4 и MDHAR5 в различных частях растений лука-порея
(Allium porrum L.), собранных по мере роста (в июле и октябре). В листьях всех анализируемых сор-
тов содержание аскорбата было выше, чем в ложном стебле (в 2.3–3.7 раза в июле и в 2.1–4.1 раза
в октябре). Транскрипты MDHAR выявлены во всех анализируемых частях лука-порея. Листья и
ложный стебель растений лука-порея характеризовались высоким уровнем экспрессии всех трех
генов MDHAR. Для гена MDHAR5 во всех частях растения наблюдался сходный уровень транскрип-
ции и в июле, и в октябре. Для гена MDHAR4 наблюдались два различных профиля экспрессии гена,
в зависимости от точки сбора. Было выявлено, что в период формирования ложного стебля у анали-
зируемых сортов лука-порея наблюдаются сходные профили экспрессии генов MDHAR1 и MDHAR4.
При этом уровни транскрипции гена MDHAR4 положительно коррелируют с содержанием аскорби-
новой кислоты в белой части и зеленых листьях растений лука-порея.

Ключевые слова: Allium porrum, гены рециклинга аскорбиновой кислоты, MDHAR, профиль экс-
прессии
DOI: 10.31857/S0015330321050031

ВВЕДЕНИЕ
L‒аскорбиновая кислота (АК, витамин С) яв-

ляется важным компонентом неферментативной
и ферментативной антиоксидантной системы
растений [1]. В процессе метаболизма в клетках
растений происходит постоянное образование
активных форм кислорода (АФК) [2]. Чрезмерное
образование и накопление АФК вызывает нега-
тивные эффекты – окисление компонентов кле-
точных мембран и деградацию нуклеиновых кис-
лот, белков и пигментов, что в конечном итоге
приводит к гибели клеток [2]. Однако в неболь-
ших количествах АФК действуют как сигнальные
молекулы, участвуя в процессах роста и деления
клеток, а также в ответных реакциях на атаку фи-
топатогенов [1, 3].

АК обладает способностью нивелировать дей-
ствие некоторых АФК, напрямую связываясь с
ними [4]. Также, АК является субстратом для ас-
корбатпероксидаз (APX; EC 1.11.1.11), которые
нейтрализуют образующийся в различных кле-
точных компартментах пероксид водорода [4]. Во

внеклеточном матриксе (апопласт) в нейтрализа-
ции АФК задействован фермент аскорбатоксидаза
(АО; ЕС 1.10.3.3), предпочтительно использую-
щий АК в качестве донора электронов [5]. В ре-
зультате реакций неферментативной нейтрализа-
ции АФК и деятельности APX и AO образуется
окисленная форма АК – монодегидроаскорбиновая
кислота (MDHA), которая затем может самопро-
извольно диспропорционировать с образованием
дегидроаскорбиновой кислоты (DHA) и молекулы
аскорбата [4].

Образующиеся окисленные формы аскорбата
(MDHA и DHA) способны восстанавливаться до
АК ферментами монодегидроаскорбатредуктазой
(MDHAR; EC 1.6.5.4) и дегидроаскорбатредукта-
зой (DHAR; EC 1.8.5.1), соответственно [4, 6]. В
качестве донора электронов эти ферменты ис-
пользуют NAD(P)H (MDHAR) и восстановлен-
ный глутатион (DHAR). Таким образом, данные
ферменты позволяют растениям рециркулиро-
вать окисленные формы АК [7]. Восстановление
АК посредством MDHAR является энергетически

УДК 581.1.577.21:575.113.12
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выгодным для растений, так как расходуется все-
го одна молекула NAD(P)H [8]. Рециклинг АК яв-
ляется частью аскорбат – глутатионового цикла,
одного из основных механизмов поддержания
внутриклеточного окислительно ‒ восстанови-
тельного статуса [9].

В клетках растений присутствует несколько
монодегидроаскорбатредуктаз, которые локали-
зуются в различных органеллах – хлоропластах,

митохондриях, пероксисомах и цитозоле [10–13].
Гены MDHAR идентифицированы у многих видов
растений. Так, в геноме Arabidopsis thaliana при-
сутствует пять генов, кодирующих ферменты
MDHAR различной клеточной локализации [14].
Геном мха Physcomitrella patens содержит три гена
MDHAR [15]. Гены различных MDHARs иденти-
фицированы в геномах гороха Pisum sativum [11],
пшеницы Triticum aestivum [16], клевера Trifolium
repens [17] и других видов растений. Для некоторых
видов растений показано существенное увеличение
уровня транскрипции генов MDHAR в ответ на
абиотические стрессы, что свидетельствует о важ-
ной роли MDHAR в реакции растений на окисли-
тельный стресс [2, 8, 11, 18].

Лук-порей (Allium porrum L.) является попу-
лярной овощной культурой в Западной Европе и
Азии, а в последнее время и в РФ. В пищу пригодно
практически всё растение – белая часть (ложный
стебель) и зеленые листья. Известно всего две ра-
боты, касающиеся MDHAR представителей рода
Allium и их взаимосвязи с ответом растений на
абиотический стресс [19, 20]. Показано, что в ответ
на солевой стресс образцы двух генотипов лука реп-
чатого A. cepa реагируют ростом ферментной актив-
ности MDHAR в симпласте корня и листа [20]. Так-
же, активность MDHAR была рассмотрена как
биомаркер загрязнения воды тяжелыми металла-
ми, поскольку луковицы A. cepa при воздействии
разных комбинаций тяжелых металлов демон-
стрируют рост активности MDHAR [19].

В данной работе впервые были определены
профили экспрессии трех генов монодегидроас-
корбатредуктаз в различных частях растений лу-
ка-порея четырех сортов в процессе роста. В со-
четании с данными биохимического анализа бы-
ли выявлены возможные корреляции между
содержанием витамина С и уровнями экспрес-
сии генов MDHAR.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал. В работе были исполь-
зованы растения лука – порея сортов Blauwgroene
winter, Columbus, Otina и Pandora. Семена были
предоставлены Федеральным научным центром
овощеводства (Московская обл.).

По пять растений каждого сорта были выра-
щены в 2020 году в контролируемых условиях
(день/ночь – 16/8 ч, 22/16°С, освещенность
190 мкМ/(м2 с)) с использованием эксперимен-
тальной установки искусственного климата (Инсти-
тут биоинженерии ФИЦ Биотехнологии РАН). По
два растения лука-порея каждого из четырех сортов
были собраны в конце июля (на стадии активного
роста и формирования ложного стебля) и середи-
не октября (сформирован ложный белый стебель)
(рис. 1). Растения анализируемых сортов лука-

Рис. 1. Растения лука-порея сортов Blauwgroene winter,
Columbus, Otina и Pandora, собранные в июле (а) и ок-
тябре (б). Масштабная линия соответствует длине
10 см. Содержание аскорбиновой кислоты (в) в белой
части (Б) и зеленых листьях (Л) этих растений; 1 – вре-
менная точка отбора июль, 2 – временная точка отбора
октябрь. Достоверные различия (P-value ≤ 0.05) между
содержанием АК в однотипных тканях в двух анализи-
руемых точках отбора отмечены звездочкой.
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порея различались толщиной и длиной ложного
стебля: толстый (диаметр 4–6 см) и короткий
(13–16 см) у сортов Blauwgroene winter и Pandora;
тонкий (2–3 см) и длинный (20–25 см) у сорта Co-
lumbus; толстый (4–6 см) и длинный (19–21 см) у
сорта Otina.

Определение аскорбиновой кислоты. Содержание
аскорбиновой кислоты определяли с помощью на-
бора “Enzytec™ L-Ascorbic acid” (R-Biopharm AG,
Германия) в двух биологических и трех техниче-
ских повторах.

Выделение РНК, синтез кДНК. Суммарную
РНК выделяли из корней, донца (видоизмененный
стебель), листьев (фрагменты взрослых листьев в
10 см от белой части) и белой части (ложный стебель;
поперечный срез диаметром 0.5 см отбеленного
ложного стебля в 2 см от донца) растений. Для
выделения и очистки РНК от примесей ДНК ис-
пользовали наборы RNeasy Plant Mini Kit и RNase
free DNasy set (QIAGEN, Германия). На основе
полученных препаратов синтезировали кДНК

(набор GoScriptтм Reverse Transcription System;
Promega, США).

Идентификация генов MDHAR и разработка
праймеров для ПЦР‒РВ. Последовательности ге-
нов MDHAR идентифицировали в доступных
транскриптомных данных (NCBI TSA; https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) видов Allium (A. cepa и
A. sativum). На основе найденных последователь-
ностей разрабатывали специфичные для каждого
гена MDHAR видов Allium праймеры для проведе-
ния ПЦР в реальном времени (ПЦР‒РВ).

Определение профиля экспрессии генов. Профиль
экспрессии идентифицированных генов MDHARs
определяли методом количественной ПЦР в реаль-
ном времени (ПЦР‒РВ) в корнях, донце, зеленых
листьях и отбеленной части ложного стебля расте-
ний лука ‒ порея. Относительный уровень экспрес-
сии исследуемых генов MDHARs оценивали, ис-
пользуя референсные гены GAPDH [21] и UBQ [22].
Для проведения ПЦР‒РВ использовали набор “Ре-
акционная смесь для проведения ПЦР‒РВ в при-
сутствии SYBR Green I и ROX” (ООО “Синтол”,
Россия) и термоциклер CFX96 Real ‒ Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories, USA). Ре-
акции проводили в двух биологических и трех тех-
нических повторах в следующих условиях: 95°C –
5 мин.; 40 циклов (95°C – 15 с, 62°C – 50 с). Для
статистической обработки результатов использо-
вали программу GraphPad Prism v. 8 (https://
www.graphpad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Содержание аскорбиновой кислоты в листьях и
белой части растений лука-порея. У четырех сор-
тов лука-порея, различающихся морфологией
ложного стебля (рис. 1а, б), было определено со-

держание аскорбиновой кислоты в листьях и бе-
лой части, в двух временных точках отбора (в
июле и октябре) (рис. 1в). У растений, собранных
в июле, содержание АК в белой части составило в
среднем 10.2 (у сортов Columbus и Otina), 13.8
(Blauwgroene winter) и 16.7 (Pandora) мг/100г, а в
зеленых листьях ее содержание было в 2.3–3.7 ра-
за выше, максимальное содержание выявлено в
листьях сорта Pandora (около 42.3 мг/100г). В рас-
тениях лука-порея, собранных в октябре, содер-
жание АК в белой части в сравнении со значени-
ями в июле либо не изменялось (сорт Otina), либо
снижалось (в 1.5 раза у сорта Blauwgroene winter и
Pandora), либо увеличивалось (в 1.9 раза у сорта
Columbus). В листьях содержание АК было сопо-
ставимо в обеих временных точках, при этом в ок-
тябре содержание АК было в 2.1–4.1 раз выше,
чем в белой части (рис. 1в).

Разработка праймеров для экспрессионного ана-
лиза генов MDHARs у образцов лука-порея. Так как
у лука-порея и других видов Allium последова-
тельности генов монодегидроаскорбатредуктаз к
настоящему времени не известны, сначала была
проведена идентификация генов MDHARs в до-
ступных транскриптомных данных (NCBI TSA)
родственных луку-порею видов A. cepa (лук реп-
чатый) и A. sativum (чеснок). В качестве референс-
ных последовательностей для поиска использовали
гены монодегидроаскорбатредуктаз спаржи As-
paragus officinalis (AoMDHAR1 (XM_020404726.1),
AoMDHAR4 (XM_020395983.1), AoMDHAR5
(XM_020385457.1)). В результате проведенного
поиска в транскриптомах A. cepa и A. sativum бы-
ли найдены транскрипты (GEOY01092914.1,
GFAK01049639.1 и GFAK01071117.1 – для A. cepa;
GFYZ01017298.1, GFAP01048520.1 и GFAP01035120.1 –
для A. sativum), гомологичные мРНК генов
AoMDHAR1, AoMDHAR4 и AoMDHAR5. Амино-
кислотные последовательности MDHAR видов
Allium и As. officinalis были высоко гомологичны
(MDHAR1 – сходство 86.6%, MDHAR4 – 84.8%,
MDHAR5 – 84.7%). На основе найденных последо-
вательностей трех генов MDHAR были разработа-
ны праймеры для проведения экспрессионного
анализа у лука- порея (табл. 1).

Определение профиля экспрессии генов MDHARs в
различных органах лука-порея. Методом ПЦР‒РВ
был определен профиль экспрессии гомологов ге-
нов MDHAR1, MDHAR4 и MDHAR5 в различных
органах растений лука-порея четырех анализиру-
емых сортов на двух стадиях развития растения: в
июле (активный рост и формирование ложного
стебля) и в октябре (ложный стебель сформиро-
ван) (рис. 2).

Экспрессия генов MDHAR выявлена во всех
анализируемых частях/органах лука-порея (рис. 2).
При этом уровни экспрессии гена MDHAR1 были
существенно выше экспрессии двух других генов.
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Таблица 1. Последовательности праймеров, использованные для проведения ПЦР−РВ.

Ген Последовательности праймеров (5'‒3') Размер ампликона, п.н.

MDHAR1
5'-TTTGAACCCTGGCGAGCTTG-3'

5'-CTGGCAGTAAGCGTTCTCCA-3'
155

MDHAR4
5'-CGCAGGTTATGCAGCTCTTG-3'

5'-CGCCTACGCAAGTATGAAATGC-3'
166

MDHAR5
5'-GGGGCTCGCATAGATAAGTTGA-3'

5'-TCCCACGGACTTATTCAGCC-3'
161

Рис. 2. Профиль экспрессии генов MDHAR1 (a, б), MDHAR4 (в, г) и MDHAR5 (д, е) в корнях (К), донце (Д), белой
части (Б) и листьях (Л) растений лука − порея сортов Blauwgroene winter, Columbus, Otina и Pandora, собранных в
июле (а, в, д) и октябре (б, г, е).
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Интересно отметить, что у собранных в июле рас-
тений лука-порея наблюдался сходный (между
сортами) профиль экспрессии гена MDHAR1
(рис. 2a). Максимальный уровень транскрипции
MDHAR1 выявлен в белой части растений лука-
порея, минимальный – в корнях и/или листьях. У
сортов Blauwgroene winter и Pandora уровни тран-
скрипции MDHAR1 в корнях и листьях были со-
поставимы, а у сортов Columbus и Otina в корнях
уровень экспрессии был выше, чем в листьях, в
1.3 и 1.5 раза, соответственно. В растениях, со-
бранных в октябре, сходный паттерн экспрессии
MDHAR1 наблюдался у сортов Blauwgroene winter,
Otina и Pandora: максимальный уровень тран-
скрипции – в листьях, минимальный – в донце. У
сорта Columbus уровни транскрипции MDHAR1
были сопоставимы в корнях и донце, в белой ча-
сти и листьях (рис. 2б).

В сравнении с образцами, собранными в июле,
в растениях, собранных в октябре, уровень экс-
прессии MDHAR1 вырос во всех анализируемых
органах (Pandora), в корнях, белой части и ли-
стьях (Otina), в корнях и листьях (Blauwgroene
winter), или только в листьях (Columbus) (рис. 3а).
В белой части растений сорта Blauwgroene winter
уровень экспрессии MDHAR1 не изменился (рис. 3а).

Профиль экспрессии гена MDHAR4 в растениях
лука-порея, собранных в июле, был сходным
между сортами – минимальный уровень тран-
скрипции в корнях, максимальный – в листьях
(рис. 2в). При этом в листьях сортов Blauwgroene
winter и Columbus уровень транскрипции
MDHAR4 был выше в 2.3 – 3.1 раза, чем у сортов
Otina и Pandora. В растениях, собранных в октяб-
ре, экспрессия MDHAR4 в листьях снижалась в 2.4
и 2.9 раза (Blauwgroene winter и Columbus) или,
наоборот, увеличивалась в 1.2 и 1.8 раза (Otina и
Pandora) (рис. 2г, 3б). В корнях в июле наблюдался
минимальный уровень транскрипции MDHAR4
(рис. 2в), а в корнях собранных в октябре в расте-
ниях лука-порея уровень транскрипции MDHAR4
значительно возрастал (в 3.2–12.0 раз) (рис. 2г). В
донце уровень транскрипции MDHAR4 по мере
роста растений снижался (Columbus, Otina и Pan-
dora), либо не изменялся (Blauwgroene winter), а в
белой части растений всех четырех сортов наблю-
далось снижение уровня транскрипции гена
MDHAR4 (рис. 3б).

В случае гена MDHAR5 сходный профиль и со-
поставимые уровни экспрессии были выявлены в
частях/органах (кроме корней) растений лука-
порея сортов Otina и Pandora (рис. 2д). Донце и
белая часть растений, собранных в октябре, ха-
рактеризовались сходным профилем экспрессии
MDHAR5 у пар сортов Blauwgroene winter/Otina и
Columbus/Pandora (рис. 2е). В сравнении с июлем
транскрипция MDHAR5 различалась: у сортов
Blauwgroene winter и Columbus (кроме корней)

Рис. 3. Разница между уровнями экспрессии генов
MDHAR1 (а), MDHAR4 (б) и MDHAR5 (в) в июле и в
октябре в органах растений лука − порея сортов Blau-
wgroene winter, Columbus, Otina и Pandora (К – корни,
Д – донце, Б – белая часть (ложный стебель), Л – ли-
стья). Положительные значения (>0) свидетельству-
ют о снижении в октябре уровней экспрессии генов
MDHARs, отрицательные значения (<0) – об увеличе-
нии уровней экспрессии генов MDHARs в октябре.
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происходило снижение уровня транскрипции
данного гена, у сорта Otina – увеличение в корнях
и листьях, а у сорта Pandora – рост только в ли-
стьях (рис. 3в).

Взаимосвязь содержания аскорбиновой кислоты
с уровнями экспрессии генов MDHAR лука − порея.
Полученные значения содержания АК в листьях
и белой части были сопоставлены с уровнями
транскрипции генов MDHAR1, MDHAR4 и
MDHAR5 лука ‒ порея (рис. 4). Была обнаружена
положительная корреляция (r = 0.60, P-value
0.0139) между экспрессией MDHAR4 и содержа-
нием АК в анализируемых тканях. Корреляции
между уровнями транскрипции генов MDHAR1 и
MDHAR5 и содержанием АК не выявлено (r = 0.07
и 0.05, P-value > 0.05) (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Рециклинг аскорбиновой кислоты является
одним из основных механизмов поддержания
внутриклеточного окислительно-восстановитель-
ного статуса [9]. Образующиеся при нейтрализации
активных форм кислорода окисленные формы
аскорбиновой кислоты (MDHA и DHA) способ-
ны восстанавливаться обратно до АК под дей-
ствием монодегидроаскорбатредуктаз (MDHAR)
и дегидроаскорбатредуктаз (DHAR) [4, 6].

Проведенный в настоящей работе поиск в
транскриптомных данных видов Allium последо-
вательностей, гомологичных генам MDHAR спаржи
A. officinalis, позволил разработать праймеры для
анализа экспрессии генов MDHAR1, MDHAR4 и
MDHAR5 в частях/органах растения лука-порея
A. porrum. Высокий уровень гомологии последо-
вательности ферментов MDHAR спаржи и видов
Allium может свидетельствовать о консервативно-
сти их роли в рециклинге АК, в том числе у анали-
зируемых сортов лука ‒ порея.

Подобно другим, известным белкам MDHAR
высших растений [10, 12, 15], анализируемые
MDHAR лука-порея, предположительно, лока-
лизованы в трех компартментах (цитозоле

(MDHAR1), митохондриях (MDHAR5) и перок-
сисомах (MDHAR4)) клетки, осуществляя вос-
становление АК [6, 7]. Для оценки роли данных
белков был проведен анализ экспрессии кодиру-
ющих их генов в различных частях растений лу-
ка-порея четырех сортов, различающихся мор-
фологией белой части.

Профиль экспрессии генов MDHAR1, MDHAR4
и MDHAR5 впервые был определен в корнях, дон-
це, белой части и листьях растений лука-порея,
собранных в июле (активный рост и формирова-
ние белой части) и в октябре (белая часть сфор-
мирована) (рис. 2, 3). Впервые было показано,
что зеленые (фотосинтезирующие) листья лука-
порея в обеих временных точках характеризуются
высоким уровнем экспрессии всех трех генов,
что может говорить о постоянном окислитель-
ном стрессе в процессе роста и взаимодействия с
окружающей средой. В белой части лука ‒ порея,
структурно являющейся нижней частью листьев,
также наблюдались сравнительно высокие уровни
экспрессии генов MDHAR1 и MDHAR5 (рис. 2), что
может свидетельствовать о высоком уровне окис-
лительного стресса в белой части, несмотря на от-
сутствие фотосинтеза.

Интересно отметить, что ген MDHAR5, коди-
рующий фермент митохондриальной локализа-
ции, в обеих точках отбора в целом активен во
всех частях растений всех сортов, обеспечивая,
возможно, системный ответ на окислительный
стресс при дыхании. О системном ответе, вероятно,
можно говорить и в отношении цитозольной формы
монодегидроаскорбатредуктазы (MDHAR1), хотя
наиболее высокие уровни экспрессии гена MDHAR1
соответствуют белой части и листьям, за исклю-
чением сорта Columbus, где экспрессия данного
гена высокая и в корнях, и в донце. В случае
MDHAR4 для всех сортов мы видим два различ-
ных профиля экспрессии гена для июля и для ок-
тября. В июле экспрессия MDHAR4 растет от корней
к листьям, что предполагает наибольшую специ-
фичность пероксисомного фермента к фотосин-
тезирующей ткани. В октябре профиль экспрессии

Рис. 4. Линейная регрессия уровней транскрипции генов MDHAR1 (а), MDHAR4 (б), MDHAR5 (в) и содержания аскор-
биновой кислоты (мг/100г сырой массы).
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MDHAR4 в целом сохраняется, за исключением
роста уровня транскрипции данного гена в кор-
нях в 3.5–7.0 раз (рис. 2в, г).

Учитывая функцию монодегидроаскорбатре-
дуктаз, увеличение экспрессии генов MDHARs тео-
ретически должно приводить к увеличению содер-
жания АК. В листьях и белой части растений лука-
порея было определено содержание аскорбиновой
кислоты (рис. 1в). Было выявлено, что растения
сортов Blauwgroene winter и Pandora, формирую-
щие толстый короткий ложный стебель (рис. 1б),
имеют сходное содержание АК в белой части и ди-
намику ее изменения в июле – октябре (рис. 1в). У
сорта Columbus, формирующего длинный тонкий
ложный стебель, в октябре содержание АК в белой
части увеличилось. У сорта Otina, формирующего
длинный толстый ложный стебель, содержание
АК в белой части достоверно не изменялось. Полу-
ченные данные могут свидетельствовать о разли-
чиях в ответе растений лука-порея на окислитель-
ный стресс в зависимости от сорта.

Интересно, что содержание АК у растений,
выращенных в теплице, оказалось ниже, чем у
растений тех же сортов, выращенных в полевых
условиях и собранных примерно в те же времен-
ные точки [23]. Это может свидетельствовать о
большем уровне окислительного стресса, испы-
тываемом растениями в постоянно меняющихся
условиях окружающей среды и воздействии стрес-
совых факторов при выращивании в поле. Тем не
менее, надо отметить, что соотношение содержа-
ния АК в белой части и в листьях у данных сортов
в целом сохраняется.

При сопоставлении данных экспрессии генов
MDHARs и содержания АК стало очевидно, что
уровень транскрипции MDHAR4 положительно
коррелирует с количеством АК в белой части и
листьях. В зеленых листьях наблюдалось высокое
содержание АК и высокий уровень транскрипции
MDHAR4, тогда как в ложном стебле как содержа-
ние АК, так и уровень MDHAR4 были значитель-
но ниже. Можно предположить, что высокий
уровень транскрипции MDHAR4 (кодирует пе-
роксисомальную форму MDHAR) в зеленых ли-
стьях лука-порея связан с активным восстановле-
нием монодегидроаскорбата, образующегося в
пероксисомах в результате инактивации АФК
[24, 25]. Корреляции между экспрессией генов
MDHAR1 и MDHAR5 и содержанием АК у лука-
порея не выявлено. Интересно, что у томата (So-
lanum lycopersicum) ранее была выявлена обратная
зависимость между экспрессией гена цитозоль-
но-пероксиcомальной монодегидроаскорбатре-
дуктазы (гомологична MDHAR1 лука ‒ порея) и
содержанием АК в плодах и листьях [13], что так-
же было подтверждено в экспериментах с транс-
генными растениями томата – сверхэкспрессия

гена MDHAR приводила к значительному сниже-
нию содержания аскорбата в плодах [26].

Ранее в растениях этих же сортов лука-порея
нами была выявлена положительная корреляция
между содержанием АК в зеленых листьях и уров-
нем транскрипции гена VTC2 (кодирует ключевой
фермент биосинтеза АК) и отрицательная корре-
ляция между этими показателями в белой части
растений [23]. Можно было бы предположить об-
ратную зависимость между уровнями транскрип-
ции VTC2 (синтез АК) и MDHAR (рециклинг АК).
Однако сравнение уровней экспрессии гена VTC2
и генов MDHARs с учетом содержания АК не вы-
явила между ними каких-либо явных взаимосвя-
зей, что предполагает существование более слож-
ных механизмов регуляции метаболизма АК.

Таким образом, в настоящей работе впервые
были определены профили экспрессии генов
MDHAR1, MDHAR4 и MDHAR5 в частях/органах
растений четырех сортов A. porrum, собранных в
двух временных точках (июль и октябрь), прове-
ден их сравнительный анализ. Показано, что пе-
риод активного формирования ложного стебля у
всех анализируемых сортов лука-порея характе-
ризуется аналогичными профилями экспрессии
генов MDHAR1 и MDHAR4. На стадии сформиро-
ванного ложного стебля и проявления морфоло-
гических особенностей строения ложного стебля
(длина, диаметр), исследуемые сорта демонстри-
руют различающиеся профили экспрессии генов
MDHARs, однако для всех четырех сортов выявлен
значительный рост уровня транскрипции гена
MDHAR4 в корнях. Полученные данные могут
свидетельствовать о том, что в процессе развития
растений лука-порея ответ на окислительный
стресс не зависит от сортовых особенностей, в то
время как реакция на стресс полностью сформиро-
ванных растений сортоспецифична. Оценка экс-
прессии генов MDHARs в сопоставлении с результа-
тами биохимического анализа выявили возможные
корреляции между уровнем транскрипции MDHAR4
и содержанием аскорбиновой кислоты в белой
части и зеленых листьях растений лука-порея.
Существование подобных корреляций может
иметь практическое значение для направленной
селекции новых сортов лука-порея с повышен-
ным содержанием аскорбиновой кислоты.

Работа выполнена при поддержке Минобрнауки
России в рамках соглашения № 075-15-2020-907 от
16.11.2020 о предоставлении гранта в форме суб-
сидий из федерального бюджета на осуществление
государственной поддержки создания и развития
научного центра мирового уровня “Агротехноло-
гии будущего”.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов.
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Проведено исследование динамики изменений фотохимической активности фотосистемы II (ФС II) и
низкотемпературных спектров при 77 К в первых листьях 11-дневных растений озимой пшеницы
Triticum aestivum L., а также структурных изменений хлорофилл-белковых комплексов (ХБК) тила-
коидных мембран в процессе восстановления после кратковременного (20 мин) прогревания при
температуре 42°C. Изменение отношений Fv/Fm, F735/F695, F735/F685 свидетельствует об ингиби-
ровании ФС II сразу после прогревания. С помощью неденатурирующего электрофореза показано,
что светособирающий Хл a/b комплекс ФС II агрегирует не сразу после прогревания, а через не-
сколько часов, после 6 ч наблюдается дезагрегация ХБК, что согласуется с увеличением отношения
Fv/Fm при восстановлении. Исследовано влияние температуры, интенсивности и качества света (бе-
лый, синий и красный свет) на восстановление активности ФС II и низкотемпературных спектров
флуоресценции. Сделан вывод, что восстановление является независящим от фотосинтеза светоак-
тивируемым низкоэнергетическим процессом, наиболее эффективным на синем свету.

Ключевые слова: Triticum aestivum, восстановление фотохимической активности, тепловой стресс,
фотосистема II, хлорофилл-белковые комплексы
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ВВЕДЕНИЕ

Обратимое ингибирование фотосинтеза явля-
ется одним из механизмов адаптации растений к
действию многих стрессовых факторов [1], и сте-
пень фотоингибирования зависит от баланса между
фотоповреждением и механизмом восстановле-
ния ФС II [2]. Однако механизмы ингибирования
фотосистем и их восстановления в различных
стрессовых ситуациях, в частности при кратко-
временном повышении температуры, исследованы
недостаточно. Считается, что восстановление
активности фотосинтетического аппарата (ФА),
сниженной в результате теплового стресса, зави-
сит от интенсивности и качества света, которые
являются одними из определяющих факторов [3–5].
Между тем механизмы действия кратковременного
теплового стресса на фотосинтез и пути восста-
новления фотосинтетической функции после
термоинактивации мало изучены. Одним из таких
стресс-защитных механизмов ФА от нагревания
и фотоингибирования может быть обратимая аг-

регация хлорофилл-белковых комплексов (ХБК)
фотосистем, а также денатурация ХБК [6]. Другим
механизмом защиты является перераспределение
энергии возбуждения между фотосистемами:
ССК ФС II из области, где локализована эта фо-
тосистема, может перемещаться в область, где ло-
кализована ФС I, благодаря чему энергия, погло-
щенная ССК, поступает преимущественно в ФС I,
которая более устойчива к стрессу, в частности к
тепловому [7], чем ФС II [8]. В повышении устой-
чивости к тепловому стрессу также могут быть
важны низкомолекулярные соединения, такие
как пролин, глицинбетаин, а также холин-содер-
жащие соединения [9, 10].

При этом одновременное исследование динами-
ки изменений фотохимической активности хло-
ропластов листа и структурных изменений ХБК
тилакоидных мембран ранее не проводилось.
Между тем изучение этой динамики могло бы по-
мочь установить связь фотохимических измене-
ний хлоропластов со структурными изменениями
ХБК фотосистем.

Целью исследования было изучение влияния
кратковременного теплового стресса при 42°C

Сокращения: КВК – кислородвыделяющий комплекс, ФА –
фотосинтетический аппарат, Хл – хлорофилл.

УДК 581.1.533.37;541.144.7
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(20 мин) на динамику светозависимого восстанов-
ления фотохимической активности ФС II, сопря-
женной с восстановлением электрофоретической
подвижности ХБК. Мы предполагаем, что обрати-
мые структурно-функциональные изменения ХБК
фотосистем являются защитным механизмом для
диссипации избыточной энергии возбуждения
вследствие ингибирования при термоинактива-
ции системы ассимиляции СО2 и/или кислород-
выделяющего комплекса (КВК) ФС II.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В опытах использовали 11-дневные проростки

озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Мос-
ковская 35, которые выращивали на песке с до-
бавлением раствора Кнопа при интенсивности
света I = 150 мкмоль квантов ФАР/(м2 с), полу-
ченного от ламп ДРЛФ400 с фотопериодом 16 ч,
при температуре 22°C. Для опытов отбирали оди-
наковые по размерам растения и помещали про-
ростки в водяной термостат MLW U2 (VEB MLW
PRUFGERATE WERK MEDINGEN, DDR) при
температуре 42°C (20 мин), полностью погружая
проростки в воду. Затем проростки помещали в
питательный раствор Кнопа и выдерживали при
таких же условиях, какими они были до прогрева-
ния, но при разных интенсивностях света (слабой –
60 μЕ/(м2 с), умеренной – 300 μЕ/(м2 с), сильной –
800 μЕ/(м2 с)) при 22°C. Вместе с этим при восста-
новлении использовали три варианта освещения с
помощью белых, красных и синих светодиодов
(“TH NEON Ltd.”, Россия), характеристики ко-
торых были верифицированы с помощью широ-
кодиапазонного спектрометра S100 (“Solar Laser
Systems”, Беларусь). Максимумы полос излучения
синих светодиодов – 463 нм, красных – 656 нм,
полуширина полос – около 20 нм. В ряде экспе-
риментов в питательную смесь был добавлен хло-
рамфеникол в конечной концентрации 0.001 М.

Активность ФС II измеряли в первых листьях
проростков с помощью метода переменной флуо-
ресценции, используя фосфороскоп [11]. Флуо-
ресценцию возбуждали синим светом с λм = 480 нм
(0.15 Вт / м2), который был сфокусирован на пло-
щадке 5 × 20 мм в верхней трети поверхности ли-
ста. Действующий свет (100 Вт/м2, λ > 660 нм)
пропускался через стеклянный светофильтр
КС18 (“ЛОМО”, Россия). Измеряемые парамет-
ры были F0, Fv, Fm. F0 и Fm ‒ уровни начальной и
максимальной флуоресценции Хл а соответствен-
но [12], Fm – свето-индуцированные изменения
флуоресценции Хл а. Рассчитывался максималь-
ный квантовый выход ФС II ‒ отношение Fv/Fm.

Структурные изменения ХБК комплексов ана-
лизировали с помощью измерения спектров низ-
котемпературной флуоресценции при возбужде-
нии светом λм = 435 нм и возбуждения флуорес-

ценции листьев (λм = 685 нм) при 77 К на
спектрофлуориметре Hitachi-850 (Hitachi Ltd.,
Япония). Высечки листьев помещали в стеклян-
ные трубки, а затем в сосуд Дьюара с жидким азо-
том, который устанавливали в камере измерения
флуориметра. Количество измерений в каждом
опыте было не менее трех. При этом находили оп-
тимальное направление возбуждающего света (λm =
= 435 нм), падающего на поверхность листа, чтобы
рассеяние падающего света было минимальным.

Хлоропласты и частицы ФС II получали по ме-
тоду [13]. К выделенным частицам ФС II (концен-
трация Хл = 2 мг / мл в 50 мМ Mes-буфере (рН 6.0) с
10% (w/v) глицерина и 1 М сахарозы) добавляли
водный раствор n-додецил-β-D-мальтозида (ДМ)
(10%) при соотношении ДМ/Хл равном 10 : 1
(w/w) и инкубировали при 4°C в течение 45 мин,
после чего добавляли 3 объема 50 мМ Mes-буфера
(рН 6.5) и центрифугировали при 28000 g 20 мин при
4°C. Супернатант с концентрацией Хл = 15 мкг/мл
использовали для электрофореза. При этих усло-
виях в супернатанте находится преимущественно
ФС II с малой примесью ССК ФС II.

Для неденатурирующего полиакриламидного
гель-электрофореза (PAGE) ХБК солюбилизиро-
вали из мембран тилакоидов. Для этого мембра-
ны (15 мкг/мл Хл) смешивали с раствором 0.45%
(ДМ), 0.1% додецилсульфат лития (ЛДС), 10%
глицерин в 25 mM Mes-буфере, рН 6.5 при соот-
ношении детергент/хлорофилл равном 20 : 1 (w/w).
После инкубации 30 мин на льду образцы цен-
трифугировали при 45000 g, 20 мин. Для анализа
использовали супернатант.

Содержание димеров, мономеров ФС II и агре-
гатов ССК в тилакоидных мембранах контролиро-
вали, используя метод электрофореза в полиакри-
ламидном геле согласно [14] c Дерифатом-160
(β,a-laurel D-iminopropiodinate) в 12%-ном PAGE
в цилиндрических трубках. Электрофорез прово-
дили при 85 В в темноте при 4°С.

Для определения флуоресцентных параметров
(Fv, Fm, F0), а также низкотемпературной спектро-
скопии и содержания пигментов использовали не
менее 10 листьев в каждом эксперименте. Все
анализы повторялись от 3 до 7 раз. Достоверность
экспериментальных данных оценивалась с ис-
пользованием критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Активность ФС II. Кратковременное прогрева-

ние проростков при 42°C сопровождалось замет-
ным падением максимального квантового выхода
флуоресценции Fv/Fm, характеризующим фото-
химическую активность ФС II, с величины 0.75–
0.77 (контроль) до 0.50–0.55 (в опыте сразу после
обработки) (рис. 1). Однако при этом величина
постоянной флуоресценции Хл а (F0) практиче-
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ски не изменялась. При последующем выдержи-
вании термоинактивированных проростков на
свету наблюдается дальнейшее снижение отно-
шения Fv/Fm. Причем, если проростки инкубиро-
вать в темноте, то это снижение происходит более
длительное время (рис. 2). На белом свету снижение
активности продолжалось примерно в течение
10–24 ч, затем наблюдалась некоторая стабилизация
и постепенное восстановление. Выдерживание
проростков в термостате при комнатной темпера-
туре (20 мин) практически не влияет на величину
максимального квантового выхода.

Восстановление активности ФС II и электро-
форетической подвижности ХБК зависели от ин-
тенсивности и спектрального качества света, при
которых выдерживались проростки. При одина-
ковой интенсивности освещения синий свет был
наиболее эффективен для восстановления по срав-
нению с белым и красным светом (рис. 2). Пре-
имущество синего света, по-видимому, связано с
активацией синтеза белков, участвующих в вос-
становлении ФС II. В темновых условиях восста-
новление практически не наблюдалось. Ингибитор
белкового синтеза хлорамфеникол (0.001 М) по-
давлял восстановление ФA (рис. 2).

Было показано, что предварительное прогре-
вание проростков при 40°C в течение 20 мин
приводит к некоторому увеличению первичной
теплоустойчивости, а также к заметному усиле-
нию скорости репарации КВК и ФС II после вто-
ричного теплового шока (рис. 3).

В спектрах низкотемпературной флуоресцен-
ции контрольных и опытных растений наблюда-
лись три полосы с максимумами при 685, 695 и

735 нм. Как известно, две первые полосы отражают
состояние хлорофилла в ХБК ФС II [15]. Максимум
при 735 нм соответствует ХБК ФС I. Амплитуда
максимумов 685 и 695 нм заметно изменялась
сразу после прогревания, что приводило к возрас-
танию отношений F735/F695 и F735/F685 нм
(табл. 1). Через 6 ч эти соотношения восстанавли-

Рис. 1. Изменения максимального квантового выхода
ФС II (Fv/Fm) в листьях 11-дневных проростков ози-
мой пшеницы, подвергнутых (белые символы) и не
подвергнутых (черные символы) тепловому стрессу
при 42°C (20 мин). После прогревания проростки вы-
ращивали на слабом, умеренном и сильном свету при
22°C (n = 10). 1 – контроль, слабый свет; 2 – контроль,
сильный свет; 3 – прогрев, слабый свет; 4 – прогрев,
умеренный свет; 5 – прогрев, сильный свет.
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Рис. 2. Изменения максимального квантового выхода
ФС II (Fv/Fm) при нагревании проростков пшеницы
при 42°C в течение 20 мин в темноте и при их после-
дующем постстрессовом восстановлении в различ-
ных световых условиях: (1) проростки, не подвергну-
тые нагреванию (контроль); (2) белый светодиодный
свет интенсивностью 100 μмоль квантов/(м2 с); бе-
лый (5), синий (3) и красный (6) светодиодный свет
интенсивностью 8 μмоль квантов/(м2 с); (7) без света;
(4) проростки без нагревания + хлорамфеникол (ХА);
(8) ХА + нагревание и восстановление при 100 μмоль
квантов/(м2 с). Показаны средние величины из 3 не-
зависимых опытов со стандартной ошибкой.
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Таблица 1. Изменения отношений F735/F695 и
F735/F685, рассчитанных из низкотемпературных
спектров флуоресценции при 77 К при нагревании
(42°C, 20 мин) и последующем восстановлении про-
ростков пшеницы на свету.

Примечание. Часть проростков выращивали в течение 48 ч
при +20°C, не подвергая каким-либо обработкам (кон-
троль), другую часть подвергали термоинактивации при
42°C, затем восстанавливали после тепловой обработки в те-
чение 6 и 48 ч на белом свету (I = 60 μмоль квантов/(м2 с).
Спектры флуоресценции листовых сегментов регистрирова-
ли на длинах волн 685, 695 и 735 нм при λвозб = 435 нм сразу
после термоинактивации (0), через 6 ч (6) и 48 ч (48) после
теплового стресса. Каждая величина соответствует среднему
из 5‒7 измерений. Различия между контрольными и под-
вергнутыми тепловому стрессу проростками, кроме строки 0
недостоверны (P > 0.01).

Время, ч F735/F695 F735/F685
0 (контроль) 4.0 ± 0.15 4.1 ± 0.1

48 (контроль) 4.1 ± 0.3 4.3 ± 0.2
0 5.5 ± 0.25 4.8 ± 0.15
6 3.6 ± 0.15 3.4 ± 0.25

48 3.9 ± 0.2 3.9 ± 0.2
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вались до исходного уровня на свету низкой ин-
тенсивности. Такие изменения могут повлиять и
на результаты разделения ХБК в условиях неде-
натурирующего электрофореза.

Анализ на основе полиакриламидного гель-элек-
трофореза. Метод неденатурирующего электрофо-
реза позволяет сохранять связи белок-хлорофилл и
тем самым исследовать субкомплексы ФС II при
тепловом стрессе и последующем восстановле-
нии активности ФС II.

На рис. 4 показаны результаты электрофоре-
тического разделения препаратов тилакоидных
мембран, выделенных из листьев контрольных
непрогретых проростков (дорожка 1), прогретых
при 42°C (дорожка 2) и затем восстановленных
через 6 ч (дорожка 3) и 24 ч (дорожка 4) проростков.

Обнаружено 5 основных пигментированных
фракций (полос), а также свободный хлорофилл.
Эти фракции представлены мономером (1), диме-
ром (2) и тримером (4) ССК ФС II, ПБК ФС I (3), а
также димером корового комплекса ФС II (5).
Сразу после прогревания интенсивность полос 2,
4 и 5 уменьшалась и через 6 ч экспозиции на отно-
сительно сильном свету (1500 мкМ квантов/(м2 с))
падала до минимума. При этом наблюдалось по-
явление полосы на старте дорожки 2, которая, как
мы предполагаем, принадлежит к агрегатам ХБК.
Эта полоса агрегата исчезала через 24 ч после про-
гревания и не появлялась при освещении прогре-

тых проростков на свету низкой интенсивности
(40 мкМ квантов/(м2 с)) (данные не показаны).

ОБСУЖДЕНИЕ
ФС II является одним из самых чувствитель-

ных компонентов ФА при действии стрессовых
факторов, в частности повышенных температур
[8, 16]. Особенно чувствительна к нагреванию си-
стема выделения кислорода, например, по дан-
ным Thompson с соавт. [17] тепловая инактивация
системы выделения О2 осуществляется при до-
статочно низких температурах – 30‒40°C.

Наиболее вероятно, что тепловой стресс дей-
ствует на донорную сторону ФС II [16, 18], стиму-
лируя освобождение белка PsbO из марганецсо-
держащего кластера, а затем ионов марганца, что
приводит к снижению флуоресценции Хл [19].

Рис. 3. Влияние предобработки при 40°C на восста-
новление активности ФС II (Fv/Fm) проростков пше-
ницы, подвергнутых в течение 20 мин тепловому шо-
ку при 43°C: (1) необработанные растения (кон-
троль); (2) после предобработки при 40°C часть
растений инкубировали 24 ч на белом светодиодном
свету (I = 40 μмоль квантов/(м2 с)), затем подвергали
тепловому шоку (20 мин, 43°C) и инкубировали на
свету (20 μмоль квантов/(м2 с)), (3) другую часть рас-
тений не предобрабатывали и сразу подвергали теп-
ловому шоку при 43°C. Показаны средние величины
из 5 независимых опытов со стандартной ошибкой.
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Рис. 4. Гель-электрофорез ХБК мембран, выделен-
ных из листьев проростков пшеницы непрогретых (1)
и прогретых при 42°C (20 мин), затем использован-
ных для анализа после освещения (I = 300 μЕ/(м2 с))
в течение 0 ч (2), 6 ч (3) и 24 ч (4). Для загрузки элек-
трофорезных трубок была использована суспензия с
концентрацией Хл = 25 мкг/гель. Использованы мар-
керы определенного молекулярного веса: миозин,
205 кДа; бычий сывороточный альбумин, 68 кДа; кар-
боангидраза, 29 кДа. Стрелками показаны (1) моно-
мер, (2) димер и (4) тример ССК II, (3) комплекс ФС I,
(5) димер корового комплекса ФС II, (FP) свободные
пигменты.
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Эти процессы проявляются достаточно быстро и
при этом не происходит окислительное повре-
ждение. Отсутствие изменений основной флуо-
ресценции F0 и содержания Хл в листьях, обнару-
женных нами при исследованных температурах,
согласуется c обратимостью ингибирования ак-
тивности ФС II. Однако при достаточно высокой
температуре F0 возрастает, что интерпретируется
как результат отделения ССК II от коровых ком-
плексов ФС II [20].

Нами обнаружено, что эффект ингибирования
активности ФС II и фотосинтеза усиливается со
временем при выдерживании проростков на до-
статочно сильном свету и выражен тем сильнее,
чем выше интенсивность света, при которой вы-
держиваются проростки (рис. 1). Можно предпо-
ложить, что после теплового стресса в диапазоне
температур 40‒42°C фотоингибирование проис-
ходит даже при относительно низких интенсив-
ностях света и для восстановления активности КВК
и ФС II после ингибирования важны протеолиз по-
врежденных и синтез новых белков фотосистем.

Известно, что ХБК СР43 и СР47 играют важ-
ную роль в поддержании структурной целостно-
сти ФС II и ее способности к выделению кисло-
рода [21]. Изолированные комплексы СР43 и
СР47 обычно характеризуются полосами испус-
кания низкотемпературной флуоресценции при
77 К с максимумами при 685 и 695 нм (F685 и F695)
соответственно [15]. Приблизительно такие же
максимумы обнаруживаются и при регистрации
флуоресценции нативных листьев [22]. Ранее в на-
ших опытах на листьях пшеницы [4] были обнару-
жены 3 полосы флуоресценции: длинноволновая
полоса, связанная с ФС I, и полосы с максимума-
ми около 695 и 685 нм, которые принадлежат ФС II.
Заметное снижение интенсивности полос с макси-
мумами 685 и 695 нм наблюдалось сразу после на-
гревания при 42°C (табл. 1). Так как содержание
пигментов после нагревания изменялось мало, мы
предполагаем, что эти снижения связаны с пере-
распределением энергии возбуждения от ФС II к
ФС I за счет передвижения ССК ФС II в стро-
мальную область. Это обратимый процесс и мож-
но предположить, что не более чем через 6 ч после
теплового стресса восстанавливается прежнее рас-
пределение энергии от ССК на ФС II. Динамика из-
менения электрофоретической подвижности зеле-
ных зон зависела от интенсивности света, исполь-
зуемого для восстановления. На сильном свету
через 6 ч содержание ХБК комплексов снижалось
(рис. 4), а интенсивная полоса, обнаруженная на
старте дорожки 2, связанная с агрегацией высо-
комолекулярных ХБК, исчезала. Эти факты мо-
гут объясняться модификацией белков и ХБК
ФС II, прежде всего ССК ФС II, в условиях
сильного фотоингибирования. Увеличение от-
ношений F735/F695 и F735/F685 может также

свидетельствовать о перераспределении погло-
щенной энергии в пользу ФС I. Такой защитный
эффект против фотоингибирования и теплового
стресса описан в литературе и может быть связан
с агрегацией ССК ФС II с частью белков корового
комплекса ФС II [6, 22].

Было показано [23], что потеря кислородвыделя-
ющей функции предшествует изменениям структу-
ры комплекса и диссоциации внешних Хл-белков
корового комплекса, например, СР43 и СР47, а
также других комплексов с последующим их про-
теолизом. Этот вопрос был изучен в наших экспери-
ментах по динамике изменений пигмент-белковых
и субмолекулярных комплексов ФС II. Факт по-
слестрессового снижения фотохимической ак-
тивности ФС II с лаг-периодом, длящимся не-
сколько часов, может свидетельствовать в пользу
предположения о запуске эндогенных механиз-
мов деградации белков ФС II. Возможно, тепло-
вой стресс приводит к освобождению из лизосом
протеолитических ферментов, либо активируются
пептидазы, локализованные в люмене тилакоидов.
В то же время, вероятно, происходит и запуск ме-
ханизмов, восстанавливающих биосинтез белков
ФС II и их включение в поврежденные комплексы.
То, что синтез хлоропластных белков de novo хотя
бы частично необходим для восстановления ак-
тивности ФС II следует из наших данных по от-
сутствию заметного восстановления активности
ФС II в присутствии ингибитора синтеза белка
хлорамфеникола и максимальному восстанови-
тельному эффекту синего света (рис. 2).

Нами также изучен эффект температурного за-
каливания, который важен для восстановления
фотохимической активности ФС II. Было показа-
но, что предварительное нагревание проростков
при 40°C в течение 20 мин приводит к последую-
щему увеличению первичной термо- и фоторези-
стентности, а также к усилению скорости репара-
ции КВК и ФС II после вторичного теплового
шока (рис. 3). Эти результаты позволяют предпо-
ложить, что в восстановлении, как после темпе-
ратурного шока, так и при фотоингибировании
могут участвовать белки теплового шока.

Известно, что синий свет индуцирует биосин-
тез белка и увеличение содержания хлорофилла в
растениях [24]. Кроме того, опыты с мутантами
растений с дефицитом фототропинов и выращива-
ние растений при разном соотношении красного и
синего света показали положительное действие си-
него света, который поглощается криптохромами
и фототропинами. Он оптимизирует фотосинтез,
стимулируя эффективность поглощения света,
уменьшая фотоповреждения и регулируя газооб-
мен между листьями и атмосферой, в частности,
увеличивая фотохимическую активность ФС II
(Fv/Fm) [25, 26]. Предполагается, что эти эффекты
есть следствие оптимального расположения хло-
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ропластов при освещении листьев синим светом
и оптимизации функционирования устьиц на
поверхности листа, что важно для увеличения
скорости поглощения СО2. Это согласуется с вы-
сокой эффективностью восстановления ФС II,
обнаруженной нами на синем свету. Мы также
обнаружили, что в присутствии ингибитора бел-
кового синтеза хлорамфеникола восстановление не
происходит. Поэтому, мы предполагаем, что для
восстановления ФС II в процессе фотоингибиро-
вания важен синтез белков фотосистем, а также
эффективный протеолиз поврежденных стрессом
белков [4].

Ранее было показано [16], что высокая темпе-
ратура лимитирует способность растений ис-
пользовать световую энергию и усиливает эффект
фотоингибирования. По-видимому, этот эффект
проявляется и при послестрессовом восстановлении
ФС II, так как на сильном свету восстановление
ФС II было существенно замедлено по сравнению с
восстановлением на свету низкой интенсивности
(рис. 1).

Таким образом, прогревание проростков пше-
ницы в течение 20 мин при 42°С и последующее
выдерживание на свету высокой интенсивности
стимулирует агрегацию ССК ФС II, а также мо-
номеров и димеров ФС II. Эти изменения корре-
лируют со снижением активности ФС II, которая,
на достаточно сильном свету, вероятно, обуслов-
лена структурными перестройками и модифика-
цией ХБК. Можно также предположить, что агре-
гация и структурно-функциональные изменения
ХБК фотосистем являются защитными механиз-
мами, увеличивающими диссипацию избыточ-
ной энергии возбуждения.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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С момента посадки растения подвержены поражению различными видами патогенов, в том числе и
вирусами. Традиционный подход в борьбе с вирусными, грибными и бактериальными инфекциями
предполагает применение пестицидов, также отбор сортов, устойчивых к патогенам. Помимо фун-
даментальных аспектов, механизм РНК-интерференции, обусловленный способностью элимини-
ровать чужеродные нуклеиновые кислоты, применим для повышения устойчивости растений к раз-
личным видам биотических стрессов. Этот подход заключается в применении эндогенных и экзо-
генных коротких интерферирующих РНК. Феномен “суперинфекция” был открыт в 1929 году. Он
предполагает устойчивость растения, пораженного ослабленной формой вируса, к повторному
заражению наиболее патогенным штаммом того же вируса. В данной статье процесс повторной
инокуляции мы именуем суперинокуляцией. Суперинокуляция подразумевает повторное иноку-
лирование растения дикой формой вируса после инфекции растений мутантной формой вируса,
не содержащей патологической активности, что запускает ответную реакцию фитоиммунитета на
последующее вторжение дикого типа. При повторной инокуляции растений табака (Nicotiana ben-
thamiana) диким типом вируса, которые были предварительно инфицированы мутантной формой
вируса кустистой карликовости томатов (Tomato bushy stunt virus), дефектной по белку-супрессору,
растения демонстрировали фенотип восстановления, представленный элиминацией геномной
РНК Tomato bushy stunt virus и его вирусного супрессорного белка в тканях растений.
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мунитет, мутант, системная инфекция, инокуляция
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ВВЕДЕНИЕ
Вирусы являются причиной различных забо-

леваний растений, тем самым нанося огромный
вред развитию сельского хозяйства. Полная невос-
приимчивость растительного организма к вирус-
ной инфекции называется иммунитетом. Один из
способов невосприимчивости – консервативный
путь, характерный для эукариот, – механизм РНК-
интерференции.

РНК-интерференция – эволюционно консер-
вативный и специфичный к последовательности
нуклеиновых кислот механизм, запускающийся
двухцепочечными молекулами РНК и регулирую-
щий процесс экспрессии генов у эукариот. РНК-
интерференция является защитой организма от
посторонних нуклеиновых кислот, тем самым яв-
ляясь одной из основных линий иммунитета против
вирусных инфекций [1]. Репликация вируса ак-
тивирует процесс запуска РНК-интерференции.

В инфицированных клетках индукторами про-
цесса являются различные типы двухцепочечных
молекул РНК. Длинные двухцепочечные РНК воз-
никают в процессе репликации вируса (для РНК ви-
русов), двунаправленной транскрипции вирусного
генома (для ДНК вирусов), внутримолекулярного
спаривания вирусных РНК и их биосинтеза de novo
эндогенными РНК-зависимыми РНК-полимера-
зами [2]. Эндорибонуклеаза Dicer и остальные
представители семейства белков Dicer (DCL –
Dicer-Like enzymes) процессируют двухцепочеч-
ные РНК в вирусные короткие интерферирующие
РНК (киРНК). Данный вид малых интерферирую-
щих РНК интегрируется с белками семейства AGO
(Argonaute proteins), формируя тем самым РНК-
индуцированный комплекс замалчивания генов
(RNA-induced silencing complex – RISC-ком-
плекс). Инкорпорированная молекула короткой
интерферирующей РНК комплементарна после-
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довательности таргетированного вируса и является
направляющей силой транскрипционного сай-
ленсинга генов посредством РНК-направленного
метилирования ДНК для подавления транскрип-
ции гомологичных ДНК или пост-транкрипци-
онного сайленсинга генов, что включает в себя
сплайсинг и деградацию или трансляционную ре-
прессию вирусных РНК [3].

Короткие РНК наряду с микро-РНК участвуют
во множестве биологических процессов, включая
процессы развития и ответа к стрессовым факто-
рам [4]. Существует три типа взаимодействий
между растительными вирусами и ки-РНК расте-
ния-хозяина: прямой эффект ки-РНК на вирусный
патоген; непрямой эффект вирусной инфекции на
популяцию ки-РНК; эффект вирусных супрессор-
ных белков на популяцию ки-РНК, что часто ведет
к развитию симптомов. ки-РНК, помимо регуля-
ции эндогенной экспрессии генов, участвуют в
иммунных реакциях, выступая как малые интер-
ферирующие РНК, нацеленные на вирусный ге-
ном [5].

Tomato bushy stunt virus (TBSV) – вирус рода
Tombusvirus, семейства Tombusviridae, смысловой
одноцепочечный РНК-вирус [6]. В первую оче-
редь TBSV инфицирует корни, при системном рас-
пространении инфекции колонизирует все типы
клеток. Вирионы были найдены во всех частях
растительной клетки, включая цитоплазму, ядро,
митохондрии и клеточные вакуоли. В природных
условиях TBSV распространяется в почве без по-
мощи какого-либо вектора. В условиях экспери-
мента применяется механическая инокуляция [7].

Белки-супрессоры играют ключевую роль в
подавлении защитной РНК-интерференции,
успешной аккумуляции вируса и его распростра-
нении в тканях растений [8]. Белок-супрессор P19
вируса кустистой карликовости томатов является
фактором патогенности, важность которого вы-
ражается в развитии симптомов инфекции [9].

Функция P19 заключается в том, что в ходе ин-
фекции белок электростатически взаимодействует с
обильно циркулирующими вирусными малыми ин-
терферирующими РНК, делая их недоступными для
программирования RISC-комплекса, активность
которого направлена на разрушение вирусной РНК.
В конечном счете происходит накопление вирус-
ных молекул РНК в инфицированном растении.
Кроме этого было установлено, что P19 также
препятствует процессу защитного метилирова-
ния микроРНК [10]. Супрессорная активность
P19 поддерживает уровень РНК вируса кустистой
карликовости томатов на протяжении инфекции
и способствует повышению аккумуляции других
вирусных белков, индуцирующих симптомы [11].
Возможно, что белок-супрессор P19 имеет сродство
к дуплексам или шпилькам микро-РНК [12], тем
самым опосредуя вызванные симптомы функциями

важных для развития эндогенных РНК. Быстрая
аккумуляция вирусных двухцепочечных РНК
приводит к насыщению доступного пула RISK-
комплекса, приводя к отсутствию возможности
связывать ки-РНК.

В растениях N. benthamiana, лишенных экс-
прессии белка P19 происходит активация РНК-
интерференции, которая приводит к деградации
вирусной РНК посредством RISC-комплекса. В
присутствии димера P19 происходит связывание
белка-супрессора с малыми интерферирующими
РНК, что предотвращает активацию RISC-ком-
плекса и, соответственно, приводит к системной
инфекций. Кроме этого, белки-продукты генов
резистентности (R-гены) распознают увеличен-
ную экспрессию белка P19 и запускают реакцию
сверхчувствительности [13].

Феномен “суперинфекция”, открытый в 30-е гг.
XX века, предполагает устойчивость растения, по-
раженного ослабленной формой вируса к повтор-
ному заражению наиболее патогенным штаммом
того же вируса [14]. Это явление характерно также
для вирусов животных и бактерий. Данный под-
ход применялся для защиты растений от вирус-
ных патогенов. Некоторые из примеров вирусов,
для которых такой подход оказался успешным,
включают вирус желтой мозаики кабачков в ка-
бачках, дынях и арбузах, вирус томатной мозаики
в помидорах и перце и вирус кольцевой пятни-
стости папайи в папайе [15].

Механизм РНК-интерференции активно приме-
няется в течение последних десяти лет как инстру-
мент в исследованиях функции генов. В добавок к
фундаментальным аспектам, механизм используется
для повышения резистентности растений к различ-
ным видам биотического стресса. Данный механизм
может быть использован для контроля сельско-
хозяйственно значимых заболеваний растений [16].
Такой подход предполагает применение эндоген-
ных (трансгенные растения) [17] и экзогенных
(экзогенная обработка или деградирующие носите-
ли) [18] ки-РНК. Вследствие ограничений в разра-
ботке генетически модифицированных растений
исследования в области фундаментальных меха-
низмов фитоиммунитета и разработка подобных
подходов предполагают использование альтерна-
тивных подходов против вирусных патогенов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка материала для инокуляции. Расте-
ния Nicotiana benthamiana выращивали в теплице
в условиях 16-часового фотопериода (16 ч – день,
8 ч – ночь) при средней температуре – 24–26°C,
влажности – 75–80%). В качестве источника све-
та использовали лампы Bulbs Econ, 230 В. С це-
лью равномерного распределения света растения
перемещали по стеллажам каждые 3–5 дней.
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Рестрикция выделенных плазмид pUC19 была
проведена рестрикционной эндонуклеазой Sma I
(Thermo Fisher Scientific, США). Линеаризованные
плазмиды далее служили матрицей для синтеза
матричной РНК вируса кустистой карликовости
томатов (TBSV wt) [19] и его мутантной формы
(TBSVΔP19), которая была сконструирована за-
меной нуклеотидов в последовательности старт
кодона Р19 белка в субгеномной РНК вируса, что
привело к отсутствию считывания белка Р19 [20].
Транскрипты синтезировали полимеразой Т7 (T7
Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific, США).
При этом в реакцию синтеза транскриптов не был
включен аналог кэп-структуры. Реакция in vitro
транскрипции была проведена согласно руковод-
ству производителя. Рабочая концентрация тран-
скриптов составляла 5–10 нг/мкл на одно расте-
ние в 10 мМ натрий-фосфатном буфере, объемом
500–1000 мкл [21].

Для суперинокуляции были очищены вирионы
вируса кустистой карликовости томатов методом
колоночной хроматографии на гидроксиапатите
[22]. Параметры колонки: диаметр – 25 мм, высо-
та – 5 см. В колонку вносили 5 мл раствора гид-
роксиапатита в фосфатном буфере (Hydroxyapatite
Bio-Gel, BioRad, США) в качестве неподвижной
фазы. Буфер содержал 0.01 М натрий-фосфатный
буфер (pH 6.8) и 0.02% азида натрия. В качестве
подвижной фазы использовали 12 мл 10 мМ на-
трий-фосфатного буфера (pH 6.9). В колонку
вносили грубый экстракт инфицированного рас-
тения. Апикальные листья N. benthamiana с ярко-
выраженными симптомами гомогенизировались
в 1 мл ТЕ-буфера (Tris-HCl 100 мМ, pH 8.0; 1 мМ
ЕДТА). Далее гомогенат центрифугировали 25 мин
при 10000 об/мин, 4°C. Супернатант объемом 1 мл
вносился в колонку. Сбор фракций вирионов был
проведен последовательно с периодическим про-
пусканием фосфатного буфера через колонку. На-
личие очищенных вирионов в собранных фракциях
было определено методом экспресс-теста, кото-
рый будет описан далее.

Инокуляция растений. В возрасте 30–35 дней
растения N. benthamiana подвергали отбору для
соблюдения одинаковых условий эксперимента.
Критериями отбора служили общая вегетативная
масса, высота растения и степень развития листо-
вых пластинок.

Для улучшения проникновения вирусного ма-
териала инокуляция была проведена методом ме-
ханической инокуляции, при котором поверхность
листовых пластинок повреждалась абразивным
материалом с дальнейшим втиранием суспензии
с вирусным материалом. В качестве абразивного
материала использовали оксид кремния (celite).

Суспензия с вирусным материалом состояла
из вирионов и 10 мМ натрий-фосфатного буфера
(pH 6.8) в соотношении 1 : 3. Рабочая концентра-

ция вирионов – 200 нг/мкл. В случае инокуляции
транскриптами, синтезированными в условиях
in vitro, также использовался 10 мМ натрий-фос-
фатный буфер для разведения материала. Для
инокуляции были отобраны 2–3 листа со средне-
го яруса.

Определение вирионов Tomato bushy stunt virus в
инфицированных растениях. Для подтверждения
наличии инфекции в растениях был использован
экспресс-тест определения вирусных частиц [23].

Первичные антитела против вирусных частиц
TBSV были получены из мышей BALB/C после
долгого периода иммунизации, который занял
8 недель. При получении антител всего было по-
ставлено 10 инъекций: (1) первые 5 поставили в
течение первых 4-х недель, и (2) следующие
5 инъекций – 2-х последних недель. На 9 неделе
происходил сбор антител. Иммунизация была
проведена посредством использования полного и
неполного адъювантов Фрейнда. На 200 мкл ви-
рионов (200 нг/мкл) – 200 мкл адъюванта.

Верхние листья, не подвергшиеся инокуля-
ции, использовались для определения наличия
вирионов. Для определения инфекции был прове-
ден вертикальный электрофорез в агарозном геле
(1%). Визуальная детекция вирионов проводи-
лась в гель-документирующей системе.

Для точного определения принадлежности
обособленных скоплений нуклеиновых кислот к
вирионам вируса кустистой карликовости тома-
тов был проведен капиллярный перенос на нит-
роцеллюлозную мембрану. В качестве буфера для
переноса использовался TBE-буфер с тем же мас-
совым соотношением, что и для электрофореза.
Первичные поликлональные антитела, специ-
фичные к вирионам вируса в разведении 1 : 1000
инкубировались с мембраной в течение 2 ч. Для
удаления не связавшихся антител 3 раза в течение
10 мин проводилась промывка TBS-буфером с до-
бавлением Tween-20. Далее следовала инкубация
со вторичными антителами (anti-mouse, Sigma) в
разведении 1 : 5000 в течение 2 ч. Вторичные антите-
ла конъюгированы с щелочной фосфатазой, кото-
рая гидролизует тетразолиум-5-бром-4-хлор-3-ин-
долил фосфат (NBT-BCIP, Sigma-Aldrich, США) с
последующим появлением преципитата формазана
на мембране, что говорит о присутствии инфек-
ции в тканях растений.

Вестерн-блот-анализ. Вестерн-блоттинг (имму-
ноблоттинг) белка-супрессора РНК-интерферен-
ции Р19 состоял из трех последовательных этапов:
разделение белков в полиакриламидном геле в де-
натурирующих условиях в присутствии SDS; пере-
нос белков с геля на нитроцеллюлозную мембрану
под действием электрического поля; проявление
антителами против белка-супрессора Р19.

Аппаратурное оформление устройства для
электроблоттинга состояло из камеры для пере-
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носа белков Criterion System (Bio-Rad, США). Пе-
ренос был осуществлен в течение 2.5 ч при соблю-
дении следующих условий : напряжение – 150 В,
сила тока – 300 мА, мощность – 50 Вт.

Далее инкубировали мембрану с первичными
антителами (Anti-RNA silencing suppressor Р19 an-
tibody, Аbcam, США) против белка Р19 в разведе-
нии 1 : 1000. Затем была проведена инкубация
мембраны со вторичными антителами (Goat Anti-
Rabbit IgG Antibody, Alkaline Phosphatase conjugate,
Sigma-Aldrich, США) против первичных антител
в разведении 1 : 5000. В качестве субстрата ис-
пользовали NBT-BCIP (Sigma-Aldrich, США).

Выделение тотальной РНК из тканей инфициро-
ванных растений. Тотальная РНК из тканей ин-
фицированных растений выделена методом фе-
нол-хлороформной экстракции с дальнейшей
преципитацией этиловым спиртом [24].

0.2 г апикальных листьев гомогенизировали в
1.5 мл ТЕ-буфера с добавлением 1% SDS. В гомоге-
нат добавляли 1 мл холодного фенол-хлороформ-
изоамилового спирта в соотношении 25 : 24 : 1
(AppliChem, Германия). Затем гомогенат цен-
трифугировали в течении 25 мин при 10000 об/мин,
4°C; отбирали верхнюю фазу и добавляли 40 мкл
3 М ацетата натрия (pH 5.2) и 1 мл 90% этилового
спирта. Инкубировали образцы при –20°C в вер-
тикальном положении в течение 2 ч. Спустя 2 ч
центрифугировали образцы при 10000 об/мин,
4°C в течение 20 мин. Промыли преципитат 70%
этиловым спиртом. Далее оставляли образцы су-
шится для испарения остатков этилового спирта
на 2.5 ч. Спустя 2.5 ч ресуспендировали осадок в
80 мкл воды.

Детекция тотальной РНК в вертикальном гель-
электрофорезе. Для проверки качества выделен-
ной тотальной РНК и визуализации ее общего
профиля был проведен вертикальный электрофо-
рез в 1% агарозном геле. Образцы тотальной РНК
вносили совместно с 6 × загрузочным буфером.
Электрофорез проводили в течение 40 мин в
ТВЕ-буфере при следующих параметрах: напря-
жение – 110 В, сила тока – 50 мА, мощность – 5 Вт.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Подготовка материала для суперинокуляции.
Для повторной инокуляции растений были выделе-
ны вирионы из тканей инфицированного растения
N. benthamiana вирусом кустистой карликовости то-
матов методом адсорбционной хроматографии на
гидроксиапатите. Для определения наличия ви-
рионов во фракциях элюента проводили горизон-
тальный электрофорез с концентрацией агарозы 1%
с дальнейшей их визуализацией под ультрафио-
летовым светом. Вирионы были выбраны в каче-
стве материала для суперинокуляции для избежа-

ния контаминаций, вызывающих деградации тран-
скриптов.

Определение вирусной инфекции в инокули-
рованных растениях. На 7 день после инокуляции
растения табака, инфицированные диким типом,
проявляют следующие симптомы: увядание, апи-
кальный некроз, локальный некроз на системных
листьях и задержка роста. Инфекция мутантной
формой вируса по белку-супрессору Р19 на 7 день
после инокуляции характеризуется увяданием,
отставанием в росте, мозаикой на апикальных ли-
стьях и отсутствием локального точечного некроза
тканей. На 10–20 дни после инокуляции растения
проявляют фенотип выздоровления (рис. 1). Нали-
чие факта инфицирования было установлено вы-
шеописанным экспресс-тестом определения ви-
русных частиц. Против вирусных белков были
использованы антитела конъюгированные с ще-
лочной фосфатазой (рис. 2). Определение нали-
чия экспрессии супрессора РНК-интерференции
белка Р19 было произведено согласно методике,
описанной выше. При инокуляции мутантом TBSV
не происходит экспрессии белка-супрессора Р19
(рис. 3).

Помимо определения наличия вирусных ча-
стиц и фактора патогенности белка-супрессора
Р19 была выделена тотальная РНК из инфициро-
ванных растений. На рис. 4 представлен общий
профиль выделенной из инфицированных расте-
ний тотальной РНК, на котором наблюдалась ге-
номная РНК вируса.

Вторичная инокуляция растений, инфицирован-
ных мутантной формой TBSV. На 7 день после ино-
куляции, серия растений, инфицированных му-

Рис. 1. Растения N. benthamiana на 7 день после ино-
куляции (негативный контроль – инокуляция фос-
фатным буфером, TBSVΔP19 – мутантная форма ви-
руса по белку Р19, TBSV wt – дикий тип вируса).

Негативный контроль TBSV�P19 TBSV wt
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тантной формой TBSVΔP19 была инокулирована
вирионами вируса кустистой карликовости тома-
тов дикого типа. Для вторичной инокуляции были
отобраны листья, располагавшиеся на один-два
яруса выше тех, которые подверглись первичной
инокуляции. Листья инокулировались описан-
ным выше способом. На 7 день после суперино-
куляции наблюдался фенотип выздоровления и
наличие специфических пятен на листьях инфи-
цированных растений (рис. 5). Существует пред-
положение, что эти пятна являются локальными
областями РНК-интерференции. На 7 день после
суперинокуляции растения были подвергнуты
анализу на наличие фактора патогенности вируса
кустистой карликовости томатов, белка Р19, мето-
дом иммуноблоттинга. Наблюдалась элиминация

белка-супрессора Р19 в тканях растений, суперино-
кулированных вирионами вируса кустистой карли-
ковости томатов дикого типа (рис. 6).

Анализ профиля тотальной РНК в тканях су-
перинокулированных растений. Выделение тоталь-
ной РНК из тканей суперинокулированных расте-
ний было проведено методом фенол-хлороформной
экстракции с дальнейшей визуализацией в гель-
документирующей системе. При визуализации
тотальной РНК в тканях суперинокулированных
растений показана элиминация геномной РНК
вируса кустистой карликовости томатов, что сви-
детельствует о выздоровлении растения (рис. 7).

Рис. 2. Экспресс-тест наличия вирусных частиц в рас-
тениях N. benthamiana на 7 день после инокуляции
(негативный контроль – инокуляция фосфатным бу-
фером, TBSVΔP19 – мутантная форма вируса по бел-
ку Р19, TBSV wt – дикий тип вируса; положительный
контроль – предварительно очищенные вирионы
TBSV): (а) – электрофореграмма; (б) – экспресс-тест.
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Рис. 3. Определение наличия фактора патогенности –
супрессора РНК-интерференции белка Р19 (негатив-
ный контроль – инокуляция фосфатным буфером,
TBSVΔP19 – мутантная форма вируса по белку Р19,
TBSV – дикий тип вируса): (а) – электрофореграмма;
(б) – Вестерн-блоттинг; мембрана, покрашенная кра-
сителем Ponceau; (в) – иммуноблоттинг.
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Впервые вирус кустистой карликовости тома-
тов был обнаружен в томатах. Согласно литера-
турным источникам, по степени устойчивости к
патогенам различного рода растения делятся на
чувствительные, толерантные, сверхчувствитель-
ные и крайне устойчивые [25]. Растения N. benth-
amiana относятся к категории чувствительных
растений, что проявляется в умеренных симпто-
мах в виде скручивания апикальных листьев на
3 день после инокуляции, симптомах системной
инфекции в виде увядания и мозаики на 5 день по-
сле инокуляции, а также локального некроза тканей
апикальных листьев на 7 день после инокуляции;

тотальный коллапс происходит на 10–14 дни после
инокуляции. Кроме того, табак N. benthamiana яв-
ляется модельным растением при изучении меха-
низмов и путей РНК-интерференции.

Рис 4. Тотальная РНК, выделенная из инфицирован-
ных растений (негативный контроль – инокуляция
фосфатным буфером, TBSVΔP19 – мутантная форма
вируса по белку Р19, TBSVwt – дикий тип вируса).
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Рис. 5. Растения N. benthamiana, инокулированные
TBSVΔP19, на 7 день после суперинокуляции.

TBSV�P19 + wt

Рис 6. Вестерн-блот-анализ на наличие белка-супрес-
сора РНК-интерференции Р19 в тканях супериноку-
лированных растений (негативный контроль – иноку-
ляция фосфатным буфером, TBSVΔP19 + TBSV wt –
мутантная форма по белку Р19, инокулированная ди-
ким типом вируса кустистой карликовости томатов,
TBSV wt – дикий тип вируса).
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Рис. 7. Тотальная РНК, выделенная из повторно инфи-
цированных растений (негативный контроль – иноку-
ляция фосфатным буфером, TBSVΔP19 + wt – мутант-
ная форма вируса по белку Р19 + суперинокуляция ви-
рионами дикого типа, TBSV – дикий тип вируса).
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Одним из классических подходов в изучении
функций белков-супрессоров РНК-интерферен-
ции является их направленный мутагенез. В данной
работе мы использовали вирус кустистой карли-
ковости томатов с “выключенным” геном белка-
супрессора P19. Основной функцией данного су-
прессора является предотвращение объединения
малых интерферирующих вирусных РНК в RISC-
комплекс. Растения, инфицированные мутантной
формой вируса кустистой карликовости томатов,
проявляют слабые симптомы из-за отсутствия
фактора патогенности. Репликация и поддержание
вирусного генома вполне возможны до индуци-
рования локального и системного иммунитета.
Следствием этого является распространение пер-
вичных и вторичных вирусных малых интерфери-
рующих РНК, амплификация которых происходит
за счет РНК-зависимых РНК-полимераз. Пред-
полагается, что на момент суперинокуляции по-
вышен титр вторичных малых интерферирующих
РНК, а количество вирусных белков-супрессоров
РНК-интерференции невелико. Система РНК-
интерференции подготовлена к повторной атаке
вирусного патогена [8].

Помимо способности белка-супрессора Р19
связываться с вирусными малыми интерфериру-
ющими РНК было замечено, что белок на на-
чальных этапах инфекции взаимодействует с эн-
догенными микро-РНК [26]. Pertermann с соавт.
обнаружил, что уровень микро-РНК в растениях,
инфицированных диким типом, подвергается бóль-
шим изменениям, чем после инфицирования виру-
сом с модифицированной формой белка-супрессо-
ра Р19. Было установлено, что Р19 имеет высокую
аффинность к микро-РНК 162, регулирующей
транскрипцию матричной РНК белка Dicer, гене-
рирующего вирусные малые интерферирующие
РНК, что свидетельствует о важной роли Р19 во
время вирусной инфекции диким типом вируса.
Белок Р19 также имеет слабую аффиность к мик-
ро-РНК 168, отвечающую за регуляцию экспрес-
сии белка AGO1, одного из главного компонента
RISC-комплекса, тем самым понижая уровень
экспрессии микро-РНК 168 и ослабляя иммунитет
растения [27]. Кроме того, присутствие Р19-белка
стимулирует образование микро-РНК 168. В то
же время присутствие посторонних нуклеиновых
кислот стимулирует экспрессию AGO1 [21]. Значит,
при повторной инокуляции диким типом вируса,
количество Р19 белка по сравнению с белками AGO
оказывается недостаточным, чтобы установить
состояние патогенеза в первоначально инфици-
рованных растениях мутантной формой вируса. Это
лишний раз подтверждает, что эффективность
Р19-белка зависит от его количества и что Р19-бе-
лок не может предотвратить уже запущенный ме-
ханизм РНК-интерференции.

При повторной инфекции наблюдается эли-
минация геномной РНК вируса. Предполагается,

что на момент суперинокуляции повышен титр
вторичных малых интерферирующих РНК, а ко-
личество вирусных белков-супрессоров РНК-ин-
терференции невелико. Система РНК-интерфе-
ренции подготовлена к повторной атаке вирус-
ного патогена. Также предполагается, что при
повторной инокуляции диким типом вируса, ко-
личество Р19-белка по сравнению с белками AGO
оказывается недостаточным, чтобы установить со-
стояние патогенеза в первоначально инфициро-
ванных растениях мутантной формой вируса [22].
Это лишний раз подтверждает, что эффектив-
ность Р19-белка зависит от его количества и то,
что Р19-белок не может предотвратить уже запу-
щенный механизм РНК-интерференции.

Данная работа требует дополнительных исследо-
ваний с целью выявления влияния взаимодействия
эндогенных и экзогенных факторов и вирусного
белка-супрессора РНК-интерференции на реакции
невосприимчивости растительного организма.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Комитета Науки Министерства Образования и
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Исследовали уровень глутатиона в корнях растений томата (Solanum lycopersicum L.), трансгенных
по генам psl и rapA1, в присутствии микросимбионта бобовых растений Rhizobium leguminosarum
VSy3. Трансформированные геном psl растения показали более высокие результаты по адгезии бак-
терий, чем в случае их трансформации геном rapA1, что положительно коррелировало с ростовыми
параметрами растений. Обработка ризобиями повышала содержание глутатиона в корнях растений
дикого типа в 3 раза, в корнях растений, трансформированных геном rapA1 – в 4.7 раз, а в растениях,
трансгенных по гену psl – более чем в 5 раз. Полученные результаты дают основание утверждать, что
количественные показатели содержания глутатиона в корнях могут служить маркером эффективно-
сти полученных de novo искусственных симбиотических систем.
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ВВЕДЕНИЕ
Ризобии, известные как клубенькообразую-

щие бактерии бобовых растений, могут служить в
качестве ассоциативных ростостимулирующих
микросимбионтов для многих не бобовых куль-
тур. Для успешной колонизации корневых волос-
ков штаммы ризобий должны обладать высокой
конкурентоспособностью, чтобы соперничать со
множеством различных микроорганизмов, оби-
тающих в ризосфере, а также рядом механизмов для
успешного подавления или преодоления иммунной
системы растений. В процессе образования класси-
ческого симбиотического взаимодействия в системе
бобовое растение – ризобии происходит образова-
ние клубеньков, формирующихся в результате ско-
ординированной многоступенчатой дифференциа-
ции клеток растений и бактерий. Анализ этих слож-
ных процессов выявил положительную корреляцию
между содержанием глутатиона (восстановлен-
ный глутатион, GSH) и аскорбата, активностью
ферментов, участвующих в аскорбат ‒ глутатионо-
вом цикле, и эффективностью фиксации азота в
клубеньках, что позволило предположить важность
этих антиоксидантов для азотфиксирующего сим-

биоза [1]. Данные, приведенные в одной из первых
работ, посвященной изучению роли глутатиона в
реализации симбиотических взаимодействий, да-
ют основание утверждать, что глутатион крайне
необходим самим бактериям для нормального ро-
ста и размножения, кроме того, он является лими-
тирующим фактором для процесса формирования
как ассоциативных симбиозов, так и симбиозов,
образующих новые клеточные компартменты (клу-
беньки) [2]. Так, штамм бактерий Sinorhizobium
meliloti SmgshA, дефектный по гену gshA, который
кодирует фермент первой стадии биосинтеза
GSH, был не способен к росту, что, также исклю-
чало возможность клубенькообразования на по-
верхности корней люцерны, а мутант SmgshB, де-
фектный по ферменту второй стадии синтеза
GSH, был способен к росту, но образовывал ано-
мальные клубеньки с низкой эффективностью
азотфиксации по сравнению с диким типом. При
этом оба штамма показали повышенный уровень
активности каталазы, что свидетельствует о раз-
витии в них окислительного стресса и подтвер-
ждает участие глутатиона в защите азотфиксиру-
ющего комплекса от токсичных форм кислорода,
образующихся в результате активного метаболиз-
ма клубеньков [2]. Ранее было показано, что GSH
играет не только фундаментальную роль в росте и

Сокращения: GSH – восстановленный глутатион; GSSG –
окисленный глутатион; МДА – малоновый диальдегид.
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размножении бактерий, но и непосредственно
участвует в развитии инфекционных нитей и ре-
гуляции экспрессии бактериальных симбиотиче-
ских генов [3, 4].

С другой стороны, глутатион играет огромную
роль в регуляции роста и развития растений на
протяжении онтогенеза, так как присутствие
сульфгидрильной группы (SH) делает GSH мощ-
ным восстанавливающим агентом в клетках. В то
же время между глутамином и цистеином суще-
ствует характерная γ-пептидная связь, которая
может защищать GSH от гидролиза пептидазами,
обеспечивая, таким образом, значительную ста-
бильность. Подобная химическая структура GSH
позволяет ему выполнять множество физиологи-
ческих функций в жизни растений. Глутатион
участвует в регуляции клеточного деления и
смерти, развитии эмбриона и меристемы, про-
растании пыльцы и роста пыльцевых трубок, ре-
гулирует содержание аскорбата и пероксида во-
дорода. Кроме физиологических функций дока-
зана роль глутатиона в реализации устойчивости
растений к воздействию абиотических и биотиче-
ских стрессовых факторов. Так, обработка растений
экзогенным глутатионом, играющим в данном слу-
чае роль миметика элиситоров, приводила к ак-
тивации защитных генов, в том числе PR1 генов.
Кроме того, инфицированию патогенами растений
также сопутствует накопление GSH. Это свиде-
тельствует о вовлечении глутатиона в регуляцию
редокс-статуса клетки и сигналлинг различных
фитогормонов в ходе воздействия биотического
стресса. Наряду с этим, растениям глутатион необ-
ходим для детоксикации ксенобиотиков и тяже-
лых металлов, ассимиляции, транспорта и хране-
ния серы [5].

Присутствие ризобий и проникновение бакте-
рий в растительные клетки в рамках симбиоза при-
водит к изменениям поляризации плазматической
мембраны, цитоскелета корневых волосков, мета-
болизма ауксинов и накоплению активных форм
кислорода [6]. В клетках растений, вовлеченных в
образование клубеньков, наблюдается накопле-
ние глутатиона и его аналога, характерного толь-
ко для семейства бобовых − гомоглутатиона. Это
демонстрирует критичность данного антиоксидан-
та в формировании бобово-ризобиального симбио-
за, кроме того, накопление GSH в растительных
клетках на ранних стадиях взаимодействия расте-
ний с ризобиями может являться маркером нача-
ла симбиотического процесса [7].

Процессы становления симбиоза и формиро-
вания клубеньков на корнях растений-макросим-
бионтов являются специфическими, и восприим-
чивость растений к тем или иным бактериям-
микросимбионтам и успешное взаимодействие с
ними определяется синтезом сигнальных моле-
кул, продуцируемых как бактериями, так и расте-

ниями. Эти сигналы фактически являются мар-
керами симбиоза или определяют возможность
его образования. Бактериальные поверхностные
полисахариды и адгезины, растительные лектины
и флавоноиды − все эти вещества являются моле-
кулами − посредниками на ранних этапах станов-
ления симбиозов между микроорганизмами и
растениями. Несомненно, данные вещества яв-
ляются перспективными инструментами для мо-
дификации существующих и создания новых ас-
социативных симбиотических систем. Поэтому
актуально изучение способов повышения конку-
рентоспособности ризобий, в том числе и с помо-
щью модификации растений, чтобы последние
поддерживали на поверхности своих корней, лишь
определенных микросимбионтов. Для создания
эффективных новых симбиотических систем наи-
более перспективным является использование ге-
нов, продукты которых непосредственно участву-
ют в формировании растительно-микробных вза-
имодействий. Ранее была разработана система
агробактериальной трансформации томата (Sola-
num lycopersicum L.) промышленного сорта Грун-
товый Грибовский 1180 геном лектина гороха по-
севного psl, что позволило получить устойчивые
корневые ассоциации этой важной для сельского
хозяйства культуры с ризобиями, защищающими
от фитопатогенных грибов [8]. Кроме того, транс-
формация томата геном ризобиального агглюти-
нина rapA1 позволила получить эффективные
симбиотические системы для фиторемедиации
почв, загрязненных кадмием [9]. Эти результаты
свидетельствуют о том, что полученные трансген-
ные растения томата, несмотря на то, что они не
являются бобовыми растениями, успешно взаи-
модействуют с ризобиями на поверхности своих
корней. Подобное взаимодействие, несомненно,
должно отражаться на редокс − статусе корней
томатов, показателем которого является содержа-
ние глутатиона, а также на содержании малонового
диальдегида (МДА), конечного продукта перекис-
ного окисления липидов мембранных структур
клетки, являющегося маркером уровня окисли-
тельного стресса и потенциала выживаемости
растительного организма, в том числе и при его
симбиотических взаимодействиях с микроорга-
низмами [10, 11]. Однако, несмотря на существо-
вание целого ряда работ, посвященных формиро-
ванию растительно-микробных симбиозов, на
сегодняшний день, роли GSH и МДА в реализа-
ции адаптационных процессов, протекающих
при взаимодействии трансгенных растений с му-
туалистической микрофлорой в рамках искус-
ственных симбиотических систем, практически
остаются неизученными.

Цель данной работы состояла в изучении ре-
докс-статуса глутатиона и оценки уровня МДА в
разных искусственных симбиотических системах
на корнях растений томата, трансформирован-
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ных геном лектина гороха посевного psl и геном
бактериального агглютинина rapA1, при действии
бактерии Rhizobium leguminosarum VSy3.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты и материалы исследования. В качестве

макросимбионтов были использованы растения то-
мата сорта Грунтовый Грибовский 1180, трансфор-
мированные генами psl и rapA1 [8, 9]. Для работы
была выбрана линия трансгенных растений, пока-
завшая во втором поколении устойчивую экспрес-
сию генов psl и rapA1 и присутствие соответствую-
щих белков на поверхности корней, доказанное с
помощью иммунофлуоресцентного анализа.

В качестве микросимбионта в работе был ис-
пользован штамм R. leguminosarum VSy3, выде-
ленный из клубеньков дикорастущего бобового
растения Южного Урала горошка лесного (Vicia
sylvatica L.), обладающий ростостимулирующей
активностью [12]. Для визуализации симбиотиче-
ских взаимодействий ризобии были маркированы
флуоресцентным белком TurboGFP [13]. Вектор-
ные конструкции в бактерии переносили методом
электропорации. В качестве селективного антибио-
тика использовался гентамицин (50 мг/мл).

Исследование характера колонизации бактерия-
ми корней растений. Для экспериментов семена
поверхностно стерилизовали в течение 1 мин в
70% спирте и затем 20 минут в 1% растворе гипо-
хлорита натрия с добавлением нескольких капель
Tween−20. После пятикратной промывки сте-
рильной водой семена культивировали на среде
MS [14] в течение 3 недель при температуре 25°С
и 16-часовом световом дне в климатической ка-
мере KBW 400 (“Binder”, Германия).

Для инокуляции растений бактерии наращи-
вали при 28°С на шейкере (150 об/мин) в течение
2 сут в среде TY (масс. % в водном растворе: ба-
кто-триптон 0.3%, дрожжевой экстракт 0.2%,
CaCl2 0.1%) до концентрации 108 КОЕ/мл. Сус-
пензию бактерий разбавляли до 105 КОЕ/мл сте-
рильной жидкой средой TY, инокулировали в ней
корни в течение 2 мин и переносили проростки
на среду MS для сокультивации в течение 2 сут.
После этого от каждого растения брали по 3 фраг-
мента корня длиной 1 см, отмывали их трижды
стерильной водой по 5 мин на микрошейкере и
гомогенизировали в 50 мкл среды LB (масс. % в
водном растворе: бактотриптон 1%, дрожжевой
экстракт 0.5%, NaCl 0.5%).

Полученный объем разбавляли в 1000 раз и
50 мкл этой суспензии рассевали на агаризованную
TY среду с гентамицином (50 мг/мл) и выращивали
в термостате при 28°С в течение 2 сут. Количество
адгезированных бактерий определяли по числу вы-
росших колоний и выражали в колониеобразующих
единицах КОЕ/г сухой биомассы корней.

Также на этом этапе работы у части растений
отделяли корни, взвешивали, замораживали и
использовали для дальнейшего определения со-
держания GSH, GSSG и МДА. Отдельные фраг-
менты корней использовали для визуальной
оценки колонизации бактериями поверхности
корневых волосков растений с использованием
флуоресцентного микроскопа Axio Imager M1
(“Carl Zeiss”, Германия).

Часть растений, инокулированных бактериями,
оставляли на сокультивацию в течение недели на
среде MS и по прошествии этого времени фото-
графировали и определяли сухую биомассу корней.

Метод определения содержания глутатиона. Со-
держание восстановленной (GSH) и окисленной
(GSSG) форм глутатиона из одной растительной
навески определяли с помощью спектрофлуоро-
метрического метода, основанного на получении
флуоресцирующего продукта о−фталевого альде-
гида (“Sigma”, Австралия) в зависимости от pH
среды. Навеску корней около 0.5 г гомогенизирова-
ли в 4 мл смеси, состоящей из 0.1 М калий фосфат-
ного буфера (pH 8.0) и 25% раствора метафосфор-
ной кислоты в соотношении 3.75 : 1 (по объему) как
рекомендовано в работе Hissin и Hilf [15]. Гомогенат
центрифугировали в течение 10 мин при 8000 g, за-
тем надосадочную жидкость повторно центрифу-
гировали 5 мин при 13000 g. Количественную
оценку GSH и GSSG в полученном супернатанте
проводили с использованием реагентов, детально
описанных в работе Масленниковой с соавтора-
ми [16]. Для оценки содержания GSH и GSSG реги-
стрировали кинетику интенсивности флуоресцен-
ции образовавшихся комплексов при температуре
25°С с использованием прибора Enspire Model
2300 Multilabel Microplate Reader (“PerkinElmer”,
США) при 420 нм (длина волны возбуждения
350 нм). Содержание белка определяли по методу
Бредфорда [17]. Содержание GSH и GSSG выра-
жали в мкмоль/мг белка.

Определение эндогенного уровня МДА. Содер-
жание МДА определяли с помощью цветной реак-
ции с тиобарбитуровой кислотой [16]. Для этого на-
веску растительного материала (0.5 г) гомогени-
зировали в 5 мл 10% трихлоруксусной кислоты с
последующим центрифугированием гомогената в
течение 15 мин при 13000 g. К супернатанту до-
бавляли равный объем раствора 0.5% тиобарбиту-
ровой кислоты в 20% трихлоруксусной кислоте.
Полученную смесь инкубировали на водяной ба-
не в течение 30 мин при 100°С, охлаждали и цен-
трифугировали 15 мин при 13000 g. Оптическую
плотность надосадочной жидкости определяли
при 532 нм (максимум светопоглощения МДА) и
600 нм (для поправки на неспецифическое светопо-
глощение) с использованием прибора Specrtopho-
tometer Smart Speс Plus (“BioRad”, США). Концен-
трацию МДА рассчитывали, используя коэффици-
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ент молярной экстинкции при 155 M–1 см–1, и
выражали в ммоль/г сырой массы корней.

Статистическая обработка результатов. Экспе-
рименты проводили в 4-кратной биологической
повторности и каждый независимо воспроизводи-

ли не менее 3 раз. На рисунках приведены средние
величины и их стандартные ошибки. Достовер-
ность различий при P ≤ 0.05 определяли с исполь-
зованием дисперсионного анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ

После инокуляции контрольных и трансген-
ных растений штаммом R. leguminosarum VSy3
(GFP) в течение 2 сут было обнаружено, что в
ризосфере томата численность бактерий в пере-
счете на сухую биомассу корней составляет
193.5 ± 38.7 КОЕ/г × 106 для растений, трансген-
ных по гену psl, и 69.1 ± 13.82 КОЕ/г × 106 для рас-
тений, трансформированных геном rapA1. На
корнях контрольных растений данная величина
составляла 21.6 ± 4.32 КОЕ/г × 106 (рис. 1).

На корнях томатов, трансформированных геном
бактериального агглютинина rapA1, микроскопи-
рование показало образование микроколоний
(рис. 2а). На трансгенных по гену psl растениях по-
сле обработки бактериями было обнаружено мно-
жество скрученных корневых волосков (рис. 2б), а

Рис. 1. Анализ колонизации корней растений штам-
мом R. leguminosarum VSy3 (КОЕ/г сухой биомассы
корней); 1 − контрольное растение; 2 − растение,
трансформированное psl; 3 − растение, трансформи-
рованное rapA1.
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также выявлены структуры, подобные инфекцион-
ным нитям, заполненные бактериями (рис. 2в).

Совместное культивирование с ризобиями в
течение 1 недели контрольных не трансгенных
растений приводило к увеличению сухой биомас-
сы корней на 15%. Данный показатель для транс-
генных по гену psl растений составлял 50%, а для
растений, трансформированных геном rapA1 в
среднем 35% (рис. 3а). Это находило отражение и
во внешнем виде проростков (рис. 3б).

Анализ GSH и GSSG в корнях контрольных и
трансгенных растений в присутствии ризобий по-
казал повышение содержания GSH в корнях рас-
тений дикого типа в 3 раза, в корнях растений,
трансформированных геном rapA1 ‒ в 4.7 раз, а в
растениях, трансгенных по гену psl – более чем в
5 раз (рис. 4а). Необходимо отметить, что в обоих
вариантах исследуемых в данной работе транс-
генных растений бактерии не оказывали влияния
на содержание GSSG и его показатель оставался
на уровне контрольных и необработанных ри-
зобиями растений (рис. 4б). Данные представлен-
ные на рис. 5. демонстрируют неизменный уро-
вень МДА во всех вариантах опыта.

ОБСУЖДЕНИЕ

Обработка сельскохозяйственных культур мик-
роорганизмами, способствующими росту растений,
в настоящее время рассматривается как экологич-
ная альтернатива химическим удобрениям. Ранее
было показано, что штаммы Rhizobium могут коло-
низировать корни растений томата и перца, спо-
собствуя их росту на разных стадиях развития
растений, повышая урожайность и качество рас-
сады и плодов [18].

Способность растений к удержанию на по-
верхности своих корней полезных бактерий, в
частности, ризобий, имеет принципиально важ-
ное значение для оценки перспективности обра-
зования и развития симбиотического комплекса.
Сравнительный анализ количества бактерий на
поверхности корней контрольных и трансформи-
рованных растений показал, что трансформиро-
ванные геном rapA1 растения, показали более
низкие результаты по адгезии бактерий, чем в
случае их трансформации геном растительного
агглютинина (лектина) psl, продукт которого спо-
собен узнавать и избирательно связывать полиса-
хариды на клеточных стенках строго определен-
ных штаммов ризобий. При этом трансформация

Рис. 3. Влияние штамма R. leguminosarum VSy3 на рост
контрольных и трансгенных растений по прошествии
1 недели после инокуляции: показатели сухой био-
массы корней (100% для контрольных растений, не
обработанных бактериями) (а); контрольные и транс-
генные растения (масштаб 1 см) (б); 1 − контрольное
растение; 2 − контрольное растение, обработанное
R. leguminosarum VSy3; 3 − растение, трансформиро-
ванное psl; 4 − растение, трансформированное psl, об-
работанное R. leguminosarum VSy3; 5 − растение, транс-
формированное rapA1; 6 − растение, трансформиро-
ванное rapA1, обработанное R. Leguminosarum VSy3.
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Рис. 4. Содержание GSH (a) и GSSG (б) в корнях рас-
тений в присутствии бактерий. Одинаковыми латин-
скими буквами обозначены величины, различия меж-
ду которыми не достоверны при P ≤ 0.05; 1 − контроль-
ное растение; 2 − контрольное растение, обработанное
R. leguminosarum VSy3; 3 − растение, трансформиро-
ванное psl; 4 − растение, трансформированное psl, об-
работанное R. leguminosarum VSy3; 5 − растение, транс-
формированное rapA1; 6 − растение, трансформиро-
ванное rapA1, обработанное R. leguminosarum VSy3.
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растений геном бактериального агглютинина
rapA1, продукт которого непосредственно участ-
вует в биопленкообразовании ризобий, способ-
ствовал эффективному образованию микроколо-
ний на корнях растений, что может в перспективе
повышать конкурентоспособность клубеньковых
бактерий в ризосфере (рис. 2а). Эти факты полно-
стью согласуются с данными, полученными ранее, и
подтверждают взаимодействие ризобий с лектином
PSL и агглютинином RapA1 на поверхности транс-
генных корней [8, 9]. Кроме того, на трансгенных по
гену psl растениях после обработки бактериями было
обнаружено множество скрученных корневых во-
лосков, характерных для начальных этапов бобово-
ризобиального симбиоза (рис. 2б). Также наблюда-
лись структуры, подобные инфекционным нитям,
заполненные бактериями, которые отсутствовали
на корнях растений, трансформированных геном
rapA1 (рис. 2в).

Ранее подобные неспецифические симбиоти-
чеcкие взаимодействия были обнаружены на кор-
нях облепихи, трансформированных геном psl. Бы-
ло исследовано влияние экспрессии гена лектина
на симбиотические реакции облепихи с ризобиями
R. leguminosarum (симбионт гороха) и актиномице-
тами рода Frankia (симбионт облепихи). На про-
ростках, трансгенные корни которых были обра-
ботаны данными микросимбионтами совместно,
кроме обычных актиноризных клубеньков были
обнаружены клубенькоподобные структуры, неха-
рактерные для облепихи. RAPD-анализ бактерий,
выделенных из этих структур, выявил присутствие
среди них ризобий R. leguminosarum и отсутствие ак-
тиномицетов рода Frankia [19]. Скручивания кор-
невых волосков, как ранняя симбиотическая ре-
акция, также были обнаружены на композитных
растениях томата, рапса и табака, корни, которых

были трансформированы геном psl и в дальней-
шем обработаны R. leguminosarum. Подобные не-
специфические реакции не наблюдались после
обработки растений штаммом козлятника R. gale-
gae, который не узнает лектин PSL на поверхно-
сти корней [20]. Тем не менее, возможно, связы-
вание исключительно “своих микросимбионтов”
является способностью, характерной не для всех
лектинов бобовых растений [21].

Оценка сухой биомассы корней, являющейся,
показателем роста и физиологического состояния
растений показала, что используемый в работе
штамм ризобий оказывает ростостимулирующее
действие на контрольные нетрансгенные растения
томата. Присутствие бактерий на поверхности кор-
ней трансгенных растений приводило к значитель-
ному накоплению сухой биомассы корней у транс-
генных по гену psl растений и значительно меньше-
му у растений, трансформированных геном rapA1
(рис. 3а), что иллюстрируется внешним видом
интактных растений (рис. 3б).

Ранее было показано, что Pseudomonas sp. 102
обладает ростостимулирующей активностью по
отношению к растениям томата, в том числе в

условиях токсического действия Cd2+. При этом
наиболее эффективно это проявлялось в случае
трансгенных по гену rapA1 растений, что было
связано с более эффективной колонизацией бак-
териями поверхности корней. Несмотря на то,
что RapA1 обнаружен лишь у нескольких видов
ризобий, этот белок не является строго специ-
фичным и может способствовать агглютинации на
растениях других бактерий, отличных от ризобий, в
частности некоторых штаммов Pseudomonas [22].

Полученные результаты показали, что расте-
ния, трансгенные, по гену psl, в клетки которых
бактерии проникают внутрь, проявляют большую
восприимчивость к присутствию ризобий. Обна-
руженный более высокий уровень адгезии (в 9 раз
выше, чем у дикого типа в этих же условиях) и су-
хой вес корней этих томатов, говорит о том, что
эти растения скоординировано положительно реа-
гируют на присутствие бактерий, запуская каскад
различных реакций, влияющих на метаболизм
растений, включая синтез глутатиона, который яв-
ляется показателем физиологического состояния
растительной клетки. Растения, трансформиро-
ванные геном rapA1, показали не такую яркую
восприимчивость, и уровень исследуемых пока-
зателей у них оказался ниже относительно расте-
ний, трансформированных psl. Полученные ре-
зультаты позволяют утверждать, что растительно-
микробные ассоциации, образованные de novo в
данной работе, представляют собой надорганизмен-
ные системы, обладающие уникальными свойства-
ми и требующие дальнейшего изучения.

В нескольких исследованиях сообщалось, что
глутатион участвует в индукции защитных генов

Рис. 5. Содержание МДА в корнях растений томата.
Одинаковыми латинскими буквами обозначены ве-
личины, различия между которыми не достоверны
при P ≤ 0.05; 1 − контрольное растение; 2 − контроль-
ное растение, обработанное R. leguminosarum VSy3;
3 − растение, трансформированное psl; 4 − растение,
трансформированное psl, обработанное R. legumino-
sarum VSy3; 5 − растение, трансформированное rapA1;
6 − растение, трансформированное rapA1, обработан-
ное R. leguminosarum VSy3.
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растений, а увеличение количества GSH и/или свя-
занных с GSH ферментов коррелирует с устойчи-
востью к различным биотическим стрессам,
включая атаки вирусов, бактерий и грибов. Кроме
того, в различных работах показано, что снижение
уровня GSH может быть причиной развития симп-
томов, вызванных фитопатогеном у восприимчи-
вых растений [23]. Ранее изучали реакцию антиок-
сидантных систем двух сортов томатов на инфи-
цирование псевдомонадами. У инокулированного
восприимчивого к болезни сорта было обнаружено
существенное снижение содержания GSH и на-
копление GSSG. Напротив, при взаимодействии
с устойчивым сортом томата количество GSH
практически не снижалось [1]. Эти результаты
указывают на то, что поддержание гомеостаза
глутатиона, по‒видимому, вносит вклад в недо-
ступность тканей растений для бактериальной
атаки, а содержание глутатиона считается цен-
ным индикатором биотического стресса в расте-
ниях как во время атак патогенов, так и при взаи-
модействии с ростостимулирующими бактериями.

В нашей работе прослеживалась четкая зако-
номерность, чем больше GSH синтезировалось
растениями в рамках исследуемых симбиотиче-
ских взаимодействий (рис. 4а), тем больше бакте-
рий адгезировалось на поверхности корней и
проникало внутрь (что опосредовано присутстви-
ем генов psl и 1-rapA1) (рис. 1, 2).

Известно, что глутатион необходим для деления
клеток апикальной меристемы корня, а его количе-
ство регулирует переход клеток из G1 в S-фазу кле-

точного цикла. Перемещение GSH в ядро в фазу G1
сильно влияет на окислительно-восстановитель-
ное состояние цитоплазмы и экспрессию редокс-
чувствительных генов. Последующее увеличение
тотального клеточного пула GSH выше уровня,
наблюдаемого в G1, необходимо для продвиже-
ния клетки к S-фазе цикла [24]. Исходя из этого,
можно сказать, что накопленный GSH в исследу-
емых растениях вносит вклад в индуцируемое
бактериями ростостимулирующее действие, что
находит отражение в показателях сухой биомассы
их корней (рис. 3а). При этом четко прослежива-
ется прямая зависимость, чем выше содержание
GSH (рис. 4а), тем больше масса корней растений
томата (рис. 3а), что также положительно корре-
лирует с показателями по адгезии бактерий (рис. 1).

Хотя пасленовые растения не вступают в азот-
фиксирующий симбиоз с ризобиями, увеличение
содержания GSH в нашей работе в случае инокуля-
ции ризобиями трансгенных по генам psl и rapA1
растений, возможно, объясняется наличием у то-
мата рецепторов, практически идентичных кина-
зам бобовых растений, содержащим LysM моти-
вы во внеклеточных доменах. Эти рецепторы свя-
зывают Nod факторы ризобий, вырабатываемые в
ответ на синтез флавоноидов растениями, и акти-

вируют симбиотические ответы через сигнальные
пути, схожие с образованием такого вида симби-
оза как арбускулярная микориза, формируемая
томатами с гломусовыми грибами [25]. Кроме того,
ранее была показана субстратная специфичность
хитиназ томата по отношению к Nod факторам ри-
зобий, что обычно является характерным для бобо-
вых растений [26]. Данный факт позволяет сделать
вывод, что специфичность симбиоза, частично, мо-
жет быть обусловлена активностью растительных
хитиназ [27].

Также было показано, что у ризобий GSH участ-
вует в адаптации к различным стрессам, как на
начальных этапах симбиотических взаимодей-
ствий, так и при дифференцировке в бактероиды.
Связано это с тем, что клубеньковые бактерии стал-
киваются с активными формами кислорода и ак-
тивными формами азота, продуцируемыми хозяи-
ном на всех этапах симбиотического процесса [28].
GSH играет важную роль в конкурентоспособно-
сти и симбиотической эффективности ризобий.
Мутантный по глутатионсинтетазе (gshB) штамм
R. leguminosarum bv. viciae 3841 не только слабо ко-
лонизировал ризосферу растений, но также при-
водил к снижению на 50% сухой биомассы расте-
ний вследствие снижения эффективности азот-
фиксации [29]. Поэтому, несомненно, изменения
в метаболизме GSH непосредственно влияют на
симбиотические взаимодействия бактерий и рас-
тений.

Необходимо отметить, что в обоих вариантах
исследуемых в данной работе трансгенных расте-
ний бактерии не оказывали влияния на содержание
GSSG, это говорит о том, что присутствие бактерий
на поверхности этих томатов не воспринимается
растениями как повреждающее (рис. 4б). Кроме то-
го, еще одним доказательством, указывающим на
отсутствие негативного действия ризобий на це-
лостность мембранных структур клеток корней,
являются результаты содержания в них МДА
(рис. 5). Это еще раз подтверждает факт положи-
тельного влияния бактерий на физиологическое
состояние изучаемых растений томатов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты демонстрируют пер-
спективность изучения окислительно-восстано-
вительного состояния глутатиона и уровня МДА в
растениях для оценки эффективности искусствен-
ных симбиотических систем. Особого внимания за-
служивает факт более яркого ответа растений,
трансформированных геном psl, в сравнении с рас-
тениями, экспрессирующими rapA1, на присут-
ствие в ризосфере ризобий, узнающих продукты
этих генов. Ранее роль глутатиона во взаимодей-
ствиях между растениями и микробами преиму-
щественно изучалась в рамках бобово-ризобиаль-
ного и микоризного симбиозов, оставляя без вни-
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мания искусственные симбиотические системы.
Совокупность полученных данных расширяют на-
ши познания о роли глутатиона в реализации воз-
можного симбиотического взаимодействия между
трансгенными растениями и микросимбионтами.
Предложенный инструментарий также, на наш
взгляд, может оказаться эффективным для анали-
за искусственных симбиотических систем при
токсическом воздействии тяжелых металлов или
влияния фитопатогенов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. Настоящая статья не содержит, каких ‒
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.

Работа была выполнена с привлечением при-
борного парка РЦКП “Агидель” УФИЦ РАН и
УНУ “Кодинк” УФИЦ РАН в рамках госзадания
(тема №AAAA-A21-121011990120-7) при финансо-
вой поддержке гранта Российского фонда фунда-
ментальных исследований 18-34-20004.
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На растениях томата (Solanum lycopersicum L.), который является одной из наиболее чувствительных
к круглосуточному освещению (КО) культур, изучали возрастную изменчивость в чувствительности
листьев к КО. Установлено, что листья, которые подвергались КО, начиная с лаг-фазы, через 2 недели
имели выраженные признаки хлороза (содержание хлорофилла снизилось на 30%) и характеризовались
низкими значениями Fv/Fm, ϕII, уменьшением скорости фотосинтеза и увеличением относительного
выхода электролитов. В отличие от этого листья, прошедшие раннее развитие (лаг-фазу) в нормальных
световых условиях (16 ч фотопериод) и подвергавшиеся КО уже в лог-фазе, оказались менее чув-
ствительны к КО. Содержание хлорофилла, скорость фотосинтеза и относительный выход электро-
литов (ОВЭ) у них были на уровне листьев, выросших при 16 ч фотопериоде, но при этом у них от-
мечено увеличение активности антиоксидантных ферментов − каталазы, аскорбат-пероксидазы и
гваякол-пероксидазы. На основании полученных данных сделан вывод, что возрастная изменчи-
вость чувствительности листьев к КО связана с разной степенью активности компонентов антиок-
сидантной системы. При этом более взрослые растения в целом менее чувствительны к КО, чем бо-
лее молодые.

Ключевые слова: Solanum lycopersicum, фотопериод, круглосуточное освещение, хлороз, рост листа,
пигменты, антиоксидантные ферменты
DOI: 10.31857/S0015330321040151

ВВЕДЕНИЕ

В последние годы возрос интерес к использо-
ванию круглосуточного освещения (КО) в усло-
виях защищенного грунта и, особенно, в закры-
тых системах на фабриках растений (PFAL – plant
factories with artificial light), получивших широкое
применение в целом ряде стран (США, Япония,
Китай, Корея и др.) [1]. Биомасса растения при
прочих оптимальных условиях выращивания в
значительной степени определяется общим коли-
чеством поглощенного света, которое зависит от
интенсивности освещения и фотопериода. По-
этому КО может увеличивать биомассу растения
и урожай, если оно не вызывает повреждений ли-
стьев [2, 3]. Однако, у многих видов растений в

условиях длительных фотопериодов развивается
межжилковый хлороз или некроз. В частности,
симптомы светового повреждения листьев при
КО отмечены у таких культур как томат, бакла-
жан, сладкий перец, огурец и некоторых других
[2–4]. Причем не только отдельные виды, но и
сорта, например, листового салата, могут заметно
различаться по своей чувствительности к КО. Тем
не менее, применение длинных фотопериодов, в
том числе КО, с относительно низкой плотно-
стью потока фотонов экономически выгодно, так
как снижает начальные и операционные затраты
[5, 6]. Перераспределение использования элек-
троэнергии для освещения с дневного времени на
периоды наименьшей нагрузки в ночное время
позволяет снизить стоимость потребляемой элек-
троэнергии, так как во многих регионах мира
ночной тариф на электроэнергию ниже дневного
(вплоть до 50%) [7]. К тому же тепло, выделяемое
светильниками, помогает обеспечивать потреб-
ности растений в тепле в ночное время [8]. Ис-

Сокращения: АОС – антиоксидантная система, АПО – ас-
корбатпероксидаза, КАТ – каталаза, КО – круглосуточное
освещение, ОВЭ – относительный выход электролитов,
ПО – гваякол-пероксидаза, ЭИВ – эффективность ис-
пользования воды.

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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пользование динамического контроля температу-
ры позволяет на сегодняшний день применение
КО для таких чувствительных культур как огурец,
томат и сладкий перец в теплицах с дополнитель-
ным освещением [7, 9–11] и при этом продолжа-
ется поиск более эффективных способов выра-
щивания [12].

Несмотря на применение КО на практике,
вопрос о механизмах чувствительности и адап-
тации растений к непрерывному освещению
остается открытым. Предложенные на сего-
дняшний день гипотезы, объясняющие реакцию
растений на КО и предполагающие те или иные
механизмы устойчивости, пока не находят соот-
ветствующей экспериментальной поддержки.
Среди них рассматриваются такие, как гиперак-
кумуляция крахмала, постоянное фотоокисли-
тельное воздействие, сигнальное воздействие на
фоторецепторы, несоответствие между частотой
внутренних (циркадных) биоритмов и внешним
циклом свет/темнота (циркадная асинхрония)
[3, 13–15]. Высказано также предположение, что
фотоповреждение листьев при КО является ре-
зультатом несбалансированного возбуждения ФС I
и ФС II [16].

Анализ литературы показывает, что при рас-
смотрении и сопоставлении данных, полученных
разными авторами в работах по изучению реакции
растений на КО, не учитывается возраст листа и
возраст растений, выбранных в качестве объектов
исследований. Время начала воздействия КО мо-
жет совпадать с разными фазами роста листьев и
разными этапами онтогенеза растения. Вопросы
влияния КО на онтогенез растений не изучались
глубоко, хотя КО широко использовали в селекци-
онно-генетических исследованиях, вызывая уско-
рение развития некоторых видов растений [17].
Возрастная же изменчивость в чувствительности
листьев и растений к постоянному действию све-
та по сути не изучалась и не обсуждалась со вре-
мени упоминания о возможности таковой в работе
W.S. Hillman [18]. Отсутствие понимания онтоге-
нетических особенностей в реакции листа и расте-
ния в целом на КО затрудняет выявление механиз-
мов устойчивости и адаптации растений к КО. Это
же является одной из причин имеющихся в лите-
ратуре противоречивых суждений относитель-
но успешного или неуспешного культивирова-
ния растений в условиях длительных фотоперио-
дов, а также процессов, участвующих в реакции
растений на КО.

Учитывая все вышесказанное, нами была по-
ставлена задача изучить у чувствительного к КО
растения томата влияние на чувствительность ли-
стьев томата к КО а) фазы роста листа в момент
начала действия КО, б) порядкового номера ли-
ста и в) возраста растения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили растения то-

мата (Solanum lycopersicum L., гибрид Верлиока
плюс F1). Семена проращивали в течение 2 сут в
чашках Петри на фильтровальной бумаге, смо-
ченной дистиллированной водой, в темноте при
температуре 28°С. Проклюнувшиеся семена выса-
живали в пластиковые контейнеры 7 × 7 см с пес-
ком, и выращивали растения в камерах искусствен-
ного климата (“Vötch”, Германия) при фотоперио-
де 16 ч, ФАР 250 мкмоль/(м2 с), температуре 23°С,
влажности воздуха 70% при поливе полным пита-
тельным раствором (в мг/л: 226 N, 55 P, 370 K,
180 Ca, 40 Mg, 45 S, 17 Na, 52 Cl, 2.5 Fe, 0.6 Mn,
0.35 B; 0.3 Zn, 0.15 Cu и 0.05 Mo; рН = 6.2−6.4).

Растения в возрасте 14, 18 или 30 сут от посадки
переставляли в камеры с КО (фотопериодом 24 ч)
(рис. 1б). Контрольные растения продолжали расти
в условиях 16 ч фотопериода.

Для определения фаз роста листьев в момент
переключения светового режима на КО исполь-
зовали кривые роста листьев томата в условиях 16 ч
фотопериода. Схематически кривая роста пред-
ставлена на рис. 1а. В момент переключения на усло-
вия КО у растений в возрасте 14 сут (рис. 1б-А) ли-
стья с порядковыми номерами 1 и 2 находились в
лог-фазе роста (длина более 3 см), а листья, начи-
ная с третьего, были в лаг-фазе роста (лаг-1 – длина
менее 1 см, лаг 2 – длина менее 2.5 – 3 см) (рис. 1).
У растений в возрасте 18 сут в лаг-фазе роста (дли-
на менее 3 см) находились листья, начиная с пя-
того (рис. 1б-Б). У растений в возрасте 30 сут пер-
вые 7–8 листьев были в лог-фазе роста (длина бо-
лее 3 см) (1б-В). В качестве контроля в каждом
случае использовали листья соответствующего
порядкового номера, чтобы избежать различий,
связанных с разным возрастом листа.

Величину LMA (от leaf mass per area) рассчитыва-
ли как отношение сухой массы высечек листовой
пластинки к их площади. Из каждого листа сверлом
с диаметром 8 мм вырезали по 8 высечек. Сухую
массу высечек листьев определяли после высу-
шивания до постоянного веса при 105°С.

Общее содержание хлорофиллов a и b опреде-
ляли с помощью спектрофотометра СФ-2000
(“Спектр”, Россия), экстрагируя их 96% этиловым
спиртом и рассчитывая по известным формулам
[19]. Для контроля за динамикой содержания хло-
рофилла проводили экспресс-анализ с помощью
измерителя уровня хлорофилла SPAD 502 Plus
(“Konica Minolta”, Osaka, Япония). Возможность
использования измерителя уровня хлорофилла
SPAD 502 Plus для быстрого и недеструктивного
определения содержания хлорофилла в листьях с
межжилковым хлорозом показана нами ранее [20].

Измерения параметров флуоресценции хлоро-
филла проводили с использованием флуориметра с
импульсно-модулированным освещением (MINI-
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PAM, “Walz”, Германия). Определяли потенциаль-
ный квантовый выход фотохимической активности
ФС II (Fv/Fm) после 20-минутной темновой адапта-
ции листьев и реальный квантовый выход фотохи-
мической активности ФС II (ϕII) (для контрольных
растений после 30-минутной световой адаптации
листьев), который рассчитывали как ϕII = ΔF/  =
= (  – F)/ ) [21].

Видимый фотосинтез (An) и транспирацию ли-
стьев (Tr) измеряли с помощью портативной фо-
тосинтетической системы HCM-1000 (“Walz”,
Германия) при температуре листа 23°С и при ФАР
300 и 1000 мкмоль/(м2 с). Все измерения газооб-
мена начинали не ранее чем через 2 ч после начала
светового периода в варианте контроля. Эффек-
тивность использования воды (ЭИВ) была рас-
считана как отношение An к Tr.

Проницаемость мембран оценивали по отно-
сительному выходу электролитов (ОВЭ) из тка-
ней листа. Для этого по 10 высечек из листьев
диаметром 4 мм промывали дистиллированной
водой для удаления клеточного сока со срезов,
обсушивали фильтровальной бумагой и заливали
10 мл дистиллированной воды. Электропроводность
раствора (Е1) определяли после 2 ч экспозиции про-
бирок с высечками на шейкере при температуре
23°С с помощью кондуктометра Эксперт-002 с
датчиком для микрообъемов УЭП-П-С (“Эко-
никс-Эксперт”, Россия). Затем пробирки с рас-
тительным материалом доводили до кипения,
остужали до комнатной температуры и определяли
полный выход электролитов (Е2) по электропро-
водности раствора после разрушения мембран ки-
пячением. ОВЭ рассчитывали в процентах от
полного по формуле: ОВЭ = 100 × Е1/Е2.

Интенсивность ПОЛ оценивали по содержа-
нию МДА, которое определяли по методике, осно-
ванной на образовании триметинового комплекса
с максимумом поглощения 532 нм при взаимо-
действии данных соединений с тиобарбитуровой
кислотой (ТБК). Листья (0.1 г) растирали в 2 мл
20% ТХУ. Гомогенат центрифугировали при
15000 g в течение 10 мин; 1 мл надосадочной жид-
кости смешивали с 1 мл 20% ТХУ, содержавшей
0.5% ТБК. Смесь нагревали в течение 30 мин при
95°С и затем центрифугировали 5 мин при 10000 g.
Концентрацию МДА определяли спектрофото-
метрически, измеряя оптическую плотность при
532 нм и неспецифичное поглощение при
600 нм. Для расчета содержания МДА использо-
вали коэффициент молярной экстинкции рав-
ный 155 мМ–1 см–1. Концентрацию МДА выра-
жали в мкмоль/г сухой массы листьев.

В листьях также анализировали активность
антиоксидантных ферментов: каталазы (КАТ,
КФ 1.11.1.6), аскорбатпероксидазы (АПО, КФ 1.м
11.1.11) и гваякол-пероксидазы (ПО, КФ 1.11.1.7).

m'F

m'F m'F

С этой целью листья гомогенизировали в 50 мМ
фосфатном буфере (рН 7.8). Гомогенат центри-
фугировали при 15000 g в течение 10 мин при 4°С;
в супернатанте определяли активности ферментов.
Активность КАТ определяли по ферментативному
разложению H2O2 при 240 нм. Активность АПО
определяли спектрофотометрически в присутствии
0.5 мМ аскорбиновой кислоты и 0.5 мМ Н2О2 по
снижению оптической плотности при 290 нм.
Анализ активности ПО основывался на окисле-
нии гваякола в присутствии H2O2. Реакционная
среда содержала 2.5 мл 50 мМ калий-фосфатного
буфера (рН 6.1), 1 мл 1% перекиси водорода, 1 мл

Рис. 1. а) Кривая роста листа Solanum lycopersicum. Фа-
зы роста листа: I – лаг-фаза, II – фаза логарифмиче-
ского роста (лог-фаза), III – фаза замедления скорости
роста, IV – стационарная. Стрелками указан момент
перехода на круглосуточное освещение (КО). б) Схема
постановки опыта. Растения подвергались действию
КО в возрасте 14 сут (А), 18 сут (Б) и 30 сут (В) от посад-
ки. Анализировали 3, 5 и 7 листья (полная штриховка),
которые находились на разных фазах роста в момент
перехода на КО: 3А-лаг2 – 3 лист в середине лаг-фазы;
5А-лаг1 – 5 лист в начале лаг-фазы; 3Б-лог2 – 3 лист в
середине лог-фазы; 5Б-лаг2 – 5 лист в середине лаг-
фазы; 5В-лог2 – 5 лист в середине лог-фазы; 7В-лог1 –
7 лист в начале лог-фазы.
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1% гваякола и 10 мкл ферментативного препара-
та. Измеряли оптическую плотность при 470 нм.
Активность ферментов рассчитывали на 1 г сухой
массы листьев, а удельную активность – на 1 мг
белка. Общее содержание белка определяли ме-
тодом Бредфорд, используя в качестве стандарта
бычий сывороточный альбумин.

Визуальную оценку состояния листьев (прояв-
ления хлороза или некроза) (рис. 2а) и недеструк-
тивные измерения (содержание хлорофилла в у.е.
SPAD, Fv/Fm и ϕII) проводили каждые 3–4 дня.
Остальные измерения были выполнены через
3 недели от начала действия КО на растения.

Каждый опыт повторяли два раза. На рисунках
представлены средние значения (n ≥ 6) и их стан-
дартные ошибки. Достоверность различий между

средними значениями устанавливалась с помо-
щью дисперсионного анализа с использованием
программного обеспечения Statistica (v. 8.0.550.0,
“StatSoft, Inc.”). Разницу между средними значе-
ниями считали значимой при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние фазы роста листа

У растений, первоначально находящихся в
условиях 16 ч фотопериода, а затем помещенных
в условия 24 ч фотопериода, уже через неделю за-
фиксировано снижение содержания хлорофилла в
листьях, а также снижение потенциального (Fv/Fm)
и реального (ϕII) квантового выхода фотохимиче-
ской активности ФСII по сравнению с контроль-

Рис. 2. а) Межжилковый хлороз листьев Solanum lycopersicum, вызванный круглосуточным освещением. б) Листья кон-
трольных растений (К), выращенных в условиях 16 ч фотопериода, и растений, помещенных в условия круглосуточ-
ного освещения, в возрасте 14 сут (А) или 18 сут (Б) (см. рис. 1). Пунктирным контуром выделены листья, подвергав-
шиеся круглосуточному освещению, начиная с лаг-фазы, сплошным – с лог-фазы.
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ными растениями (рис. 3, 4). Однако, эти измене-
ния наблюдались не у всех листьев. Так, у растений,
подверженных действию КО в возрасте 14 дней
(рис. 1б-А), указанные выше признаки, а позже и
хлороз (рис. 2А), проявились у листьев с порядко-
вым номером 3 и выше (рис. 2б-А, 3), которые в
момент начала действия КО находились в лаг-фа-
зе роста. У растений, подвергшихся действию КО

с 18 сут, поврежденными оказались листья с пято-
го и выше (рис. 2б-Б, 3). У растений этого возрас-
та в момент начала действия КО листья с поряд-
ковым номером пять и выше находились в лаг-
фазе роста.

Для оценки влияния фазы роста листа на чув-
ствительность к КО изучили реакцию листьев,

Рис. 3. Содержание хлорофилла (у.е. SPAD) в листьях
контрольных растений (а), выращенных в условиях
16 ч фотопериода и растений, помещенных в условия
круглосуточного освещения, в возрасте 14 сут (б) или
18 сут (в).
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Рис. 4. Потенциальный (Fv/Fm) и реальный (ϕII)
квантовый выход фотохимической активности ФС II
и относительное содержание хлорофилла (у.е. SPAD)
в листьях растений, выращенных в условиях 16 ч фо-
топериода (1 – 3 лист, 4 – 5 лист) или повергавшихся
действию 24 ч фотопериода, начиная с лаг-фазы (2 –
лист 3А-лаг2, 5 – 5Б-лаг2) или лог-фазы (3 – 3Б-лог2,
6 – 5В-лог2).
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подвергавшиеся действию КО, начиная с лаг-фа-
зы или лог-фазы. Использовали листья разного
порядка – третий и пятый. Таким образом, срав-
нивали листья 3А-лаг2 и 3Б-лог2, а также 5Б-лаг2
и 5В-лог2, т.е. листья одного порядкового номе-
ра, находящиеся на разных фазах роста в момент
начала действия КО. Результаты показали, что и
третий, и пятый листья, испытавшие действие
КО, начиная с лаг-фазы (3А-лаг2 и 5Б-лаг2), име-
ли более низкие значения содержания хлорофил-
ла (рис. 4в, табл. 1) и показателей флуоресценции
хлорофилла (Fv/Fm, ϕII) (рис. 4а, б). Интенсив-
ность фотосинтеза у третьего листа была на 70% и
50%, а у пятого листа – на 45 и 30% ниже контроля
при ФАР 300 и 1000 мкмоль/(м2 с), соответственно
(табл. 1). Значения ЭИВ у третьего и пятого листа
были ниже контроля на 45 и 30%, соответственно.
В то же время у этих листьев были значительно уве-
личены показатели проницаемости мембран
(ОВЭ на 142 и 45%) и ПОЛ (содержание МДА на
42 и 58%) (табл. 1), что свидетельствует о наличии
сильного окислительного стресса. У листа 3А-лаг2
отмечено снижение активности КАТ на 54% по
сравнению с контролем, а у листа 5Б-лаг2 увели-
чение активности ПО на 54% (табл. 1).

Третий и пятый листья, которые в момент пе-
рехода на КО были в лог-фазе роста (3Б-лог2 и
5В-лог2), по содержанию хлорофилла и динамике

значений Fv/Fm и ϕII не отличались достоверно от
контроля (рис. 4, табл. 1). Значения An 300 у третье-
го и пятого листьев были на уровне контроля, а
значения An 1000 у третьего листа на 30% ниже кон-
троля (табл. 1). Значения LMA существенно пре-
восходили контроль – на 19% у третьего листа и на
107% у пятого. У третьего листа отмечено повы-
шение на 20% по сравнению с контролем содержа-
ния МДА, тогда как у пятого листа оно было сопо-
ставимо с контролем. По активности антиокси-
дантных ферментов (КАТ, АПО и ПО) и третий, и
пятый лист имели более высокие показатели по
сравнению с контролем (табл. 1).

Влияние положения листа на растении

Для того чтобы выявить влияние положения
листа на растении (порядкового номера) на чув-
ствительность к КО, сравнивали реакцию ли-
стьев, которые в начале действия КО находились
на одной фазе роста, но имели разный порядко-
вый номер, то есть листья 3А-лаг2 и 5А-лаг1, а
также 5В-лог2 и 7В-лог1 (рис. 1б).

Сравнение 3-го и 5-го листа, находящихся в
лаг-фазе в момент начала действия КО (листья
3А-лаг2 и 5А-лаг1), показало, что с течением вре-
мени содержание хлорофилла и значения Fv/Fm и

Таблица 1. Физиолого-биохимические показатели листьев, испытавших действие круглосуточного освещения в
течение 3 недель, начиная с лаг- или лог-фазы роста (в % к контролю).

Примечание: Контроль – листья соответствующего порядкового номера в условиях 16 ч фотопериода. * – значимые раз-
личия с контролем. Хл – хлорофилл. Показатели в контрольных растениях приняты за 100%. Абсолютные значения кон-
трольных образцов для 3 листа: хл (a + b) – 12.8 мг/г сухого веса, An 1000 – 10.7 мкмоль СО2/(м2 c), An 300 – 6.0 мкмоль СО2/(м2 c),
ЭИВ – 7.48 мкмоль СО2/ммоль Н2О, LMA – 2.6 мг/см2, ОВЭ – 22.4%, МДА – 253 мкмоль/ г сухого веса, КАТ – 2.6 мкмоль
Н2О2/(мг белка мин), АПО – 35 мкмоль/(мг белка мин), ПО – 47 мкмоль/(мг белка мин); для 5 листа: хл (a + b) – 11.7 мг/г
сухого веса, An 300 – 6.3 мкмоль СО2/(м2 c), An 1000 – 8.2 мкмоль СО2/(м2 c), ЭИВ – 9.28 мкмоль СО2/ммоль Н2О, LMA –
1.4 мг/см2, ОВЭ – 21.5%, МДА – 153 мкмоль/ г сухого веса, КАТ – 4.6 мкмоль Н2О2/(мг белка мин), АПО – 43 мкмоль/(мг
белка мин), ПО – 35 мкмоль/(мг белка мин).

Показатель
3 лист 5 лист

3А-лаг2 3Б-лог2 5Б-лаг2 5В-лог2

Хл (a + b), мг/г сух. массы 75* 96 79* 98

An 300, мкмоль СО2/(м2 c) 30* 105 56* 103

An 1000, мкмоль СО2/(м2 c) 51* 71 * 68* 98

ЭИВ, мкмоль СО2/ммоль Н2О 54* 102 68* 101

LMA, мг/см2 92 119 * 107 207*

ОВЭ, % 242* 90 145 * 101

МДА, мкмоль/ г сух массы 142* 120 * 158 * 108

КАТ, мкмоль Н2О2/(мг белка мин) 46* 127* 109 130*

АПО мкмоль/(мг белка мин) 114 146* 107 121*

ПО мкмоль/(мг белка мин) 87 151* 154* 486*
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ϕII у них значительно снижались по сравнению с
контролем (рис. 5, табл. 2). У третьего листа зна-
чения An 300, An 1000 и ЭИВ были ниже контрольных
на 50–70%, тогда как у пятого листа составляли
всего 4–7% от контрольных значений (табл. 2).
Значения ОВЭ превосходили контрольные на
142% и 67% для листьев 3А-лаг2 и 5А-лаг1, соот-
ветственно. У третьего листа содержание МДА
было на 42% выше по сравнению с контролем. У
третьего листа на 54% была снижена активность
КАТ, а у пятого листа активность всех ферментов
была значительно снижена – КАТ – на 48%, АПО –
на 60%, ПО – на 66% (табл. 2).

При сравнении пятого и седьмого листьев, ко-
торые были в лог-фазе роста в момент начала дей-
ствия КО, видно, что по содержанию хлорофил-
ла, показателям флуоресценции хлорофилла, ин-
тенсивности фотосинтеза, ЭИВ, ОВЭ и МДА они
не отличались достоверно от контроля (рис. 5,
табл. 2). При этом значения LMA у листьев 5В-лог2
и 7В-лог1 превышали контрольные значения на
107% и 80%, соответственно. При этом значения
активности ферментов КАТ и АПО у обоих ли-
стьев превышали контрольные значения на 20–
30%, а ПО – более чем в 2–3 раза (табл. 2).

У листьев, испытавших действие КО, начиная
с лаг-фазы роста, степень хлороза усиливалась с
увеличением номера листа (рис. 2б, 3).

Влияние возраста растения
Для оценки влияния возраста растения на чув-

ствительность к КО сравнивали реакцию листьев,
находящихся на одинаковой фазе роста у расте-
ний, которые в начале действия КО имели разный
возраст. Для этого сравнивали листья 3А-лаг2 и
5Б-лаг2, а также 3Б-лог2 и 5В-лог2 (рис. 1б).

Большинство изученных показателей у ли-
стьев 3А-лаг2 и 5Б-лаг2 были ниже контрольных
значений (табл. 1, рис. 4), однако показатели флу-
оресценции хлорофилла (рис. 4) и интенсивность
фотосинтеза (табл. 1) были значительно выше у
листьев 5Б-лаг2. В то же время у листьев 5Б-лаг2
были значительно ниже, чем у листьев 3А-лаг2,
значения ОВЭ, при этом в 2 раза выше актив-
ность КАТ и ПО (табл. 1).

Листья 3Б-лог2 и 5В-лог2 по показателям
Fv/Fm и ϕII, содержанию хлорофилла, An 300, ЭИВ не
отличались от контроля, однако листья 3Б-лог2
имели на 30% ниже значения An 1000 по сравнению
с листьями 5В-лог2, а значения МДА у них были не-
сколько выше (табл. 1). По активности ПО листья
5В-лог2 в 3 раза превосходили листья 3Б-лог2.

ОБСУЖДЕНИЕ
В ряде проведенных экспериментов мы на-

блюдали, что листья томата обладают разной чув-

ствительностью к КО, которую можно оценить с
помощью различных физиолого-биохимических
показателей. Визуально разная реакция на КО у ли-
стьев томата на одном растении отмечалась и ранее
[18], однако физиолого-биохимическая оценка
этого феномена дана не была. Из полученных нами
результатов следует, что фаза роста листа, на кото-
рой находится лист в момент начала действия КО

Рис. 5. Потенциальный (Fv/Fm) и реальный (ϕII)
квантовый выход фотохимической активности ФС II
и относительное содержание хлорофилла (у.е. SPAD)
в листьях растений, выращенных в условиях 16 ч фо-
топериода (1 – 3 лист, 3 – 5 лист, 6 – 7 лист) или по-
вергавшихся действию 24 ч фотопериода (2 – лист
3А-лаг2, 4 – 5А-лаг1, 5 – 5В-лог2, 7 – 7В-лог1).
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на растение, играет определяющую роль в реак-
ции листа на КО. Так, у листьев, находящихся в
момент начала действия КО в лаг-фазе роста, по-
степенно снижались показатели потенциального
и реального выхода фотохимической активности
ФС II, интенсивность фотосинтеза, содержание
хлорофилла. Вместе с тем у них повышались интен-
сивность ПОЛ и проницаемость мембран (ОВЭ),
что свидетельствует о развитии окислительного
стресса. Со временем у таких листьев появлялся
межжилковый хлороз. В противоположность, ли-
стья, которые в момент начала действия КО были
старше и находились в лог-фазе роста, по показа-
телям фотосинтетической активности и содержа-
нию хлорофилла не отличались от контроля, за
исключением снижения интенсивности фото-
синтеза у третьего листа при насыщающей интен-
сивности света. Признаков окислительного стресса
у них не наблюдалось. Обычно повышение устой-
чивости растений к избыточному свету связывают с
повышением активности механизмов антиокси-
дантной защиты [22]. В данном случае эти листья
имели более высокие показатели активности ан-
тиоксидантных ферментов (КАТ, АПО и ПО), что
предположительно и явилось причиной отсут-

ствия у них фотоповреждений. Так, активность
КАТ, АПО и ПО у третьего листа, подвергшегося
действия КО в лог-фазе, была в среднем на 80%,
32 и 64% выше, чем у листа, испытавшего дей-
ствие КО, начиная с лаг-фазы роста. А для пятого
листа эти значения составляли 21, 14 и 332% соот-
ветственно.

Наблюдаемая зависимость чувствительности
листа к КО от фазы роста листа не является не-
ожиданной. В литературе, посвященной фотопе-
риодизму, описано достаточно случаев, когда
чувствительность растений к фотопериодическо-
му стимулу инициации цветения изменяется в ходе
онтогенеза [23]. Известно также, что под фотопери-
одическим контролем находится не только переход
к генеративному развитию, но и такие процессы
как, например, рост листьев, способ ветвления,
рост корневой системы, накопление и распреде-
ление сухого вещества, кущение. Однако, в слу-
чае с КО, как показывают наши опыты, реакции
листьев и растений противоположны тем, которые
наблюдаются при изменении чувствительности к
фотопериодическому стимулу. Так, известно, что
чувствительность старых и молодых листьев не-
одинакова, а наиболее чувствительными к изме-

Таблица 2. Физиолого-биохимические показатели листьев разного порядка по положению на стебле, испытав-
ших действие круглосуточного освещения в течение 3 недель (в % к контролю).

Примечание: Контроль – листья соответствующего порядкового номера в условиях 16 ч фотопериода. * – значимые раз-
личия с контролем. Хл – хлорофилл. Показатели в контрольных растениях приняты за 100%. Абсолютные значения кон-
трольных образцов для 3 листа: хл (a + b) – 12.8 мг/г сухого веса, An 1000 – 10.7 мкмоль СО2/(м2 c), An 300 – 6.0 мкмоль СО2/(м2 c),
ЭИВ – 7.48 мкмоль СО2/ммоль Н2О, LMA – 2.6 мг/см2, ОВЭ – 22.4%, МДА – 253 мкмоль/г сухого веса, КАТ – 2.6 мкмоль
Н2О2/(мг белка мин), АПО – 35 мкмоль/(мг белка мин), ПО – 47 мкмоль/(мг белка мин); для 5 листа: хл (a + b) – 11.7 мг/г
сухого веса, An 300 – 6.3 мкмоль (м2 c), An 1000 – 8.2 мкмоль (м2 c), ЭИВ – 9.28 мкмоль СО2/ммоль Н2О, LMA – 1.4 мг/см2,
ОВЭ – 21.5%, МДА – 153 мкмоль/ г сухого веса, КАТ – 4.6 мкмоль Н2О2/(мг белка мин), АПО – 43 мкмоль/(мг белка мин),
ПО – 35 мкмоль/(мг белка мин); для 7 листа: хл (a + b) – 10.9 мг/г сухого веса, An 1000 – 8.3 мкмоль СО2/(м2 c), An 300 –
6.2 мкмоль СО2/(м2 c), ЭИВ – 9.18 мкмоль СО2/ммоль Н2О, LMA – 1.4 мг/см2, ОВЭ – 21.1%, МДА – 148 мкмоль/ г сухого веса,
КАТ – 4.2 мкмоль Н2О2/(мг белка мин), АПО – 39 мкмоль/(мг белка мин), ПО – 37 мкмоль/(мг белка мин).

Показатель
Лаг-фаза Лог-фаза

3А-лаг2 5А-лаг1 5В-лог2 7В-лог1

Хл (a + b), мг/г сухой массы 75* 78* 98 98

An 300, мкмоль СО2/(м2 c) 30* 4* 103 99

An 1000, мкмоль СО2/(м2 c) 51* 4* 98 96

ЭИВ, мкмоль СО2/ммоль Н2О 54* 7* 101 97

LMA, мг/см2 92 93 207* 180*

ОВЭ, % 242* 167* 101 105
МДА, мкмоль/ г сухой массы 142* 107 108 110
КАТ, мкмоль Н2О2/(мг белка 
мин)

46* 52* 130* 120*

АПО мкмоль/(мг белка мин) 114 40* 121* 125*
ПО мкмоль/(мг белка мин) 87 34* 486* 377*
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нению фотопериода являются активно растущие
листья. Есть и более сложные примеры зависимо-
сти от возраста листа. Например, у растений дур-
нишника (Xanthium pennsylvanicum) листья пло-
щадью менее 2 см2 нечувствительны к фотопери-
одическому стимулу цветения, а максимальная
чувствительность зафиксирована у листьев, до-
стигших половины своего окончательного размера.
Затем, по мере дальнейшего роста, чувствитель-
ность листьев снова снижается [24]. И в этом слу-
чае, и в наших экспериментах с КО, наблюдается
отсутствие или снижение чувствительности у зре-
лых листьев. Однако, в случае с восприятием фо-
топериодического стимула самые молодые ли-
стья находятся на преиндуктивной стадии и не
способны (не обладают компетенцией) воспри-
нимать стимулирующие сигналы, а под действием
КО наиболее сильные повреждения появляются у
самых молодых листьев, в то время как растущие
и зрелые листья практически не имеют видимых
повреждений или они возникают гораздо позже.
Известно также, что чувствительность листьев к
изменению фотопериода связана и с возрастом
растения. Чем старше растение, тем менее про-
должительный индуктивный период требуется для
перехода к цветению. В случае с действием КО бо-
лее взрослые растения оказываются менее чув-
ствительными. Это отмечено в наших экспери-
ментах и в более ранних опытах на томате [18] с
указанием на то, что наибольшей чувствительно-
стью обладают растения, имеющие 4–7 листьев, а
более молодые или взрослые являются менее чув-
ствительными. Мы в своей работе отметили только
меньшую степень снижения фотосинтетической
активности и развития окислительного стресса у
листьев, подвергшихся действию КО в лаг-фазе,
на более взрослых растениях. У растений же, ко-
торые с самого начала росли в условиях КО, все
листья, начиная с первого, имели очень хорошо
выраженные признаки фотоповреждения (хло-
роз, содержание хлорофилла менее 10 у.е. SPAD)
(данные не приводятся).

Особо отметим, что в наших опытах мы обна-
ружили более высокую активность АО ферментов –
КАТ, АПО и ПО. Ранее повышение активности
КАТ и СОД также отмечалось у растений куль-
турного томата в условиях КО и постоянной тем-
пературы [25]. У баклажана в условиях КО резкое
увеличение активности СОД, КАТ и ПО происхо-
дит уже на второй день [26]. В ряде других работ, в
частности проведенных с растениями салата в усло-
виях КО, отмечено более высокое содержание не-
ферментных компонентов антиоксидантной си-
стемы (АОС), таких как L-аскорбиновая кислота
и глутатион, а также повышенная активность
АПО и глутатионредуктазы на фоне значений
Fv/Fm выше 0.8, свидетельствующих об отсутствии
фотоокислительных повреждений [1]. Повышение
содержания L-аскорбиновой кислоты наблюда-

лось после 48 ч непрерывного действия света [27],
что привело авторов к идее краткосрочного (в те-
чение 2 сут) применения КО для увеличения со-
держания аскорбиновой кислоты перед сбором
урожая для производства так называемых функци-
ональных пищевых продуктов (“functional food”) с
повышенным антиоксидантным действием. Так-
же у растений салата, помещенных перед сбором
урожая на 2 сут в условия КО, отмечено увеличе-
ние активности СОД, антирадикальной активно-
сти (по методу DPPH) и суммарного содержания
фенольных соединений [28].

Известно, что антоцианы играют фотопротек-
турную роль и помогают восстанавливать баланс
между поглощением света и фиксацией СО2, сни-
жая таким образом возможность фотоокислитель-
ного повреждения [29]. В данной работе количе-
ственно содержание антоцианов мы не определяли,
но отмечали фиолетовую окраску нижней стороны
листьев, которые подвергались КО и не имели
признаков фотоповреждений. Можно предпо-
ложить, что содержание антоцианов в этих ли-
стьях было повышенным, что также способство-
вало усилению антиоксидантной активности в них.

Небольшое снижение значений Fv/Fm и ϕII у
листьев, подвергшихся действию КО в период
лог-фазы, которое наблюдалось в наших опытах и
в других работах на других объектах [28], также
свидетельствует о том, что растения “чувствуют”
избыточное освещение и защищаются от его не-
гативного влияния. При этом снижение значений
Fv/Fm и ϕII в таких случаях не сказывается на фо-
тосинтетической способности листьев, но свиде-
тельствует о динамическом фотоингибировании,
которое защищает фотосинтетический аппарат
от повреждения [30]. Вопрос о том, является ли
фотоингибирование стресс-реакцией или это за-
щитно-приспособительная реакция, направлен-
ная на согласование световых реакций фотосин-
теза со сложной и разветвленной последователь-
ностью биохимических реакций, происходящих в
темновой фазе фотосинтеза, остается пока дис-
куссионным.

Следует сказать, что влияние положения листа
на растении трудно разграничить с влиянием фа-
зы роста листа. Понятно, что в момент переклю-
чения светового режима на КО листья с большим
порядковым номером будут находиться на более
ранних стадиях развития. Все же сравнив листья с
разным порядковым номером, находящихся в
одинаковых фазах роста (хотя и различавшихся
как находящиеся в начале фазы или в ее середи-
не) на растениях одного возраста, мы пришли к
выводу, что порядковый номер листа не несет
принципиального значения. Листья с разным по-
рядковым номером, испытавшие действие КО,
начиная с лаг-фазы, имели признаки светового
повреждения, в то время как листья с разными
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порядковыми номерами, находившиеся в лог-
фазе в момент начала действия КО, имели сходные
характеристики, проявляя намного меньшую
чувствительность к КО. Что касается листьев с
признаками световых повреждений (хлороз), то
установлено, что степень хлороза усиливалась с
увеличением порядкового номера листа, т.е. у по-
следующих листьев. Очевидно, это связано с тем,
что листья с большим порядковым номером на-
ходились на более ранних стадиях развития в мо-
мент начала действия КО.

Таким образом, результаты проведенных опы-
тов показали, что в чувствительности листьев к
КО главную роль играет фаза роста листа, на ко-
торой он подвергается действию КО. Возрастная
изменчивость в чувствительности и/или устойчи-
вости листьев к КО предположительно связана с
разной степенью активности компонентов АОС,
в частности антиоксидантных ферментов. Ли-
стья, подвергающиеся КО в лаг-фазе, неспособ-
ны в дальнейшем противостоять окислительному
стрессу, вызванному КО (из-за низкой активно-
сти ферментов АОС), и у них развиваются фотопо-
вреждения в виде межжилкового хлороза. Листья
же, которые прошли лаг-фазу роста в нормальных
световых условиях и подвергались действию КО уже
в лог-фазе, оказываются более устойчивыми к
действию КО. Для них характерна более высокая
активность ферментов АОС (КАТ, АПО, ПО) и
как следствие у них не развивается окислитель-
ный стресс, вызванный чрезмерным освещением.
Порядковый же номер листа не влияет значимо
на устойчивость к КО, а с увеличением возраста
растений их устойчивость к КО повышается.
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Проведено подробное хромато-масс-спектрометрическое изучение вторичных метаболитов в био-
массе суспензионной культуры клеток мандрагоры туркменской (Mandragora turcomanica Mizgir.),
которая поддерживается в активно растущем состоянии более 30 лет. Идентифицированы как ши-
роко распространенные у растений соединения (амиды гидроксикоричных кислот с путресцином и
ферулоилтирамин), так и весьма редкие метаболиты (гликозиды фенилэтиламидов гидроксикорич-
ных кислот). Идентификацию соединений проводили с помощью ультраэффективной жидкостной
хроматографии, совмещенной с масс-спектрометрией высокого разрешения при ионизации элек-
трораспылением (УЭЖХ-ИЭР-МС) и детектировании положительно и отрицательно заряженных
ионов. Структурный анализ гликозидов фенилэтиламидов феруловой кислоты осуществлен на ос-
новании расшифровки МС-спектров, полученных при фрагментации протонированных молеку-
лярных ионов [M + H]+ этих соединений в источнике ионизации. На основании полученных ре-
зультатов показано наличие в клетках M. turcomanica, культивируемых in vitro, пяти гексозидов фе-
руловой кислоты, три из которых с остатками тирамина, и по одному с остатками метокситирамина
и октопамина соответственно. Один из обнаруженных гликозидов относится к очень редкой группе
метаболитов растений – дигексозиды ферулоилтирамина. Полученные результаты подтверждают
разрабатываемую в наших работах концепцию об изменении специализированного обмена в куль-
тивируемых in vitro клетках высших растений, свидетельствуют о сохранении в дедифференциро-
ванных пролиферирующих клетках способности к образованию сложного набора вторичных мета-
болитов, что противоречит сложившимся представлениям об утрате или снижении интенсивности
специализированного метаболизма в культурах клеток высших растений.

Ключевые слова: Mandragora turcomanica, суспензионная культура клеток, тирамин, гликозиды фе-
нилэтиламидов феруловой кислоты, вторичный метаболизм
DOI: 10.31857/S0015330321050080

ВВЕДЕНИЕ

Растения являются одними из самых сложных
по своему химическому составу организмов. Вариа-
бельная часть этого состава определяется, прежде
всего, образованием и накоплением веществ “спе-
циализированного” обмена (вторичных метаболи-
тов), роль которых в жизнедеятельности растения
является предметом многочисленных дискуссий. В
настоящее время превалирующая точка зрения –
участие вторичных метаболитов во взаимодействии
растения с окружающей средой: формирование и
регуляция связей в различных типах сосущество-
вания растений с другими организмами (симбио-
тические, антагонистические и другие варианты

отношений организмов), реакция растительного
организма на изменения абиотических факторов
среды и т.д. [1]. Одним из перспективных подхо-
дов к выяснению функциональной значимости
вторичного метаболизма является его изучение в
культуре клеток высших растений – уникальной
биологической системе, в которой многие биохи-
мические процессы (включая и вторичный мета-
болизм) реализуются отличным от интактных расте-
ний образом [1, 2]. Сопоставление закономерностей
специализированного обмена в растительных клет-
ках in vivo и in vitro при знании специфики и условий
их жизнедеятельности позволяет делать обосно-
ванные выводы о функциональной роли этого
процесса [1].

УДК 581.192.2

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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В настоящее время фитохимическое изучение
клеток растений in vitro в большинстве случаев
осуществляется путем сопоставления хромато-
графических профилей экстрактов из биомассы
культур клеток с хроматограммами стандартных
образцов характерных для конкретного растения
вторичных метаболитов (эту стратегию фитохи-
мического изучения культур клеток растений
условно можно обозначить как “классическую”)
[2]. Такой подход не позволяет обнаружить весь
спектр образуемых в культурах клеток соедине-
ний, что, по-видимому, лежит в основе широко
распространенного мнения об ограниченности
специализированного метаболизма в клетках рас-
тений in vitro [1–3]. В то же время, тщательное хи-
мическое изучение культур клеток растений с
применением всего арсенала фитохимических
методов (различные варианты тонкослойной хро-
матографии, препаративное выделение индиви-
дуальных соединений и описание их структуры с
помощью спектроскопии ЯМР и т.д.) свидетель-
ствует о возможности образования в культивиру-
емых клетках растений нехарактерных и/или
“минорных” (встречающиеся редко и в исчезаю-
ще малых количествах) для интактных растений
метаболитов, коммерческие стандартные образ-
цы которых в подавляющем большинстве случаев
отсутствуют [2, 4]. Таким образом, “классиче-
ская” стратегия фитохимического анализа не все-
гда предоставляет корректные сведения о разно-
образии вторичных метаболитов в клетках расте-
ний in vitro.

Современный этап развития фитохимии ха-
рактеризуется активным использованием при
описании структурного разнообразия вторичных
метаболитов в интактных растениях различных
видов хромато-масс-спектрометрии [5]. В наиболее
универсальном варианте этот экспериментальный
подход основан на совместном применении жид-
костной хроматографии (высоко- или ультраэф-
фективной – ВЭЖХ или УЭЖХ соответственно)
с квадрупольной-времяпролетной масс-спектро-
метрией при электрораспылительной ионизации.
В англоязычной литературе этот эксперимен-
тальный подход именуется как LC-ESI-Q-TOF-
MS (liquid chromatography electrospray ionization
quadrupole time-of-flight mass spectrometry) [5].
Применение LC-ESI-Q-TOF-MS при фитохимиче-
ском анализе позволило существенно расширить
представления о сложности химического состава
растений. В одной из пионерских работ этого на-
правления было показано, что LC-ESI-Q-TOF-MS
позволяет обнаружить и структурно описать в
различных образцах видов женьшеня (Panax spp.)
более 600 тритерпеновых гликозидов (гинзенози-
дов) разной структуры [6]. При этом возможна на-
дежная структурная идентификация метаболитов,
содержание которых исчезающе мало – до 10–4% от
сухой массы растительных образцов, что было

подтверждено с помощью “классических” мето-
дов фитохимии: препаративного выделения ин-
дивидуальных соединений и изучения их структуры
с помощью спектроскопии ядерного магнитного
резонанса (ЯМР) [6].

Однако если при исследовании интактных
растений хромато-масс-спектрометрия (в том
числе и LC-ESI-Q-TOF-MS) в настоящее время
является уже рутинным методом, то для фитохи-
мического анализа культивируемых in vitro клеток
растений этот экспериментальный подход ис-
пользуется достаточно редко [7]. На основании
изложенного можно предположить, что исполь-
зование хромато-масс-спектрометрии, прежде
всего LC-ESI-Q-TOF-MS, при изучении культур
клеток растений позволит получить более объек-
тивную информацию о биохимических особен-
ностях этой уникальной биологической системы,
и поэтому подобные работы имеют несомненное
фундаментальное и прикладное значение.

Мандрагора (Mandragora spp.) – род травяни-
стых многолетних растений семейства Solanaceae.
Является легендарным растением средневековой
Европы, упоминается в Библии. В настоящее вре-
мя установлено, что многие свойства мандрагоры
обусловлены наличием тропановых алкалоидов –
гиосциамина, атропина, скополамина и ряда дру-
гих [8–10].

Эндемичный вид горных районов юго-запада
Туркмении Mandragora turcomanica Mizgir. был
описан в 1942 году и является, пожалуй, одним из
наиболее редких лекарственных растений [8].
Природная популяция M. turcomanica насчитыва-
ет всего несколько сотен экземпляров растений.
При этом особенности биологии этого растения
затрудняют интродукцию вида (например, в усло-
виях ботанических садов) и/или плантационное
выращивание [8–10]. Эти обстоятельства пред-
определяют актуальность работ по получению и по-
дробному изучению культур клеток M. turcomanica
in vitro.

В 1981 году в ИФР РАН Р.Г. Бутенко и Н.А. Мя-
соедовым из листа интактного растения M. turco-
manica была получена культура клеток, которая
поддерживается в растущем состоянии методом
пересева по настоящее время.

Целью настоящей работы было фитохимиче-
ское изучение с помощью ультраэффективной
жидкостной хроматографии, совмещенной с
масс-спектрометрией высокого разрешения при
ионизации электрораспылением (УЭЖХ-ИЭР-МС,
один из вариантов LC-ESI-Q-TOF-MS), биомассы
суспензионной культуры клеток M. turcomanica,
поддерживаемой в культуре in vitro более 30 лет.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В качестве объекта ис-

следования использовали гетеротрофную суспензи-
онную культуру клеток мандрагоры туркменской
(Mandragora turcomanica Mizgir.), которая поддер-
живается в активно растущем состоянии с 1981 г. во
Всероссийской коллекции культур клеток выс-
ших растений ИФР РАН под № 31 [11].

Условия выращивания культуры клеток. Куль-
туру клеток M. turcomanica выращивали (в соот-
ветствии с коллекционным паспортом) на моди-
фицированной питательной среде с минеральной
основой по Мурасиге-Скугу [12] с добавлением
глюкозы (4%), тиамина (1 мг/л), α-НУК (3 мг/л)
и БАП (0.5 мг/л) [13]. Культивирование проводи-
ли в темноте, при 26°С, на качалке (90 об./мин), в
колбах объемом 250 мл с укупоркой двойным слоем
алюминиевой фольги и слоем офсетной бумаги
(30–40 мл суспензии в колбе). Цикл субкультиви-
рования составлял две недели. Для химического
анализа использовали биомассу на 10 сут после
пересева (экспоненциальная фаза роста культуры).

Подготовка проб для УЭЖХ-ИЭР-МС анализа.
Навеску воздушно-сухого растительного матери-
ала (31 мг) экстрагировали 3 раза по 1 мл 70% (по
объему) водного этилового спирта в течение
30 минут под действием ультразвука (УЗВ-12,
Сапфир, Россия), после чего центрифугировали
при 10000 об./мин в течение 10 минут (Микро-
центрифуга МЦФ, Россия) и отбирали супернатант
в грушевидную колбу. Объединенные спиртовые
экстракты упаривали под вакуумом (при темпера-
туре 55°С). Полученный экстракт суспендировали в
1 мл дистиллированной воды и наносили на па-
трон для твердофазной экстракции Supelclean
ENVI-18 (Supelco, США). Патрон промывали 3 мл
дистиллированной воды, аналиты смывали 3 мл
этанола. Полученный раствор упаривали под ва-
куумом при 55°С. Перед анализом экстракты рас-
творяли в 1 мл смеси ацетонитрил-вода (1 : 1, по
объему).

УЭЖХ-ИЭР-МС. Анализ проводили на хро-
матографе Waters Acquity UPLC (Waters, США),
оснащенном гибридным квадрупольным время-
пролетным масс-спектрометром XEVO QTOF (Wa-
ters, США). Пробу в объеме 1 мкл наносили на ко-
лонку ACQUITY UPLC BEH Phenyl (50 × 2.1 мм,
1.7 мкм; Waters, Ирландия). Температура колон-
ки составляла 40°С, объемная скорость потока
подвижной фазы – 0.4 мл/мин. В качестве по-
движной фазы использовали 0.1% (по объему)
раствор муравьиной кислоты в воде (раствори-
тель А) и 0.1% (по объему) раствор муравьиной
кислоты в ацетонитриле (растворитель Б). Хрома-
тографическое разделение проводили в режиме
градиентного элюирования. В процессе анализа
состав подвижной фазы менялся следующим об-
разом (Б, % по объему): 0–1 мин – 15%, 1–5 мин –

от 15 до 30%, 5 – 15 мин – от 30 до 38%, 15 –
15.5 мин – от 38 до 45%, 15.5 – 23 мин – 45%, 23 –
23.5 мин – от 45 до 95%. Анализ осуществляли в
режиме детектирования положительных и отри-
цательных ионов (диапазон m/z 100–2000). Пара-
метры источника ионизации: температура источ-
ника ионизации 120°С, температура десольвации
250°С, напряжение на капилляре 3.0 кВ, напря-
жение на конусе ввода пробы 30 В, скорость подачи
азота (десольвационный газ) 600 л/час. Обработку
полученных результатов производили с помощью
программы MassLynx (Waters, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе работы был проведен УЭЖХ-
ЭР-МС анализ спиртового экстракта из биомассы
суспензионной культуры клеток M. turcomanica в
режиме детектирования положительно-заряжен-
ных ионов. Выбор этого режима обусловлен тем
фактом, что при ионизации электрораспылением
для положительно-заряженных ионов (прежде все-
го, протонированных молекул ([M + H]+) многих
природных соединений наблюдается фрагмента-
ция (с образованием характеристических осколоч-
ных ионов) уже в источнике ионизации [14, 15].
Анализ полученных таким образом масс-спектров
позволяет провести достаточно быструю первич-
ную структурную идентификацию соединений без
осуществления дополнительных тандемных масс-
спектрометрических экспериментов [15]. Для хро-
матографического разделения использовали гра-
диентную программу элюирования, разработан-
ную ранее для анализа природных соединений
широкого диапазона полярности на хроматогра-
фических колонках с обращенной фазой [15].

Полученная УЭЖХ-ЭР-МС хроматограмма
(полный ионный ток) представлена на рисунке 1.
В общей сложности в экстракте из биомассы сус-
пензионной культуры клеток M. turcomanica было
обнаружено 9 хроматографических пиков соеди-
нений (элюируются с хроматографической ко-
лонки в пределах 0.5–4.0 мин), которые в поряд-
ке увеличения времени удерживания на хрома-
тографической колонке были обозначены
номерами от 1 до 9.

Для структурной идентификации обнаруженных
соединений использовали следующую информа-
цию: расшифровка результатов масс-спектромет-
рии (фрагментации протонированных молекул
соединений в источнике ионизации), определе-
ние (на основании сравнения расчетного и экспе-
риментально-измеренного значений точной мо-
ноизотопной молекулярной массы) элементарного
состава соединений [16] и сравнение масс-спектро-
метрического и относительного хроматографиче-
ского поведения соединений с данными литературы
[17–22]. Данные масс-спектров и результаты иден-
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Рис. 1. УЭЖХ ЭР МС хроматограмма (записана в ре-
жиме полного ионного тока при регистрации поло-
жительных ионов) экстракта из биомассы суспензи-
онной культуры клеток M. turcomanica (линия 31,
10 сут выращивания). Номера 1–9 – пики идентифи-
цированных соединений (табл. 1 и 2).
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тификации обнаруженных соединений представ-
лены в табл. 1.

Общий анализ масс-спектров положительных
ионов обнаруженных соединений (табл. 1) позво-
ляет предположить, что все они относятся к группе
амидов гидроксикоричных кислот [17]. На осно-
вании структурных особенностей эти метаболи-
ты можно разделить на четыре группы: метабо-
литы 1–3 – производные алифатического диа-
мина путресцина, ацилированные остатками
гидроксикоричных кислот; метаболит 9 – амид
феруловой кислоты с ароматическим моноами-
ном тирамином; метаболиты 5–8 – гексозиды
амидов феруловой кислоты с тирамином (метабо-
литы 5–7) и метокситирамином (метаболит 8);
метаболит 4 – гексозид амида феруловой кислоты
с ароматическим моноамином октопамином (со-
держит гидроксильную группу в алифатической ча-
сти моноамина). Для масс-спектров положитель-
ных ионов каждой из этих групп соединений от-
мечаются определенные особенности.

В масс-спектрах положительных ионов мета-
болитов 1–3 присутствуют три интенсивных сиг-
нала: ион протонированной молекулы [M + H]+

(справедливость идентификации этого иона под-
тверждается наличием иона аддукта [M + Na]+) и
два осколочных иона, образующихся в результате
нейтральной потери 17 Да (отщепление концевой
аминогруппы (в виде NH3, ион [M + H – 17]+)
остатка путресцина) и 88 Да (отщепление целого
остатка путресцина, C4H12N2, ион [M + H – 88]+).
Характеристический ион [M + H – 88]+ соответ-
ствует остатку гидроксикоричной кислоты, аци-
лирующей одну из аминогрупп путресцина: для
соединений 1 и 2 этот ион имеет значение m/z 163
(характеристический ион остатка кофейной кисло-
ты, C9H7 ); для соединения 3 – m/z 177 (характе-
ристический ион остатка феруловой кислоты,
C10H9 ). Таким образом, метаболиты 1, 2 и 3, по
всей видимости, имеют структуру путресцина,
ацилированного остатками кофейной (метабо-
литы 1 и 2) и феруловой (метаболит 3) кислот.
Описанные закономерности фрагментации в ис-
точнике ионизации [M + H]+ данных соединений
вполне согласуются с данными литературы [17, 21].

В масс-спектре соединения 9 присутствуют два
интенсивных сигнала: [M + H]+ и осколочный
характеристический ион (m/z 177), соответствую-
щий остатку феруловой кислоты. Разница между
значениями m/z этих ионов соответствует ней-
тральной потере остатка тирамина (нейтральная
потеря 137 Да, C8H11NO) [17, 18, 22]. На основа-
нии этих результатов соединение 9 идентифици-
ровано как амид феруловой кислоты и тирамина.

Фрагментация в источнике ионизации прото-
нированных молекул [M + H]+ соединений 5–8

3O+

3O+

сопровождается образованием серии осколочных
ионов, соответствующих последовательному от-
щеплению одного или двух остатков дегидрати-
рованной гексозы (нейтральная потеря 162 Да,
C6H10O5). В масс-спектрах положительных ионов
соединений 5–8 присутствует характеристический
ион с m/z 177. Анализ закономерностей фрагмен-
тации этих метаболитов также позволяет заключить,
что в качестве “амино-компоненты” у соедине-
ний 5–7 выступает тирамин (нейтральная потеря
137 Да), а у соединения 8 – метокситирамин (ней-
тральная потеря 167 Да, C9H13NO2). Таким образом,
на основании изложенных результатов можно
предположить, что соединения 5–8 соответствуют
гликозидам (точнее – гексозидам) амидов феру-
ловой кислоты с тирамином/метокситирамином.
На основании данных только масс-спектрометрии
невозможно установить, каким в точности моно-
сахаридам соответствуют остатки гексоз, обнару-
женных в составе соединений 5–8 [17, 22]. У рас-
тений встречаются гексозиды ферулоилтирамина
с глюкопиранозой, галактопиранозой или алло-
пиранозой [17, 20, 22, 23]. Кроме того, на основании
полученных масс-спектров нельзя делать выводы о
позиции гликозилирования – гидроксильная груп-
па гидроксикоричной кислоты или моноамина (у
растений встречаются оба варианта присоедине-
ния углеводных цепочек к молекулам фенилэтил-
амидов феруловой кислоты) [17, 24, 25]. Остается
также нерешенным вопрос о конфигурации двой-
ной связи (в природе встречаются как цис-, так и
транс-изомеры) остатка феруловой кислоты [17,
24]. Для уточнения этих элементов структуры со-
единений 5–8 требуются дополнительные иссле-
дования.

Особенностью масс-спектра положительных
ионов соединения 4 (по сравнению с масс-спек-
трами соединений 5–8) является наличие интен-
сивного иона – продукта отщепления остатка во-
ды (нейтральная потеря 18 Да) непосредственно
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от протонированной молекулы [M + H]+. В масс-
спектре также присутствуют осколочные ионы,
образующиеся в результате нейтральной потери
остатка гексозы и характеристический ион с m/z 177.
В совокупности изложенные результаты позволя-
ют предположить, что соединение 4 соответству-
ет гексозиду амида феруловой кислоты с моно-
амином октопамином (содержит гидроксильную
группу в алифатической части молекулы моно-
амина; наличие двух нейтральных потерь 18 Да и
135 Да (H2O и C8H9NO соответственно)) [18].

Справедливость проведенной интерпретации
масс-спектров положительных ионов соедине-
ний 1–9 подтверждается результатами УЭЖХ-

ЭР-МС анализа спиртового экстракта из биомассы
суспензионной культуры клеток M. turcomanica в
режиме детектирования отрицательно-заряженных
ионов (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Идентифицированные в биомассе суспензи-
онной культуры клеток M. turcomanica амиды гид-
роксикоричных кислот с путресцином (компо-
ненты 1–3) довольно широко распространены у
растений и в настоящее время рассматриваются
как запасные формы, участвующие в регуляции
гомеостаза этого диамина в растительных клетках

Таблица 2. Результаты УЭЖХ ЭР МС анализа (регистрация отрицательных ионов) экстракта из биомассы сус-
пензионной культуры клеток M. turcomanica (линия 31, 10 сут выращивания в колбах)

Примечание: * нумерация пиков соответствует таковой в табл. 1; **время удерживания на хроматографической колонке, мин;
*** данные масс-спектров (указаны значения m/z для обнаруженных ионов); ****остатки гидроксикоричных кислот, входя-
щие в состав обнаруженных соединений, могут иметь как цис-, так и транс-конфигурацию двойной связи в боковой цепи.
Обозначения: Hex – остаток гексозы.

Номер
пика*

tR,
мин**

Масс-спектры, m/z***
Результаты идентификации****

[M – H]– Другие ионы

1 0.68 249.12 499.25 [2M – H]– N-кофеоил-путресцин

2 0.72 249.12 499.26 [2M – H]– Изо-N-кофеоил-путресцин

3 1.04 263.16 – N-ферулоил-путресцин

4 1.48 490.16 981.34 [2M – H]–

328.12 [M – H – 162]– N-ферулоил-октопамин-Hex

5 1.60 636.21
1273.46 [2M – H]–

1319.47 [2M – H + HCOOH]–

474.16 [M – H – 162]–
N-ферулоил-тирамин-Hex-Hex

6 2.20 474.17

1424.53 [3M – H]–

949.34 [2M – H]–

995.37 [2M – H + HCOOH]–

312.12 [M – H – 162]–

520.18 [M – H + HCOOH]–

542.16 [M – H + HCOONa]–

537.16 [M – H + HCOONH4]–

N-ферулоил-тирамин-Hex

7 2.29 474.17

949.34 [2M – H]–

312.12 [M – H – 162]–

542.16 [M – H + HCOONa]–

537.17 [M – H + HCOONH4]–

Изо-N-ферулоил-тирамин-Hex

8 2.36 504.18

1009.38 [2M – H]–

342.13 [M – H – 162]–

572.17 [M – H + HCOONa]–

567.19 [M – H + HCOONH4]–

N-ферулоил-метокситирамин-Hex

9 3.43 312.12 625.25 [2M – H]–

380.11 [M – H + HCOONa]– N-ферулоил-тирамин
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[26, 27]. Ферулоилтирамин (компонент 9) отно-
сится к небольшой группе широко распростра-
ненных у растений фенилэтиламидов гидрокси-
коричных кислот – индуцибельных метаболитов,
участвующих в биохимических реакциях расте-
ний на воздействие стресс-факторов различной
природы, а также предшественников обширного
класса лигнанамидов [26]. В то же время, обнару-
женные в культивируемых in vitro клетках M. tur-
comanica гликозиды фенилэтиламидов феруловой
кислоты (компоненты 4 – 8; рис. 2) относятся к од-
ной из самых редких групп вторичных метаболи-
тов растений. Действительно, если закономерно-
сти распространения и биосинтеза фенилэтилами-
дов гидроксикоричных кислот изучены достаточно
подробно и с завидной частотой обобщаются в
обзорных статьях [26, 27], то структурное разно-
образие их конъюгатов с остатками сахаров изу-
чено значительно хуже. В настоящее время из
растений выделено около 10 моногексозидов
(глюкозидов, галактозидов и аллозидов) фенилэти-
ламидов гидроксикоричных кислот, а для дигексо-
зидов этих соединений (подобный метаболит иден-
тифицирован в настоящей работе (соединение 5))
описана лишь единственная структура [20, 23–25,
28]. Гликозиды фенилэтиламидов гидроксико-
ричных кислот распространены в растительном
мире спорадически (зафиксировано их присут-
ствие в представителях семейств Amaranthaceae/

Chenopodiaceae, Aristolochiaceae, Menispermaceae,
Papaveraceae, Ranunculaceae и Solanaceae) и на-
капливаются в растительных тканях в следовых
количествах (содержание этих метаболитов в ли-
стьях, стеблях, корнях и корневищах растений
редко превышает 0.0008% от сухой массы) [20,
23–25, 28, 29]. Имеющиеся в литературе данные
позволяют выдвинуть предположение о запасной
и/или транспортной функции гликозидов фенил-
этиламидов гидроксикоричных кислот в клетках
растений [29, 30].

Следует подчеркнуть, что все описанные в на-
стоящей работе соединения обнаружены для вида
M. turcomanica впервые, однако для их более точ-
ной структурной идентификации требуются до-
полнительные исследования.

Важно, что в результате проведенного анализа
не удалось обнаружить в биомассе суспензион-
ной культуры клеток M. turcomanica характерных
для растений рода Mandragora spp. (и многих других
представителей семейства Solanaceae) вторичных
метаболитов – тропановых алкалоидов, кумари-
нов и/или витанолидов [10].

Таким образом, в настоящей работе впервые
проведено подробное хромато-масс-спектрометри-
ческое изучение вторичных метаболитов в биомассе
суспензионной культуры клеток M. turcomanica. При
этом идентифицированы как широко распростра-
ненные у растений соединения (амиды гидрокси-

Рис. 2. Структурные формулы идентифицированных (на основании результатов УЭЖХ ЭР МС) в биомассе суспензи-
онной культуры клеток M. turcomanica гликозидов фенилэтиламидов феруловой кислоты. Обозначения: R – H или Hex.
Hex – остаток гексозы.
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коричных кислот с путресцином и ферулоилтира-
мин), так и весьма редкие метаболиты (гликозиды
фенилэтиламидов гидроксикоричных кислот).
Важно, что значительное структурное разнообразие
гликозилированных фенилэтиламидов гидрокси-
коричных кислот обнаружено в биомассе суспен-
зионной культуры клеток M. turcomanica, которая
поддерживается в активно растущем состоянии
более 30 лет [11]. Этот результат свидетельствует о
сохранении в длительно культивируемых in vitro
клетках растений способности к образованию
весьма сложного набора вторичных метаболитов
и противоречит сложившимся представлениям [3]
о закономерностях специализированного мета-
болизма в культурах растительных клеток.

Работа по анализу биохимического состава
культуры клеток выполнена при финансовой
поддержке гранта Российского фонда фундамен-
тальных исследований 18-54-06021 Аз_а.

Работы по выращиванию культуры клеток
проводили с использованием оборудования “На-
учно-производственного комплекса на основе
разработки природосберегающей Hi-Tech биотех-
нологии получения высококачественного сырья
фармацевтического и пищевого назначения с ис-
пользованием культивируемых клеток и органов
высших растений или микроводорослей”, вклю-
чая оборудование Уникальных научных устано-
вок “Всероссийская коллекция культур клеток
высших растений” и “Опытный биотехнологиче-
ский комплекс” Института физиологии растений
им. К.А. Тимирязева Российской академии наук
(УНУ ОБК ИФР РАН и УНУ ВРККК ВР ИФР
РАН) при финансовой поддержке Мегагранта
Правительства Российской Федерации (Согла-
шение № 075-15-2019-1882).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов.
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Исследована возможность применения флуорохромного красителя флуореcцеина диацетата (FDA)
в комбинации с проточной цитометрией и коэффициента переменной флуоресценции хлорофилла
а для оценки функционального состояния клеток микроводорослей в условиях накопительного ро-
ста культур и при вариабельности света и температуры от оптимальных до экстремальных уровней.
Показано, что величина флуоресценции FDA является более консервативным параметром по срав-
нению с относительной переменной флуоресценцией хлорофилла а, ее заметные изменения связаны
с необратимой потерей функциональной активности клеток водорослей и их гибелью, что позволя-
ет использовать данный показатель в качестве маркера жизнеспособности водорослей при экстре-
мальных условиях культивирования. Заметное снижение значений флуоресценции FDA сопряжено
с наступлением глубокой стационарной фазы (фазы отмирания) роста водорослей, а также наблю-
дается при воздействии на клетки исследуемых культур высокой температуры (>25°C) и ингибиру-
ющей интенсивности света (1200 мкЭ/м2 с1).

Ключевые слова: микроводоросли, проточная цитометрия, накопительная культура, температура,
интенсивность света, флуоресценция FDA, скорость роста, относительная переменная флуорес-
ценция хлорофилла а
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ВВЕДЕНИЕ

Быстрая ответная реакция микроводорослей
на изменение условий существования позволяет
использовать их структурно-функциональные
характеристики как чувствительные индикаторы
экологического состояния водных биоценозов.
Применение цитометрических и флуоресцентных
показателей клеток водорослей в качестве экс-
пресс-маркеров – практически неисследованный
феномен, несмотря на его довольно широкое рас-
пространение и универсальность. Создание си-
стемы оперативного контроля функционального
состояния фитопланктона позволит прогнози-
ровать процессы формирования первичной про-
дукции в море в условиях возрастающего антро-
погенного воздействия на морские биоценозы.

Метод проточной цитометрии в комбинации с
флуорохромом флуоресцеином диацетатом (FDA)
применяется для распознавания живых и мертвых
клеток микроводорослей на основе проницаемо-

сти их клеточных мембран и для оценки фермен-
тативной активности клеток, что открывает воз-
можность поиска новых репрезентативных кри-
териев определения функционального состояния
водорослей. В состав FDA входит субстрат, спе-
цифичный к ферментам группы эстераз [1]. Его
ферментный гидролиз приводит к высвобождению
молекулы флуоресцеина и, как следствие, свече-
нию клетки (эмиссия в зеленой области спектра).
Однако чаще всего такой подход применяется для
определения доли живых/мертвых клеток различ-
ных таксономических групп водорослей [1–4].
Нами впервые было предложено использовать
удельную флуоресценцию FDA в качестве экс-
пресс-маркера функционального состояния во-
дорослей в условиях накопительного роста куль-
туры [5]. В литературе практически не затрагива-
ются вопросы оценки роли основных физических
факторов (температура и освещенность) в регули-
ровании процессов, связанных с деятельностью
внутриклеточных эстераз микроводорослей [3].
Встречаются единичные исследования, где изме-
нение удельной флуоресценции FDA у водорос-Сокращение: FDA – флуореcцеин диацетата.
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лей рассматривается как отклик на действие ток-
сических веществ. В основном это краткосрочные
острые опыты, не связанные с длительным куль-
тивированием водорослей в ингибируемой среде
[4, 6, 7].

Метод измерения относительной переменной
флуоресценции хлорофилла а водорослей обладает
высокой чувствительностью и позволяет быстро
оценить ряд биофизических характеристик фито-
планктона в режиме реального времени [8, 9]. Од-
нако до сих пор слабо изученным остается вопрос
влияния физических факторов среды на динамику
переменной флуоресценции хлорофилла а [8, 10].
Несмотря на интенсивные исследования флуо-
ресцентных характеристик, сведения о взаимосвязи
относительной переменной флуоресценции хло-
рофилла а с основными структурными, внутрикле-
точными соотношениями водорослей и скоростью
роста водорослей практически отсутствуют. В свя-
зи с этим, совершенствование существующих и
развитие новых методов прямой детекции стрес-
сового состояния клетки/сообщества – актуаль-
ная и востребованная прикладная задача.

Цель работы – оценка физиологического со-
стояния микроводорослей при оптимальных и
экстремальных условиях роста с помощью цито-
метрических и флуоресцентных показателей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В качестве объекта ис-

следования были использованы альгологически
чистые культуры водорослей: отдел Bacillariophy-
ta: Phaeodactulum tricornutum (Bohlin), Chaetoceros
curvisetus (Cleve); отдел Chlorophyta: Chlorella vul-
garis suboblonga (Andreeva), Dunaliella salina (Te-
odoresco) из коллекции отдела экологической
физиологии водорослей ИнБЮМ. Выбор видов
обусловлен тем, что Phaeodactulum tricornutum,
Chlorella vulgaris suboblonga и Dunaliella salina облада-
ют высокой жизнестойкостью при культивирова-
нии и часто используются в гидробиологических
исследованиях в качестве модельных объектов, а
Chaetoceros curvisetus является одним из широко
распространенных представителей фитопланкто-
на Черного моря.

Phaeodactylum tricornutum – морской, солоно-
ватоводный, эвригалинный вид, широко распро-
страненный в морских и континентальных водо-
емах. Вид планктонный, встречается круглогодич-
но, но преимущественно весной и осенью. Клетки
одиночные, двух видов: слегка серповидно изо-
гнутые и трехлучевые [11].

Chaetoceros curvisetus – неритический вид, ши-
роко распространенный в южных и умеренных
морях. Распространен в Черном море у берегов и
во всех бухтах, реже в северо-западном районе,
осенью и весной в большом количестве, часто вы-
зывает осеннее цветение, споры образует пре-

имущественно в октябре, иногда в заметном ко-
личестве ранней весной. Цепочки прямые, ширина
5–30 мкм. Створки эллиптические, слабо вогну-
тые, с выпуклиной на середине, загиб высокий,
около 1/3 высоты клетки, поясок с узкой бороздкой
по краю, высота клетки 12.5–30 мкм. Щетинки
тонкие, отходят от приподнятых полюсов, скре-
щиваются у своего основания, направлены сна-
чала перпендикулярно к оси цепочки, затем слег-
ка склоняются к ее концам [11].

Chlorella vulgaris suboblonga – клетки эллипсо-
идные, 2.8–6.1 мкм длиной и 1.7–5.5 мкм шириной,
при образовании автоспор 8.0 и 5.5 мкм, соответ-
ственно. Оболочка тонкая. Хлоропласт широкий
поясковидный незамкнутый или корытовидный.
Положение хлоропласта может быть ориентиро-
вано по отношению к длинной оси клетки про-
дольно или поперечно. Автоспоры по 2–4, реже
по 8, сразу после освобождения неправильно эл-
липсоидные. Цвет клеток как молодых, так и
взрослых темно-зеленый [12].

Dunaliella salina – клетки водоросли разнооб-
разной формы: овальные, эллипсоидные, яйце-
видные, грушевидные, иногда шаровидные, ци-
линдрические или веретеновидные; радиально- или
билатерально симметричные, редко дорсовен-
тральные или слегка ассиметричные [13]. Размеры
клеток разнообразны: их длина может колебаться
от 2.8 до 40 мкм, ширина от 1.5 до 20 мкм, объем
от 8 до 4500 мкм3. Наиболее подробные иллюстра-
ции по изменчивости дуналиелл имеются в [13],
где представлены материалы по гомологическим
рядам модификационной изменчивости видов ду-
налиелл.

Во всех сериях экспериментов культуры выра-
щивали в конических колбах объемом 250 мл
(объем культур в колбах составлял 150 мл).

Накопительный режим культивирования. Ис-
следовали поведение водорослей и флуоресцент-
ные показатели в накопительном режиме роста
при усилении дефицита азота. Культуру P. tricor-
nutum выращивали в двух повторностях при тем-
пературе 20°С и интенсивности света 34 мкЭ/м2 с1 в
течение 14 сут на среде f/2 [14] с двукратно умень-
шенным содержанием азота. Культуру C. vulgaris su-
boblonga также выращивали в двух повторностях
при температуре 18°С и интенсивности света
43 мкЭ/м2 с1 в течение 23 сут на среде f/2 с дву-
кратно уменьшенным содержанием азота. Ин-
тенсивность света определяли внутри колб зон-
дирующим 4П датчиком квантометра QSL 2101
(“Biospherical Instruments Inc.”, США), диапазон
которого составляет 400–700 нм (ФАР). Концен-
трационное тушение флуоресценции в накопи-
тельных культурах устраняли путем разбавлением
пробы непосредственно перед измерением. Осу-
ществляли контроль по измерению кислорода в
среде с помощью кислородомера КЛ 115. Мини-
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мальное содержание кислорода было не ниже
4 мгО2 /л.

Световой фактор. Для исследования влияния
светового фактора на функциональные показате-
ли P. tricornutum и D. salina культуры адаптировали
дискретно к освещенностям от 14 до 1720 мкЭ/м2 с1

при температуре 1720°С в течение периода времени,
достаточного для соответствующей стабилизации
роста при данной освещенности (3–7сут). Облу-
чение осуществлялось светодиодами белого света
(4000 К), различные уровни которого достигались
изменением расстояния до источника света и
применением нейтральных светофильтров.

Температурный фактор. Выращивание водо-
рослей P. tricornutum и C. curvisetus проводили в
диапазоне температур от 3 до 27°С при постоянной
освещенности 34 мкЭ/м2 с1 в течение периода вре-
мени, достаточного для соответствующей стаби-
лизации роста при данной температуре (3–6 сут).
Для создания необходимых температурных усло-
вий использовали термостатированный бокс,
точность поддержания температуры +0.1°С.

Концентрация клеток в культурах поддержи-
валась примерно на одном уровне в экспоненци-
альной фазе роста путем периодического (один
раз в сутки или реже для слаборастущих культур)
разбавления свежей питательной средой при ис-
следовании влияния температурного и светового
факторов. Текущий контроль осуществлялся пу-
тем измерения оптической плотности суспензии.
Оптическая плотность суспензии определялась
на спектрофотометре СФ 26 ЛОМО, на длине
волны 750 нм в 10-сантиметровой цилиндриче-
ской кювете, закрепляемой внутри кюветного от-
деления в специально изготовленном держателе.
Возможность использования оптической плот-
ности как показателя биомассы для разных видов
была исследована ранее; получена линейная за-
висимость между этой величиной и концентра-
цией клеток [15].

Величина рН культуральной среды составля-
ла 8.2–8.5.

Удельную скорость роста микроводорослей
определяли по формуле [16]:

(1)

где:
μ – удельная скорость роста, сут–1;
N1 и N2 – исходная концентрация клеток и ее ко-
личество через время t, кл/мл;
t – время между измерениями, сут.

Для цитометрического анализа из культиваци-
онных сосудов отбирали пробы объёмом 3 мл.
Пробы исследовали с помощью проточного ци-
тометра Cytomics TM FC 500 (“Beckman Coulter”,
США), оборудованного 488 нм однофазным арго-

2 1ln ln ,N N
t
−μ =

новым лазером. Окрашивание водорослей ви-
тальным красителем флуоресцеином диацетатом
(FDA) производили по протоколу, опубликован-
ному в работе [17]. Метаболическую активность и
содержание пигментов в клетках оценивали на
двух параметрических цитограммах по флуорес-
ценции FDA (канал FL1 в зеленой области спек-
тра, 525 нм) и автофлуоресценции (FL4 в красной
области спектра, 675 нм) на безразмерных лога-
рифмических шкалах. С вариантом иллюстраций
можно ознакомиться в работе [17], выполненной
с участием авторов. Рассчитывали среднее значе-
ние аккумулированной флуоресценции FDA на
клетку, обозначив данный параметр, как FDAfl.

Изменение переменной флуоресценции хло-
рофилла а (максимальной квантовой эффектив-
ности ФС II) (в литературе встречаются определе-
ния: эффективность первичного разделения заря-
дов, КПД использования световых квантов и др.),
под которой далее по тексту будет пониматься ко-
эффициент относительной переменной флуорес-
ценции хлорофилла а [8, 9, 18], определяли на флу-
ориметре МЕГА 25 с возбуждающим излучением
на длине волны ~ 455 нм [19], разработанном на
кафедре биофизики биологического факультета
МГУ имени М.В. Ломоносова по формуле:

(2)

где:
Fm – максимальная флуоресценция после серии
световых вспышек, насыщающих реакционные
центры фотосинтеза;
F0 – величина флуоресценции при открытых ре-
акционных центрах.

Перед измерением пробы выдерживали 15 мин
в темноте при необходимой температуре. Принцип
действия флуориметра основан на оптическом яв-
лении флуоресценции хлорофилла – свечении ве-
щества в момент воздействия возбуждающим све-
том. Индукция флуоресценции регистрируется
при фиксированном значении интенсивности
возбуждающего света около 5000 мкмоль/м2 с2.
Предел допускаемой относительной погрешности
измерений не более ± 10%. Управление работой
флуориметра осуществляется от персонального
компьютера при помощи специализированной
программы MEGA25.

Статистическая обработка данных выполня-
лась по стандартным программным пакетам Mic-
rosoft Exel 7.0, Statistica-5, Grapher-9, Sigma Plot
для персонального компьютера. Все опыты были
выполнены в трех биологических и трех аналити-
ческих повторностях. В таблицах и графиках пред-
ставлены средние значения и их стандартные от-
клонения. Достоверность различий между средни-
ми значениями оценена по t-критерию Стьюдента
при Р ≤ 0.05.

−= m 0
v m

m

,F FF F
F
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Накопительный режим культивирования

На рис. 1 и 2 представлена временная динами-
ка параметров флуоресценции FDAfl, параметра

Fv/Fm и скорости роста культур P. tricornutum и
C. vulgaris suboblonga в условиях накопительного
роста водорослей.

Максимальные значения исследуемых пара-
метров наблюдали в экспоненциальной фазе роста,
на 2–3 сут эксперимента для C. vulgaris suboblonga и
на 4–6 сут для P. tricornutum, после лаг-периода, свя-
занного с сильным разведением культур. Затем
наблюдалось быстрое падение удельной скорости
роста μ водорослей и коэффициента относитель-
ной переменной флюоресценции хлорофилла а.
Значения флуоресценции FDA оставались высо-
кими до наступления стационарной фазы роста.
По мере развития стационарной фазы (старение
культуры), на фоне снижения концентрации клеток
происходило более быстрое падение показателя
флуоресценции FDA, однако не столь значитель-
ное, как для параметров Fv/Fm и μ, соответственно.

Температурный фактор

Данные на рисунках 3 и 4 показывают измене-
ния значений коэффициента относительной пере-
менной флуоресценции хлорофилла а, флуорес-
ценции FDA (FDAfl) и удельной скорости роста
водорослей при их культивировании в условиях
различных температур. Температурная зависи-
мость удельной скорости роста водорослей P. tri-
cornutum и C. curvisetus имела одновершинный ха-
рактер, с максимумом при 20–24°С и сильным
ингибированием при 27°С. Значения параметров
FDAfl и Fv/Fm у исследуемых видов водорослей со-
хранялись на высоком, относительно постоян-
ном уровне в диапазоне температур 5–24°С. При
температуре 27°С P. tricornutum и C. curvisetus сильно
деградировали, что приводило к остановке роста
водорослей и паданию значений как активности
внутриклеточных эстераз, так и эффективности
переноса энергии ФС II. Пролонгированное воз-
действие этой температуры имело летальный ха-
рактер.

Если сравнивать значения удельной скорости
роста водорослей и параметра Fv/Fm в крайних
температурных зонах, то наблюдается формально
одинаковое поведение: резкое снижение данных
показателей. Однако при высоких температурах
снижение Fv/Fm, очевидно, отражает частичную
(или полную) гибель клеток и утрату ими фото-
синтетической активности, а при низких темпе-
ратурах снижение относительной переменной
флуоресценции хлорофилла а нельзя объяснить
таким же образом, так как клетки сохраняют жиз-
неспособность и быстро восстанавливаются при
повышении температуры. Данный тезис подтвер-
ждается полученными значениями флуоресценции
FDA. В отличие от относительной переменной
флуоресценции хлорофилла а, параметр FDAfl
сохранял высокие значения при низкой темпера-

Рис. 1. Динамика изменений флуоресценции FDA
(FDAfl), параметра Fv/Fm и удельной скорости роста
культуры Phaeodactulum tricornutum в накопительном
режиме
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Рис. 2. Динамика изменений флуоресценции FDA
(FDAfl), параметра Fv/Fm и удельной скорости роста
культуры Chlorella vulgaris suboblonga в накопительном
режиме
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Рис. 3. Зависимость параметров FDAfl активности,
Fv/Fm и удельной скорости роста от температуры у
Phaeodactylum tricornutum
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туре, что косвенно подтверждает поддержание
жизнеспособности водорослей в этих условиях.
При этом флуоресценция FDA имела минималь-
ные значения при высоких температурах (>25°C).
Температуры, превышающие верхнюю границу
толерантной зоны, можно рассматривать как бо-
лее жесткий фактор, приводящий к возможной
гибели водорослей.

Световой фактор

Чтобы определить влияние светового фактора
на флуоресценцию FDA, культуры P. tricornutum
(рис. 5) и D. salina (рис. 6) выращивали в широком
диапазоне интенсивности света. В диапазоне от
14 до 150 мкЭ/м2 с1 у P. tricornutum сохранялись
высокие значения квантовой эффективности
ФС2 (0.63–0.70), у D. salina данный показатель
имел максимальные значения при интенсивности
света от 170 до 600 мкЭ/м2 с1. При освещенности
свыше 150 мкЭ/м2 с1 наблюдалось постепенное
снижение относительной переменной флуорес-
ценции хлорофилла а у P. tricornutum, падение
значений удельной скорости роста водорослей
отмечено при более высоких значениях освещен-
ности – свыше 600 мкЭ/м2 с1. Снижение значе-
ний Fv/Fm у D. salina отмечено при освещенности
свыше 600 мкЭ/м2 с1 и было сопряжено со сни-
жением значений удельной скорости роста водо-
рослей. При интенсивности света 1200 мкЭ/м2 с1

наблюдали падение показателей относительной
переменной флуоресценции хлорофилла а и ин-
гибирование скорости роста у исследуемых ви-
дов водорослей.

Флуоресценция FDA имела относительно
высокие постоянные значения практически во
всем световом диапазоне выращивания как у
P. tricornutum, так и D. salina. Действие интенсив-
ности света 1200 мкЭ/м2 с1 приводило к резкому
падению параметра FDAfl у P. tricornutum, тогда
как культура D. salina сохраняла высокие значе-
ния флуоресценции FDA при данной освещен-
ности. Это подтверждается высокой подвижно-
стью клеток D. salina, наблюдаемой под элек-
тронным микроскопом. Падение параметра
FDAfl у D. salina отмечено при интенсивности
света 1600 мкЭ/м2 с1, относительная переменная
флуоресценция хлорофилла а также имела ми-
нимальные значения (0.3) в данных условиях ро-
ста водорослей.

Уровень световой энергии выше 600 мкЭ/м2 с1

может считаться избыточным (адаптивное сниже-
ние удельного содержания хлорофилла), а затем и
ингибирующим 900–1200 мкЭ/м2 с1, вызываю-
щим интенсивное фотоокисление и деструкцию
как светопоглощающих пигментов, так и реакци-
онных центров [20, 21].

ОБСУЖДЕНИЕ

Маркерами функционального состояния во-
дорослей могут выступать структурные и внутри-
клеточные элементы клетки, такие как мембрана
и мембранная проводимость, протеины (ферменты)

Рис. 4. Зависимость параметров FDAfl активности,
Fv/Fm и удельной скорости роста от температуры у
Chaetoceros curvisetus
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Рис. 5. Зависимость параметров FDAfl активности,
Fv/Fm и удельной скорости роста от интенсивности
света у Phaeodactylum tricornutum
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Рис. 6. Зависимость параметров FDAfl активности,
Fv/Fm и удельной скорости роста от интенсивности
света у Dunaliella salina

3200

2400

1600

2800

2000

1200
800

400 800 1200 1600

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0

1.4

0.8
1.0
1.2

0.6
0.4
0.2
0

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
F

D
A

, о
т.

 е
д.

(•
)

I, мкЭ–2 с–1

Fv
/F

m
 (○

)

С
ко

ро
ст

ь
ро

ст
а,

 с
ут

–
1 (+

)



558

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 5  2021

СОЛОМОНОВА, АКИМОВ

и их активность, рибосомы и их функциональность,
ферментативные реакции, накопление АТФ, мор-
фологические признаки, а также более традици-
онные: скорость роста водорослей, численность
клеток и биомасса, соотношение основных внут-
риклеточных компонентов.

На сегодняшний день в морской гидробиоло-
гии, а также в исследованиях по интенсивному
культивированию водорослей, все чаще начиняют
применяться экспресс-методы оценки функцио-
нального состояния фитопланктона и его продук-
ционного потенциала под влиянием внешних усло-
вий, в том числе в связи с антропогенными фак-
торами среды. Такими методами являются: метод
проточной цитометрии в комбинации с различ-
ными витальными красителями и метод перемен-
ной флуоресценции хлорофилла а, который дает
возможность получать информацию о количестве
и активности фототрофных организмов, а также
по характеристикам состояния фотосинтетиче-
ского аппарата оценивать физиологическое со-
стояние клеток водорослей и судить о качестве
водной среды [22, 23]. В результате появляется
возможность поиска новых более консерватив-
ных критериев, отражающих функциональное
состояние водорослей. К таким критериям можно
отнести интегральные показатели метаболической
активности клеток, реализуемые путем окраски
суспензии клеток водорослей витальными краси-
телями, например, диацетатом флуоресцеина,
карбоксифлюоресцеином диацетатом (cFDA) и
кальцеином AM [1, 2, 24, 25], и коэффициент от-
носительной переменной флуоресценции хло-
рофилла а, характеризующий эффективность
переноса и утилизацию энергии в первичных фо-
тохимических процессах [18, 22].

В данной работе рассмотрено влияние абио-
тических факторов среды (свет, температура и
содержание биогенных элементов в среде) на
флуоресценцию флуоресцеина диацетата (FDA),
удельную скорость роста водорослей и коэффи-
циент относительной переменной флуоресцен-
ции хлорофилла а. Если влияние описанных в ра-
боте факторов на рост водорослей и параметр
Fv/Fm многократно исследовалось раннее [18, 26–
28], то данных о световой и температурной зави-
симости флуоресценции FDA не удалось найти в
литературе.

В процессе накопительного роста водорослей
P. tricornutum и C. vulgaris suboblonga их функцио-
нальное состояние изменялось в зависимости от
условий обеспеченности клеток элементами ми-
нерального питания. При увеличении плотности
культуры концентрация минерального азота в
среде снижалась, что приводило к замедлению
роста водорослей и снижению значений коэффи-
циента относительной переменной флуоресцен-
ции хлорофилла а. Характер наблюдаемых изме-

нений удельной скорости роста и параметра Fv/Fm
аналогичен был тем, которые отмечаются в лите-
ратуре в экспериментах при дефиците биогенных
элементов в среде [29, 30]. Величина FDAfl сохра-
няла высокие значения в широком диапазоне на-
копительного режима вплоть до полной остановки
роста и последующего лизиса клеток исследуе-
мых видов водорослей на поздней стадии стацио-
нарной фазы.

Результаты исследований показали, что фак-
торы, приводящие к снижению удельной скоро-
сти роста водорослей как в условиях накопитель-
ного роста, так и в результате действия различной
интенсивности света и температур мало влияли на
значение флуоресценции FDA, хотя воздействие
условий стационарного состояния, высокой
освещенности и высокой температуры наблюда-
лось. Глубокое стационарное состояние культур
(фаза отмирания), высокая освещенность (свыше
1200 мкЭ/м2 с1) и температура больше 25°С при-
водили к снижению удельной активности внут-
риклеточных эстераз. Наибольшее падение флуо-
ресценции FDA наблюдалось при воздействии
высоких температур и было связано с уже необра-
тимой деструкцией клеток и отмиранием водо-
рослей.

Если рассматривать причины отсутствия зна-
чительных изменений флуоресценции FDA в ши-
роком диапазоне исследуемых факторов, то здесь
можно выдвинуть несколько предположений.
Во-первых, возможно, используемые в работе ви-
ды водорослей обладают высокой толерантно-
стью и пластичностью к изменениям условий
внешней среды и способностью сохранять высо-
кую функциональную активность в этих условиях.
Другая возможная причина полученных высоких
значений флуоресценции FDA при воздействии на
клетки водорослей стресс-факторов заключается
в стимуляции активности внутриклеточных эсте-
раз с целью адаптации чего, кого? к неблагопри-
ятным условиям окружающей среды. Подобная
теория ранее рассматривалась в исследованиях
микроводорослей, подверженных воздействию
ряда загрязняющих веществ, например, паракват
или медь [4–6]. В-третьих, флуоресценция FDA
устойчива к факторам среды, если лимитирова-
ние роста водорослей имеет обратимый характер,
и уровень воздействующего фактора не приводит
к необратимой деструкции клеток и гибели ис-
следуемого объекта.

Нам представляется, что флуоресценция FDA
является консервативным параметром, отражаю-
щим функциональное состояние клеток водорос-
лей, и ее заметное изменение наблюдается при не-
обратимом воздействии факторов. В подтверждение
данного тезиса можно привести работы, где культу-
ры водорослей подвергали воздействию различного
рода токсичных веществ. Результаты, отражен-
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ные в данных исследованиях, также показали, что
флуоресценция FDA не коррелирует с теми функ-
циональными параметрами клеток водорослей,
которые способны к восстановлению своих пока-
зателей в случае изменений условий окружающей
среды в сторону оптимальных значений для роста
[4–6].

Таким образом, предложенный консерватив-
ный параметр – флуоресценция FDA, отражаю-
щая изменение функционального состояния во-
дорослей в результате необратимых воздействий
окружающей среды, – может быть использован
для: (а) оперативной интегральной оценки состо-
яния и функционирования морских экосистем в
связи с естественными и антропогенными влия-
ниями; (б) индикации летальных воздействий на
клетки водорослей; (в) контроля санитарно-био-
логического состояния прибрежных вод. Это поз-
волит избежать трудоемких и длительных во вре-
мени традиционных методов оценки функциональ-
ного состояния водорослей и повысить качество и
оперативность диагностирования стрессовых состо-
яний фитопланктонного сообщества.

Работа выполнена в рамках темы государ-
ственного задания № АААА-А18-118021490093-4
“Функциональные, метаболические и токсико-
логические аспекты существования гидробион-
тов и их популяций в биотопах с различным фи-
зико-химическим режимом”.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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