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Введение
Сукцинатдегидрогеназа (СДГ, КФ 1.3.99.1) — 

фермент одновременно участвующий в работе ми-
тохондриальной электрон-транспортной цепи, яв-
ляясь ���������������������������������������������       II�������������������������������������������        комплексом, и в цикле Кребса. СДГ состоит 
из 4-х субъединиц, каждая их которых кодируется 
определенным числом генов в геноме растений. 
Субъединица А (флавопротеин) в геноме араби-
допсиса представлена двумя генами, расположен-
ными в разных хромосомах. Ген ���������������� SDH������������� 1-1 локализо-
ван в хромосоме 2, а ген ������������������������    SDH���������������������    1-2 — в хромосоме 5. 
Субъединица В кодируется тремя генами в геноме 
кукурузы, также расположенными в разных хромо-
сомах. Димер двух субъединиц А и В обладает ка-
талитической активностью и осуществляет окисле-
ние сукцината до фумарата [1, 2]. Присоединение к 
димеру дополнительных белковых комплексов, яв-
ляющихся цитохром b обогащенной фракцией, 
присоединяет СДГ к мембране митохондрий, где она 
является компонентом ЭТЦ [3].

Очень важную роль играет ЦТК при прораста-
нии семян, когда клеткам необходимы вещества 
для их нормального развития. В семени кукурузы 
органом, где протекает основная масса процессов 
мобилизации запасных веществ, является щиток. 
В зеленом растении, в присутствии функциональ-
но активной фотосинтетической системы, функци-
онирование и роль цикла Кребса являются дискус-
сионным вопросом. Некоторые ученые считают, 
что в таких условиях ЦТК обеспечивает клетки 
растений не АТФ, а субстратами для биосинтети-
ческих процессов [4, 5, 6].

Alvaro�� ����������������������������     ����� ������� �����������������������������     ����� �������Elorza�����������������������     ����� ������� с соавторами [7] и �������� �������Pablo��� ������� ���������Figueroa� 
с соавторами [8] было показано изменение в экс-
прессии генов, кодирующих субъединицу В, в 

процессе прорастания семян арабидопсиса. Уста-
новлено, что на 15 час прорастания происходит 
смена уровней экспрессии трех генов субъединицы 
В СДГ. 

Поэтому целью нашей работы было исследо-
вание зависимости уровня экспрессии генов, коди-
рующих субъединицу А сукцинатдегидрогеназы в 
разные периоды развития кукурузы.

Материалы и методы
В качестве объектов исследования использова-

ли щитки и 14-дневные проростки кукурузы Zea� 
mays� L���������������������������������������    ., выращенные гидропонным способом при 
16-часовом световом дне и интенсивности света 25 
Дж/м2с.

Экстракцию суммарной РНК из объектов иссле-
дования проводили фенол-хлороформным методом 
с использанием гуанидин изотиоционата [9]. 

Обратную транскрипцию мРНК проводили в 
реакционной смеси объемом 15 мкл, содержащей 
1—2 мкг суммарной РНК, реакционный буфер 
(50 м������������  M�����������   Трис-����� HCl��  (pH����������������    ��������   8,3), 375 м���� ��������  M��� ��������   ����������  KCl�������  , 3 м��M� 
MgCl2, 10 м������������������������������������     M�����������������������������������      дитиотрейтол), 0,1 мМ смесь дезок-
синуклеозидтрифосфатов, олиго(������������� dT����������� ) праймер, 
40 ед. РНазин, 200 ед. M-MulV обратной транс-
криптазы. Суммарную РНК предварительно дена-
турировали при 60��������������������������������      °C������������������������������       в течение 5 мин. Далее смесь 
инкубировали при 37 ��������������������������      °C������������������������       в течение 1 часа и при 
65�����������������������������������������      °C���������������������������������������       последующие 5 мин в амплификаторе ДНК 
фирмы ��������Biometra®.

Последующую полимеразную цепную реакцию 
ген-специфичными праймерами субъединицы А 
СДГ проводили с помощью набора реактивов 
AmpliSence (Хеликон, Россия) [10, 11]. Праймер 
д л я  г е н а  S DH  1 - 1 :  п р я м о й  —  5 ’ -
gagtttgttcagtttcatcc-3’; обратный — 5’-
gtgcattataatatgggtgg-3’. Для гена SDH1-
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2: прямой — 5’-gagtttgttcaAttCcatcc-3’; 
обратный — 5’-gcgccgtcttcctacgccc-3’. 
Температура отжига праймеров для кДНК кукуру-
зы составляла 52 °C.

Для анализа РНК и ДНК использовали 1 % 
(w/v) агарозный гель, приготовленный на основе 
40 мМ Трис-ацетатного буфера, pH 8,2 с 50 мМ 
ЭДТА. Электрофорез проводили на приборе фирмы 
Хеликон в буфере того же состава при напряжении 
60 В в течение 50 мин. Окрашивание гелей произ-
водили раствором 0,1% бромистого этидия.

Очистку ампликона проводили методом элект-
рофореза в 1 % агарозном геле. Полосу, соответс-
твующую ПЦР-продукту, вырезали из геля, ДНК 
элюировали с помощью набора �����QIAEX® II Gel 
Extraction Kit (150) согласно рекомендациям про-
изводителя. Очищенный ампликон секвенировали 
в Институте биохимии и физиологии микроорга-
низмов РАН г. Пущино и сравнивали с нуклеотид-
ной последовательностью SDH1-1 и SDH1-2.

Результаты и их обсуждение
Экстракция тотальной РНК из щитков и зеле-

ных листьев кукурузы осуществляли гуанидин-
изотиоцианатный метод. На рис. 1 видно, что в геле 

наблюдается очевидное преобладание количества 
28 �������������������������������������������         S������������������������������������������          рРНК над 18 �����������������������������     S����������������������������      рРНК в обоих образцах, что 
является одним из важных критериев качества 
препарата РНК. 

Обратная транскрипция выделенной РНК и 
последующий ПЦР-анализ кДНК с праймерами 
для субъединицы А показал наличие двух полос на 
гель-электрофорезе в образце с кДНК щитков (365 
и 600пн), тогда как при использовании в качестве 
матрицы кДНК зеленых листьев кукурузы, наблю-
далась только одна полоса длинной 365пн (рис. 2), 
что свидетельствует об экспрессии разных генов. 
Анализ банка данных ������������������������   GeneBank����������������    показал, что в 
геноме кукурузы сукцинатдегидрогеназа кодиру-
ется двумя генами, расположенными в разных 
хромосомах.

Полученные ПЦР-продукты были экстрагиро-
ваны из геля и очищены с помощью набора фирмы 
QIAEX®. Очищенный участок гена сукцинатдегид-
рогеназы использовали для установления его нук-
леотидной последовательности и сравнения с 
последовательностями генов SDH1-1 и SDH1-2. 
Сравнение проводили с помощью программы 
AliBee — Multiple alignment Release 2.0. На осно-
вании сравнения нуклеотидных последовательнос-

A B M          1          2

Рис����� . ���2. ПЦР-продукты кДНК из зеленых щитков куку-
рузы (1) и листьев кукурузы (2). М — маркеры нуклеи-
новых кислот с известными длинами

Рис����� . ���1. Суммарная РНК из зеленых листьев кукурузы (А) 
и щитков кукурузы (В). Электрофорез проведен в 1% 
агарозном геле, окраска проводилась по реакции с бро-
мистым этидием. Пики соответствуют 28 �������������    S������������     и 18 ������ S�����  рРНК
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Рис����� . ���3. Сравнительный анализ ПЦР-продуктов из листьев и щитков кукурузы с последовательностями генов �����SDH��1-
1 и ����������������������������������������������������������������������������������������������������            SDH�������������������������������������������������������������������������������������������������            1-2. Комплиментарный участок ПЦР-продукта с длиной 365 пн с последовательностью гена ������������ SDH��������� 1-2 (А), 
и ПЦР-продукта с длиной 600 мн с последовательностью гена ���������� SDH������� 1-1 (��B�)
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тей ПЦР-продукта и генов СДГ, было установлено, 
что ПЦР-продукт с длиной 365пн комплиментарен 
участку гена SDH1-1 Arabidopsis thaliana, сходство 
составляет 100%, а ПЦР-продукт с длиной 600 пн 
имеет 92% сходство с участком гена SDH1-2 
Arabidopsis thaliana. Анализ генетического банка 
данных GeneBank показал, что в настоящее время 
идентифицирован только один ген субъединицы А 
сукцинатдегидрогеназы.

Полученные результаты позволяют сделать 
предположение о том, что в геноме кукурузы, так 
же как и в геноме арабидопсиса, субъединица А 
сукцинатдегидрогеназы кодируется двумя генами. 
Поскольку гены СДГ арабидопсиса расположены 
в разных хромосомах, SDH1-1 локализован в хро-
мосоме 2, тогда как SDH1-2 расположен в хромо-
соме 5, можно сделать предположение что гены 
СДГ кукурузы также располагаются в разных хро-
мосомах.

Полученные результаты свидетельствуют о 
регуляции экспрессии генов сукцинатдегидрогена-
зы в растении в процессе развития организма. В 
период прорастания, когда клетки зародыша нуж-
даются в большом количестве энергетических эк-
вивалентов и материала для биосинтетических 
процессов, в клетках щитка происходит экспрессия 
двух генов, кодирующих субъединицу А сукци-
натдегидрогеназы. Дальнейшее развитие растения 
приводит к изменению в экспрессии этих генов, в 
частности, в зеленых листьях экспрессиируется 
только ген SDH1-1. 
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