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го транспорта электронов, обходящих генераторы 
протонов электрон-транспортной цепи. Так, для 
митохондрий высших растений было показано, что 
окисление НАДН осуществляется помимо ком-
плекса I ЭТЦ системой несопряженных НАДН-
дегидрогеназ, локализованных на внутренней и 
внешней стороне внутренней мембраны митохон-
дрий [3], а цианид-резистентная оксидаза (альтер-
нативная оксидаза) — одна из наиболее хорошо 
изученных систем несопряженного дыхания в рас-
тениях. Сродство альтернативной оксидазы к кис-
лороду значительно ниже, чем у цитохромоксида-
зы [4] и, по-видимому, альтернативный транспорт 
электронов в растительных митохондриях активи-
руется, когда концентрация кислорода становится 
выше оптимальной для протекания энергозапасаю-
щих процессов.

Совокупность описанных выше молекулярных 
механизмов носит название свободного окисления 
[5]. Существование различных систем, обеспечи-
вающих не сопряженное с запасанием энергии 
свободное окисление субстратов, позволяет мито-
хондриям эффективно регулировать внутриклеточ-
ную концентрацию кислорода.

В связи с этим целью нашего исследования 
явилось изучение изменения активности ряда фер-
ментов окислительного метаболизма, а также ха-
рактера экспрессионной регуляции генов, коди-
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Характерной особенностью организмов с аэ-

робным типом метаболизма выступает наличие 
окислительного стресса в клетках. Причина дан-
ного процесса заключается в возникновении дис-
баланса между уровнем кислорода в клетке и по-
требностью в нем для нормального протекания 
метаболических реакций. Поскольку растительные 
организмы не только потребляют кислород, но и 
образуют его в ходе фотосинтеза, процесс поддер-
жания внутриклеточной концентрации кислорода 
на низком уровне является для них особенно важ-
ным [1]. У растений, наряду с реакциями фото-
синтеза, важную роль в энергетике клетки играет 
окислительное фосфорилирование, осуществляе-
мое за счет работы митохондриальной электрон-
транспортной цепи. Конечным акцептором элек-
тронов при этом выступает кислород. При проте-
кании паразитных реакций одноэлектронного 
восстановления кислорода в клетке постоянно об-
разуются активные формы кислорода, способные 
вступать в реакции неспецифического окисления 
любой биомолекулы, включая и ДНК [2].

В этой связи интересно отметить, что растения 
обладают сложной системой путей несопряженно-
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рующих белки разобщенного и несопряженного 
дыхания, в условиях окислительного стресса в 
культуре ткани томата in vitro и in vivo.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования использовали 

зеленые листья томата (Lycopersicon esculentum) in 
vivo�������������������������������������������, выращенные в почве по стандартной методи-
ке при 12 часовом световом режиме и каллусную 
культуру ткани томата in vitro, полученную на 
среде Мурасиге и Скуга с добавлением гормонов 
БАП и НУК в концентрации 2 мг/л [6].

Модель окислительного стресса в культуре 
ткани создавали добавлением в среду культивиро-
вания Н2О2 в концентрации 0.1 мМ и 10 мМ, а 
также 5 мкМ, 15 мкМ и 25 мкМ антимицина А (АА).

Определение активности АГ (КФ 4.2.1.3) 
определяли по увеличению оптической плотности 
при 240 нм в колориметрической среде, содержа-
щей 100 мМ трис-HCl-буфер (рН 8.0) и 50 мМ 
цитрат Na.

Активность МДГ (КФ 1.1.1.37) определяли при 
340 нм по скорости расходования НАДН в среде 
спектрофотометрирования следующего состава: 
100 мМ трис-�����������������������������������HCl��������������������������������-буфер (рН 8.0), 1 мМ оксалоаце-
тат, 0.2 мМ НАДН, 10 мМ MgCl2 [7].

Активность внешней НАД(Ф)Н-дегидрогеназы 
определяли по скорости расходования НАДН при 
340 нм в среде калориметрирования, содержащей 
20 мМ трис-HCl-буфер (рН 7.4), 0.5 мМ MgCl2, 
0.12 мМ НАДН, 1мМ CaCl2 [8].

Определение активности каталазы (КФ 1.11.1.6) 
оcуществляли в 0.1 М фосфатном буфере (рН 6.0) 
по снижению оптической плотности при 240 нм. 
Реакцию инициировали добавлением в кювету 3 % 
перекиси водорода [9].

Определение активности пероксидазы (КФ 
1.11.1.7) осуществляли с использованием бензиди-
нового реактива при 530 нм по увеличению опти-
ческой плотности [10].

Определение активности СОД (КФ 1.15.1.1) 
проводили при 540 нм по увеличению оптической 
плотности в 0.1 М калий-фосфатном буфере, рН 
7.8 с добавлением 0.3 мМ ЭДТА, 0.2 мМ НСТ, 0.09 
мМ ФМС и 1.6 мМ НАДН [11].

За единицу ферментативной активности при-
нимали количество фермента, образующего 1 мкМ 
продукта за 1 мин при 25 °С.

Определение общего количества белка прово-
дили по методу Лоури [12].

Количественный ПЦР-анализ проводили с при-
менением флуоресцентного красителя SYBR Green 

I на приборе Chromo 4 (Biorad, США). В качестве 
нормализатора использовали ген фактора элонга-
ции ef-1ά [13]. Последовательности праймеров для 
гена ef-1ά: прямой 5’- �������������������ACAAGATTGGTGGTATTG-
GAAC��������������������������������   -3’ и обратный 5’-��������������GGTGCATCTGGTG-
CATCTCAACAGACTTS����������������������  -3’. Полимеразную цеп-
ную реакцию [14,15] проводили с генспецифичны-
ми вырожденными праймерами с помощью набора 
реактивов �������������������������������������Silex�������������������������������� (Хеликон, Россия). Подбор прай-
меров проводили на основе поиска гомологичных 
последовательностей в геномах Lycopersicon������ �����escu-
lentum L., Arabidopsis thaliana L., ����������������Solanum��������� ��������tuberos-
um L., Triticum aestivum L., используя базу данных 
NCBI (США, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). С целью 
выявления наиболее консервативных участков вы-
равнивание последовательностей осуществляли с 
помощью программы ���������������������������AliBee — Multiple alignmen-
tRelease2.0 (http://www.genebee.msu.su/services/
malign_reduced.html). Праймеры для гена aox1a: 
прямой — 5’-ATGCAYYTSATGACYTTCA TGGA-
3’; обратный- 5’-MRAARTARGCGTTGAAGAA 
GAC-3’. Праймеры для гена sod3-1 были следую-
щие: прямой 5'-MTCWGGMTGGGTGTGGCT-3'; 
обратный 5'-CTYACRTTYTTGTACTGCARGT -3'. 
Праймеры для гена ndb1 следующие: прямой 
5'-ATTGCCAYTTTCTSAAGGAAGT-3'; обратный 
5'-GTCATGTAGCTCAGCWGCAA-3’. Праймеры 
для гена nda1: прямой 5'-TTTAGGTCTGTTGCTGA 
ACC-3'; обратный 5'-TCCATGGCTTCAATGTG 
CTA-3'. Праймеры для гена pump: прямой 5’-CTY 
TKTGGACTGKYCTTG-3’; обратный: 5’-AATCK 
CCCATCATTCTTGAYT -3’. Праймеры для гена 
ant: прямой 5’-CTAYTGGAAGTGGTTTGCTG-3’; 
обратный 5’-CATTGAACTGCCTYTCRCCT-3’. 
Праймеры для гена nadp-red: прямой 5’-ACTGGTG 
ATGATGCACCTG-3’, обратный 5’-AYAATCK 
AAGCTTGTG AGGСТТ-3’. Параметры амплифи-
кации: предварительная денатурация при 95 °С в 
течение 5 мин, затем 45 циклов: 95  °С — 40 с, 
61 °С — 40 с, 72 °С — 40 с, 72 °С — 15 с.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В ходе изучения органоспецифической экс-

прессии генов несопряженного и разобщенного 
дыхания показано, что максимальный уровень 
генспецифической мРНК наблюдается в листьях 
томата (рис. 1). Известно, что ткани листа харак-
теризуются наибольшей фотосинтетической актив-
ностью, и тот факт, что уровень экспрессии генов 
максимален именно в листьях, свидетельствует о 
том, что в условиях активно протекающих про-
цессов фотосинтеза значение функционирования 



Экспрессионная регуляция путей несопряженного и разобщенного дыхания в митохондриях томата 

ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2012, № 2	 167

внешней ротенон-нечувствительной НАД(Ф)
H-дегидрогеназы возрастает. Важность ее работы 
связана с необходимостью реокислять НАД(Ф)H, 
образующийся в процессе фотосинтеза, тем самым 
обеспечивая нормальную работу хлоропластной 
ЭТЦ. При этом окисление НАД(Ф)���������������H��������������, не сопряжен-
ное с транслокацией протонов, снижает вероят-
ность возникновения ситуации перевосстановлен-
ности редокс-компонентов митохондриальной 
ЭТЦ, что, в свою очередь, снижает вероятность 
генерации активных форм кислорода.

Особый интерес представляет изучение актив-
ности ферментов в первые часы экспозиции рас-
тений при переходе от темноты к свету. Проведен-
ные исследования показали, что в течение первых 
шести часов после переноса растений на свет из 
темноты метаболическая активность МДГ, АГ, 
НАДН-ДГ, каталазы и пероксидазы остается на 
относительно постоянном уровне по сравнению с 
контролем. Индукция малатдегидрогеназной актив-

ности наблюдается после 12 часов экспозиции 
растений на свету. Известно, что активация работы 
фотосинтетической ЭТЦ при переносе растений 
на свет требует увеличения скорости работы цикла 
Кальвина [16]. Вероятно, в этих условиях в клетке 
происходит активация ЦТК, что обеспечивает ме-
таболизацию запасных органических кислот, обе-
спечивая субстратами анаболические процессы. 
Избыточное количество АФК, образующихся в ходе 
фотосинтетических реакций к 12 часам экспозиции 
растений на свету, может приводить к инактивиро-
ванию метаболической активности ферментов, в 
том числе и антиокисдантой защиты. В то же вре-
мя, увеличение ферментативной активности 
НАД(Ф)Н-дегидрогеназы свидетельствует о воз-
можном участии данной ферментной системы в 
нивелировании АФК, образующихся в ЭТЦ на 
свету (табл. 1).

В ходе исследования световой регуляции экс-
прессии генов nda1 и nadp-red было выявлено, что 

а б

в г
Рис. 1. Уровень органоспецифической экспрессии генов томата: а — ген nda1; б — ген ndb1; в — ген aox1α; г — 
ген pump
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при переносе растений из темноты на свет в первый 
час наблюдается быстрое накопление транскрипта 
исследуемых генов в клетках. При этом количество 
продуктов амплификации увеличивается более чем 
в 20 раз по сравнению с контролем. К 12 часам 
экспозиции на свету наблюдается быстрое сниже-
ние уровня экспрессии nda1и nadp-red. Получен-
ные данные позволяют предположить наличие 
механизмов экспрессионной регуляции альтерна-
тивных дыхательных путей, обеспечивающих 
корреляцию их активности с интенсивностью 
фотосинтетических реакций, что позволяет опти-
мизировать протекание НАД-зависимых процессов 
в цитоплазме, хлоропластах и митохондриях, а 
также обеспечивает нормальное функционирова-
ние митохондриальной и цитоплазматической ЭТЦ 
в условиях избытка восстановительных эквивален-
тов. Аналогичная картина экспрессионной регуля-
ции при смене светового режима наблюдается для 
гена sod3-1. Исследование динамики экспрессии 
гена ant в течение светового дня показало, что 
уровнь транскрипта изучаемого гена увеличивает-
ся в 5 раз относительно контроля к 1 часу экспо-
зиции и в 8 раз к 6 часам экспозиции. К 12 часам 
световой инкубации и в темноте наблюдается 
уменьшение количества мРНК данного гена 
(рис. 2).

Таким образом, полученная картина динамики 
экспрессии изучаемых генов в условиях смены 
светового режима позволяет предположить, что 
имеет место экспрессионная корреляция актив-
ности альтернативных дыхательных путей мито-
хондрий с интенсивностью процессов фотосинте-
за и активностью антиоксидантной системы 
клетки.

В связи с тем, что культура недифференциро-
ванных клеток in vitro оказывается наиболее чув-
ствительной к активным формам кислорода, ис-
пользование каллусной культуры томата как объ-
екта исследования открывает широкие возмож-
ности для изучения вопроса окислительного 
стресса. Известно, что в отсутствии повреждающих 
факторов концентрация активных форм кислорода 
остается на относительно постоянном уровне. До-
бавление Н2О2 в среду культивирования растений 
стимулирует развитие окислительного стресса в 
клетках. В качестве маркерного фермента, по ко-
торому контролировалось поступление Н2О2 из 
среды инкубации в ткани томата, использовали 
активность аконитатгидратазы, содержащей ион 
Fe2+ в активном центре, и легко инактивируемой 
АФК [17]. В наших опытах показано, что падение 
активности аконитазы наблюдается уже при 0.1 мМ 
Н2О2, а полное инактивирование фермента проис-
ходит в присутствии 10 мМ концентрации Н2О2 
(табл. 2).

По литературным данным АФК могут прини-
мать участие в передаче сигналов, приводящих к 
активации ферментов антиоксидантной защиты и 
экспрессии их генов [18]. Так, результаты ПЦР 
анализа в реальном времени показали, что воздей-
ствие перекиси водорода в концентрации 0.1 мМ и 
10 мМ на каллусную культуру томата в течение 5 
часов инкубации приводит к увеличению уровня 
транскрипта гена sod3-1 более чем в три раза по 
сравнению с контролем. Количественная оценка 
экспрессии генов несопряженного дыхания в куль-
туре ткани in vitro позволила установить, что Н2О2 
в концентрации 10 мМ увеличивает относительный 
уровень транскрипции генов nda1 и aox1α в восемь 

Таблица 1
Изменение активности ферментов (Е/мг.б.) в зеленых листьях томата при смене светового режима,  

n = 3, p ≤ 0.05

 Экспозиция  
на свету

Ферменты
0 часов 1час 6часов 12часов 1час

темноты

Аконитатгидратаза 0.32±0.01 0.35±0.01 0.15±0.00 0.16±0.00 0.13±0.00

 Малатдегидрогеназа 0.43±0.01 0.19±0.01 0.08±0.00 0.67±0.02 0.76±0.02

НАД(Ф)Н-дегидрогеназа 0.01±0.00 0.01±0.00 0.01±0.00 0.02±0.00 0.08±0.00

Каталаза 8.50±0.26 6.00±0.18 8.30±0.25 1.20±0.04 1.64±0.05

Пероксидаза 1.52±0.05 3.4±0.10 1.64±0.05 0.59±0.02 0.65±0.02

Супероксиддисмутаза 5.40±0.16 7.59±0.23 5.20±0.16 1.70±0.05 0.09±0.00
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раз по сравнению с контролем. Уровень экспрессии 
гена ndb1остается на относительно неизменном 
уровне (табл. 3).

Воздействие 0.1  мМ концентрации Н2О2 на 
ткани томата вызывает резкое увеличение транс-
крипционной активности генов разобщенного 
дыхания. Так, уровень генспецифической мРНК 
генов pump и ant возрастает более чем в 3 раза в 
присутствии 0.1 мМ концентации пероксида водо-
рода, а в присутствии 10 мМ Н2О2 в 30 и 12 раз 
соответственно по сравнению с контролем (табл. 3).

Аналогичная картина наблюдается при добав-
лении в среду культивирования каллусов антими-
цина А, который блокирует ЭТЦ митохондрий на 

уровне комплекса ���������������������������������III������������������������������. В связи с этим в клетках из-
меняется редокс-состояние ЭТЦ, растет время 
жизни убисемихинона и как следствие накаплива-
ются АФК. Результаты ПЦР анализа показали, что 
присутствие 5 мкМ концентрации АА в среде при-
водит к увеличению количества транскриптов гена 
sod3-1 в четыре раза по сравнению с контролем. 
Аналогичным образом воздействие незначитель-
ных концентраций АА (5мкМ) также приводит к 
увеличению экспрессии генов несопряженного и 
разобщенного дыхания. Однако более высокие 
концентрации (15 мкМ и 25 мкМ) данного ингиби-
тора ЭТЦ приводят к снижению уровня мРНК из-
учаемых генов (табл. 4).

Таблица 2
Изменение ферментативной активности аконитатгидратазы в культуре ткани томата  

в присутствии Н2О2 и антимицина А после 5 часов инкубации

Концентрация 
Н2О2, мМ

Активность АГ,
Е/мг.б.

Концентрация анти-
мицина А, мкМ

Активность АГ,  
Е/мг.б.

0 0.310±0.009 0 0.150±0.005

0,1 0.090±0.002 5 0.060±0.002

10 0.030±0.001 15 0.040±0.001

25 0.010±0.001

Рис. 2. Динамика экспрессии генов в зеленых листьях томата при смене светового режима:  — ген nda1;  — 
ген ant;  — ген nadp-red;  — ген sod3-1
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, обнаруженная нами корреляция 

экспрессии генов альтернативных дыхательных 
путей и антиоксидантной системы клетки показы-
вает, что в условиях активно протекающих фото-
синтетических процессов избыточная генерация 
АФК предотвращается за счет одновременного ис-
пользования нескольких механизмов, одним из 
которых является свободное окисление дыхатель-
ных субстратов. Известно, что функционирование 
альтернативной оксидазы снижает вероятность 
генерации в дыхательной цепи супероксидрадика-
ла [19]. Вместе с тем, получены убедительные 
доказательства того, что Н2О2 является одной из 
сигнальных молекул, стимулирующих экспрессию 
гена aox1α [20]. Другим ферментом, обеспечиваю-
щим несопряженное окисление дыхательных суб-
стратов является ротеноннечувствительная 
НАД(Ф)Н-дегидрогеназа. Причем, ранее установ-
лено, что механизм термогенеза у растений обу-
словлен совместной экспрессией белков несопря-
женной дыхательной цепи митохондрий [21]. 
Проведенные нами исследования индукции экс-
прессии генов альтернативной оксидазы и НАД(Ф)
Н-дегидрогеназы при воздействии пероксида водо-

рода и АА подтвердили участие данных ферментов 
в антиоксидантной системе защиты растений в 
условиях окислительного стресса. Кроме того, ис-
следование экспрессионной регуляции генов pump 
и ant при воздействии Н2О2 и АА позволили уста-
новить участие белков разобщенного дыхания в 
уменьшении образования АФК митохондриями. 
Эти факты могут быть объяснены тем, что разоб-
щение окисления и фосфорилирования усиливает 
митохондриальное дыхание, уменьшает время 
жизни семихинона и, следовательно, вероятность 
образования супероксида за счет передачи электро-
на от семихинона на кислород [22].
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