
ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2019, № 326

БИОЛОГИЯ

УДК 577.152.1:579.08
 

 ВЛИЯНИЕ СОЛЕВОГО СТРЕССА 
НА ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ 

2-ОКСОГЛУТАРАТДЕГИДРОГЕНАЗНОГО 
КОМПЛЕКСА КУКУРУЗЫ (ZEA MAYS L.)

Г. Б. Анохина, Л. С. Картавцева, Я. И. Дедов, П. С. Оя, А. Т. Епринцев

ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет»
Поступила в редакцию 14.03.2019 г. 

Аннотация. Растительные организмы нередко подвергаются влиянию абиотических стрессо-
вых факторов, в том числе и засолению.  Большое внимание уделяется действию солей аммония 
на физиологические процессы растений, однако недостаточно хорошо исследовано влияние засо-
ления, вызванного хлоридом натрия. Солевой стресс оказывает значительное влияние на растение, 
как на уровне целого организма, так и на уровне отдельных его клеток. Отдельный интерес пред-
ставляют собой изменения в работе цикла трикарбоновых кислот, который занимает центральное 
место в углеводном метаболизме. В ходе работы исследовано влияние солевого стресса, вызванного 
хлоридом натрия  на работу 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса (2-ОГДК, КФ 1.2.4.2) в зе-
леных листьях кукурузы (Zea mays L.) , как участника углеводного и азотного метаболизма. 2ОГДК 
представляет собой сложно регулируемую систему, которая, обеспечивая трёх стадийное окисление 
2-оксоглутарата с образованием сукцинил-СоА, осуществляет контроль всего процесса дыхания.  
Полученные данные по динамике активности 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса из листьев 
кукурузы в условиях действия солевого стресса позволили оценить изменение скорости функцио-
нирования исследуемого фермента в стрессовых условиях. Установлено, что повышенная концен-
трация хлорида натрия вызывает увеличение общей ферментативной активности 2-оксоглутаратде-
гидрогеназного комплекса в листьях кукурузы. 2ОГДК, в связи с особенностями строения, в геноме 
кукурузы кодируется восьмью генами: ogdh-1, ogdh-2, ogdh-3, dlst-1, dlst-2, dlst-3, dld-1, dld-2. На 
основе нуклеотидных последовательностей, представленных в международной базе данных NCBI,  
были разработаны специфические праймеры, которые позволили оценить уровень транскрипцион-
ной активности генов 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса в условиях солевого стресса. При 
анализе транскрипционной активности генов, кодирующих данный ферментный комплекс, установ-
лено изменение уровня транскриптов исследуемых генов в условиях действия солевого стресса, 
что может говорить о генетической регуляции работы ферментов при стресс-индуцируемом воз-
действии. Изучение экспрессии позволило выявить неоднородность в работе генов ogdh-1, ogdh-2, 
ogdh-3, dlst-1, dlst-2, dlst-3, dld-1, dld-2 при ответе растительного организма на действие стрессора. 
Анализ транскрипционной активности генов, кодирующих ферменты 2ОГДК, позволил  установить 
стимулирующий эффект солевого стресса на функционирование 2-оксоглутаратдегидрогеназного 
комплекс в листьях кукурузы.  
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Засоление почвенного покрова оказывает зна-
чительное влияние на физиологические и биохи-
мические процессы, протекающие в раститель-
ном организме [1]. Наряду с нарушением водного 
обмена, отмечается изменение транспорта ионов 
кальция; в связи с низкой интенсивностью фото-

синтеза происходит снижение накопления общей 
биомассы, подвергается изменению интенсив-
ность дыхания [2, 3, 4]. Следует отметить, что за-
соление способно вызывать как индукцию дыха-
тельного процесса, так и угнетение [5]. Данный 
эффект связан в том числе с видовыми и сортовы-
ми различиями растений [6]. В результате засоле-
ния происходит нарушение в работе митохондри-
ального аппарата клетки [7, 8]. Ферментативная 
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активность в условиях повышения концентрации 
солей, соответственно, также подвергается из-
менениям [9]. Так, известно, что солевой стресс 
индуцирует работу сукцинатдегидрогеназы (СДГ, 
КФ 1.3.99.1) – маркерного митохондриального 
фермента, участника ЦТК и ЭТЦ [10].   Цикл три-
карбоновых кислот играет доминирующую роль 
в энергизации клетки, а также в синтезе важных 
клеточных интермедиатов. Особое место в ЦТК 
занимает 2-оксоглутаратдегидрогеназный ком-
плекс (2ОГДК, КФ 1.2.4.2)  - сложная мульти-
ферментная система, осуществляющая процесс 
окислительного декарбоксилирования 2-оксоглу-
тарата (α-кетоглутарат, 2ОГ, αКГ), завершающий-
ся образованием сукцинил-СоА [11]. Трехстадий-
ный процесс окисления 2ОГ до сукцинил-СоА 
обеспечивается посредством работы трех незави-
симых ферментов: 2-оксоглутаратдегидрогеназы 
(2-ОГДГ, Е1, КФ 1.2.4.2.); дигидролипоамидсук-
цинилтрансферазы  (ДЛСТ, Е2, КФ 2.3.1.61); 
дегидролипоамиддегидрогеназы (ДЛД, Е3, КФ 
1.8.1.4.). До недавнего времени считалось, что 
2ОГДК имеет только митохондриальную локали-
зацию, однако, недавние исследования показали, 
что данный мультиферментный комплекс локали-
зован также и в ядре [12]. 

Известно, что 2ОГДК участвует не только в 
углеводном обмене, регулируя ЦТК и фактиче-
ски ограничивая интенсивность процесса дыха-
ния, но и является участником азотного обмена 
[13,14,15]. Помимо этого, исследуемый комплекс 
участвует в процессе сукцинилирования ДНК 
[12]. Известно, что в некоторых случаях 2ОГДК 
участвует в реакциях стрессового ответа [16]. В 
связи с этим, целью данной работы являлось ис-
следование влияния солевого стресса на функци-
онирование 2-оксоглутаратдегидрогеназного фер-
ментного комплекса в листьях кукурузы.

ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В качестве объекта исследования использова-

лись 12 дневные проростки кукурузы (Zea mays 
L.) сорта Воронежская 76, выращенные гидро-
понно при 10 часовом световом дне с интенсив-
ностью света 25 Вт/м2 при температуре окружаю-
щей среды 25оС.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Постановка эксперимента по действию соле-

вого стресса осуществлялась путём помещения 
растений из опытной группы, с предварительно 
удаленной корневой системой, в 150 мМ водный 

раствор хлорида натрия (NaCl) на 24 часа. В ка-
честве контрольной  группы использовались рас-
тения, помещённые в воду на 24 часа. У данной 
группы корневая система также предварительно 
удалялась. Первые образцы для исследования от-
бирались до начала инкубации (нулевой образец) 
из обеих групп растений. Далее образцы изыма-
лись через 1, 2, 3, 4 часа, 6, 8, 12, 18 часов, 22 и 24 
часа от начала эксперимента.

 Выделение митохондриальной фракции. На-
веску растительного материала растирали в ке-
рамической ступке со средой выделения (0,15 М 
калий-фосфатный буфер (pH 7.4); 0.4 М сахароза; 
2.5 мМ ЭДТА; 1 мМ хлорид калия; 4 мМ хлорид 
магния) в соотношении 1:10. Гомогенат фильтро-
вали и центрифугировали 3 минуты при 3000 об/
мин на центрифуге  Еppendorf Centrifuge 5804 R 
при температуре +4оС. Супернатант центрифуги-
ровали 10 минут при 20000 об/мин (t = +4оС). На-
досадочную жидкость удаляли, а осадок раство-
ряли в 0.15 М калий-фосфатном буфере (pH 7.4) 
с растворенной в нем сахарозой (0.25 М),  MgCl2, 
ТДФ. Полученную суспензию митохондрий ис-
пользовали для определения активности 2-ОГДГ 
спектрофотометрическим методом. 

Определение активности 2-ОГДК.  Актив-
ность 2-ОГДК определяли по скорости образо-
вания NADH в реакционной смеси, содержащей 
следующие компоненты: 100 мМ фосфатного бу-
фера, pH 7.4; 0.25 мМ 2-оксоглутарата калия, 0.1 
мМ CoA, 0.5 мМ NAD+; 1 мМ ТДФ; 0.1 мМ CaCl2; 
20 мМ 2-меркаптоэтанола [17]. 

Выделение РНК. Выделение тотальной РНК 
из растительных образцов осуществляли мето-
дом гуанидинтиоцианат-фенол-хлороформной 
экстракции [18]. Обратную транскрипцию мРНК 
проводили с использованием обратной транс-
криптазы MMLV (“Евроген”, Россия) согласно 
инструкции производителя. Подбор праймеров 
осуществлялся на основе нуклеотидных после-
довательностей, представленных в междуна-
родной базе GeneBank, с помощью программы 
Primer-BLAST (табл. 1). Полимеразную цепную 
реакцию проводили с использованием спец-
ифичных  праймеров  на приборе LightCycler96 
(Roche, Швеция), используя SybrGreen I в каче-
стве интеркалирующего красителя. Количество 
матрицы контролировали с помощью параллель-
ной амплификации фактора элонгации ef-1α с 
ген-специфичными праймерами [19]. Относи-
тельный уровень экспрессии исследуемых генов 
осуществляли с применением 2-ΔΔCt-метода [20]. 
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Опыты проводили в 3-4 кратной повторности, 
аналитические определения для каждой пробы 
осуществляли в трех повторностях. Полученные 
данные обрабатывали с использованием критерия 
Стьюдента [21] и программы Excel. Различия счи-
тались достоверными при р < 0.05. На графиках 
приведены средние арифметические значения по-
лученных величин и их стандартные отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе исследования общей  ферментативной 

активности 2ОГДК было установлено, что солевой 
стресс оказывает стимулирующий эффект :  об-
щая активность исследуемого ферментного ком-
плекса увеличивается уже спустя час после инку-
бации в растворе хлорида натрия почти в три раза 
в сравнении с контрольной группой растений, где 
общая ферментативная активность оставалась на 
постоянном уровне (Рис.1). Максимальные значе-
ния общей ферментативной активности 2ОГДК 
отмечены на 2 час инкубации. В следующие часы 
эксперимента наблюдалось постепенное сниже-
ние общей активности ферментного комплекса. 
По истечении 12 часов активность 2ОГДК имела 
значения, характерные для контрольной группы 
растений. 

В связи с тем, что 2-ОГДК обеспечивает обра-
зование сукцинил-СоА путём слаженной работы 
трёх ферментов, для каждого из которых харак-
терен полиморфизм генов, по нашему мнению,  
необходимым является исследование роли каж-
дого гена в адаптивном механизме растения при 
действии солевого стресса. По нашему мнению, 
интересным является исследование  уровня экс-
прессии генов, кодирующих ферменты 2-ОГДК, 
как способа регуляции активности всего ком-
плекса. 

Рис. 1. Общая ферментативная активность 
2ОГДК (Е/г.с.м.) при действии солевого стресса. 
Черная линия – инкубация в NaCl; серая линия – 
инкубация в H2O

В геноме кукурузы 2ОГДК представлен вось-
мью генами. Первый компонент 2-ОГДК – 2 ок-
соглутаратдегидрогеназа кукурузы Zea mays L.  
кодируется тремя генами, расположенными на 
разных хромосомах:  ogdh-1 (LOC100383579,  
Gene ID: 100383579) ogdh-2 (LOC103639200, 
Gene ID: 103639200), ogdh-3 (TIDP3354, Gene ID: 
100383847). Следует отметить, что все три гена 
расположены на разных хромосомах.   У кукуру-
зы белок дигидролипоамидсукцинилтрансфераза 
кодируется также несколькими генами, которые 
расположены на разных хромосомах:  ген dlst-
1 (LOC100280624, Gene ID: 100280624), dlst-2 
(LOC100284269, Gene ID: 100284269; dlst-3 (LOC 
100285796, Gene ID: 100285796). Третий компо-
нент 2-ОГДК – дегидролипоамиддегидрогеназа 
кодируют два гена :  dld-1 (LOC103650140, Gene 
ID: 103650140), dld-2 (LOC100501719, Gene ID: 
100501719). 

Исследование уровня транскриптов генов, 
кодирующих ферменты 2ОГДК, показало, что со-
левой стресс действует, стимулируя экспрессию 
генов ОГДГ в первые часы инкубации: начиная 
с первого часа воздействия хлорида натрия от-
мечается рост уровня транскриптов генов ogdh-1, 
ogdh-2 и ogdh-3 по сравнению с контрольными об-
разцами (рис. 2-4). Для гена ogdh-1 максимальная 
концентрация мРНК отмечена на 2 час проведе-
ния эксперимента. Для генов ogdh-2 и ogdh-3 - на 
третий час инкубации. В дальнейшем отмечалось 
снижение транскрипционной активности для всех 
исследуемых генов, что в целом коррелирует с ре-
зультатами, полученными в ходе исследования 
ферментативной активности 2ОГДК.

Анализ транскрипционной активности генов, 
кодирующих второй компонент 2ОГДК, показал, 
что  для гена dlst-1 также наблюдалось увеличение 
уровня транскриптов в первые часы (максимум на 
второй час инкубации) (Рис.5). Однако, для гена 

Рис. 2. Относительный уровень транскриптов 
гена ogdh1 при действии солевого стресса
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dlst-2, несмотря на незначительное увеличение 
концентрации мРНК в первый час действия со-
левого стресса, было характерно падение уровня 
транскриптов ниже контрольных значений, как и 
для гена dlst-3, для которого увеличение транкрип-
ционной активности не было отмечено в течение 
всего времени эксперимента - относительный 
уровень транскриптов практически не изменялся 
на протяжении всего времени эксперимента. 

Для гена dld-1 липоамиддегидрогеназы уста-
новлено увеличение уровня транскриптов в пер-

Рис. 3. Относительный уровень транскриптов 
гена ogdh2 при действии солевого стресса

Рис. 4. Относительный уровень транскриптов 
гена ogdh3 при действии солевого стресса

Рис. 5. Относительный уровень транскриптов 
гена dlst1 при действии солевого стресса

вые часы солевого стресса. Максимум отмечен 
на восьмой час инкубации. Ген dld-2 также де-
монстрировал рост концентрации мРНК в начале 
эксперимента, однако максимум зарегистрирован 
в первый час действия хлорида натрия (риc. 6-7). 
Далее экспрессионная активность исследуемого 
гена начала снижаться.

Рис. 6. Относительный уровень транскриптов 
гена dld-1 при действии солевого стресса

Рис. 7. Относительный уровень транскриптов 
гена dld-2 при действии солевого стресса

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе исследования влияния солевого стресса 

на функционирование 2ОГДК в листьях кукурузы 
установлено  стимулирующее действие хлорида 
натрия в первые часы эксперимента, что говорит 
о попытке растительного организма компенсиро-
вать негативное влияние соли за счет интенсифи-
кации ЦТК.  Анализ уровня транскриптов генов, 
кодирующих ферменты 2ОГДК, выявил  корре-
ляцию с полученными данными изменения фер-
ментативной активности, что говорит о генетиче-
ской регуляции адаптивного механизма к данному 
стрессовому фактору. Стоит отметить, что гены, 
кодирующие второй компонент 2ОГДК – дегидро-
липоамидсукцинилтрансферазу, по-разному ре-
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агируют на действие солевого стресса: ген dlst-1 
демонстрирует транскрипционный ответ сходный 
с суммарным ответом всего комплекса – значения 
относительного уровня транскриптов гена увели-
чиваются в первые часы действия стрессора, в по-
следующем снижаясь до контрольных значений. 
Для гена dlst-2 отмечено ингибирующее действие 
хлорида натрия. Практически никаких суще-
ственных изменений солевой стресс не вызывает 
в работе гена dlst-3. 

 Таким образом, установлено, что солевой 
стресс оказывает стимулирующее действие на ра-
боту двух компонентов 2ОГДК: 2-оксоглутаратде-
гидрогеназы и липоамиддегидрогеназы, что под-
тверждается исследованиями транскрипционной 
активности генов, кодирующих данные белки. 
Следует отметить, что оба белка относят к окси-
доредуктазам. Разнородный характер действия 
солевого стресса показан для второго компонента 
2ОГДК – ДЛСТ. Все три гена по-разному реаги-
руют на солевой стресс. Аналогичный стимули-
рующий эффект солевого стресса показан и для 
сукцинатдегидрогеназы [10]. 

Стресс-индуцированные изменения функци-
онирования отдельных ферментов исследуемого 
комплекса в листьях кукурузы под действием за-
соления заключаются в значительном увеличении 
их активности. В качестве механизма адаптации 
к действию солевого стресса растительный орга-
низм интенсифицирует функционирование ЦТК, 
что необходимо для дополнительного поступле-
ния энергии. 

Таблица 1. 
Олигонуклеотиды для генов  ферментов 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса

Ген Праймер Нуклеотидная последовательность Температура отжига, оС

ogdh-1
Прямой 5’-ATTCCAATGACCGTGACAGG-3’

59
Обратный 5’ -AAAAATCGGCGCATCCAATG-3'

ogdh-2
Прямой 5’-CAAAGCCAAACTGCTACTGC-3’

61
Обратный 5’- TTTTCACTCCGATGTGGTGG-3’

оgdh-3
Прямой 5’-GAAGCCATGACTACTCTGCC-3’

61
Обратный 5’-GCTCCGCATCTTGGTTCATA-3’

dlst-1
Прямой 5’-TCTGAGCTGAGGATACCGAG-3'

61
Обратный 5’ -AGCAGCTCTATTGCTCTTGC-3'

dlst-2
Прямой 5’-AAAGAAAGCAACTGAGGGGG-3’

60
Обратный 5’-GAAGAAGACAGCCTCTCTGC-3’

dlst-3
Прямой 5’- TCATTGCTAGTGAAGGCGAC-3’

61
Обратный 5’- GGTTCTGAAGGGGACGTTTT-3’

dld-1
Прямой 5’-CTACCGTGAGTGAAGCCCTC-3’

60
Обратный 5’- CAAGGAAGCACAAAACCCCG-3’

dld-2
Прямой 5’-TCCATCCAAGGCTCTTCTGC-3’

60
Обратный 5’ - TGGGAGGTCCACTTCCAGAT-3’

Работа выполнена при финансовой поддержке госзада-
ния Минобрнауки РФ №6.6927.2017/8.9
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INFLUENCE OF SALT STRESS ON FUNCTIONING
2- OXOGLUTARATE DEHYDROGENASE COMPLEX OF 

MAIZE (ZEA MAYS L.)

G. B. Anokhina, L. S. Kartavtseva, Ya. I. Dedov, P. S. Oya, A. T. Eprintsev

Voronezh State University

Annotation.  Plant organisms are often exposed to abiotic stress factors, including salinization. Much 
attention is paid to the effect of ammonium salts on the physiological processes of plants, but the effect of 
salinity caused by sodium chloride is not well understood. In this research was investigated the effect of 
salt stress caused by sodium chloride on the work of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex (2-OGDC, EC 
1.2.4.2) in green leaves of corn (Zea mays L.) as a participant in carbohydrate and nitrogen metabolism. 
OGDC is a complexly regulated system that provides three-step oxidation of 2-oxoglutarate to form succi-
nyl-CoA and limits the respiration process. The obtained data on the dynamics of activity of 2-oxoglutarate 
dehydrogenase complex from maize leaves under the action of salt stress allowed us to establish changes 
in the rate of functioning of the this enzymes complex under stress conditions. It has been established 
that an increased concentration of sodium chloride leads to an increase in the total enzymatic activity of 
the 2-oxoglutarate dehydrogenase complex in maize leaves. OGDC in the maize genome is encoded by 
ascending genes: ogdh-1, ogdh-2, ogdh-3, dlst-1, dlst-2, dlst-3, dld-1, dld-2. Specific primers were created 
on the basis of nucleotide sequences presented in the international NCBI database, which allowed the level 
of transcriptional activity of the 2-oxoglutarate dehydrogenase complex genes under salt stress. Analysis 
of the transcriptional activity of genes encoding 2-OGDС helped to establish changes in the level of gene 
transcripts under conditions of salt stress, which may indicate genetic regulation of the enzymes during 
stress-induced effects. The investigation of genes expression revealed heterogeneity in the work of genes 
ogdh-1, ogdh-2, ogdh-3, dlst-1, dlst-2, dlst-3, dld-1, dld-2  in the response of a plant organism to the action 
of a stressor. An analysis of the transcriptional activity of the genes encoding the 2-OGDС enzymes has 
made it possible to establish the stimulating effect of salt stress on the functioning of the 2-oxoglutarate 
dehydrogenase complex in maize leaves.

Keywords: 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, 2-oxoglutarate dehydrogenase, α-ketoglutarate de-
hydrogenase complex, dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase, dihydrolipoamide dehydrogenase, 
salt stress, Zea mays, expression, PCR, activity of enzyme.
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