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Аннотация. Засоленность почв существенно влияет на метаболизм произрастающих на них рас-
тений. Избыток солей вызывает в клетках растений осмотическое и токсическое напряжение и при-
водит к формированию специфического адаптивного ответа. Он может выражаться в увеличении 
содержания сукцината и других промежуточных продуктов ЦТК, в то время как митохондриальное 
дыхание смещается от превращения 2-оксоглутарата в цикле ЦТК к шунтированию γ-аминомасляной 
кислоты (ГАМК). ГАМК-шунт помогает клеткам растений противостоять стрессовым условиям, т.к.  
поддерживает необходимый уровень метаболитов. В митохондриях сукцинатдегидрогеназа (СДГ) 
катализирует ФАД-зависимое окисление сукцината до фумарата в составе метаболонов, которые 
организуют метаболические потоки митохондриального матрикса. Комплекс СДГ состоит из четы-
рех основных субъединиц (SDH1–SDH4) и множества кофакторов, которые необходимы для сборки 
(SDHAF2 и SDHAF4) и стабилизации (FAC-SDH1 и SDH2), тем самым обеспечивая его сложную 
пространственную организацию и интеграцию во внутреннюю мембрану митохондрий. Проведен-
ные исследования по формированию солевого стресса у проростков кукурузы, инкубированных в 
150 мМ хлориде натрия, показали, что в листьях наблюдается повышение содержания транскриптов 
гена NaCl-индуцируемого белка, являющегося маркером солевого стресса. Динамика активности 
сукцинатдегидрогеназы в листьях кукурузы при действии солевого стресса свидетельствует об ак-
тивации данной ферментной системы в модифицированных условиях. Увеличение каталитической 
активности СДГ при засолении необходимо для поддержания скорости функционирования цикла 
трикарбоновых кислот и утилизации сукцината, образуемого в ходе работы ГАМК-шунта. При ис-
следовании различных солей на активность СДГ было установлено активирующее действие ионов 
Na+ и Cl-, что свидетельствует об их положительном влиянии на формирование фермент-субстратно-
го комплекса за счет ионизации каталитического центра фермента. Активация сукцинатдегидрогена-
зы хлоридом, вероятно, обусловлена модификацией поверхностного заряда белка СДГ, что находит 
отражение в его каталитической активности. Изменение скорости функционирования сукцинатде-
гидрогеназы при солевом стрессе, представляет собой механизм контроля метаболических потоков 
при адаптации к стрессу. При этом, действие засоления проявляется на уровне непосредственного 
взаимодействия с молекулой фермента интермедиатами клетки, в частности анионами.
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Метаболизм сукцината в растительной клетке 
обеспечивается такими ферментами, как сукци-
натдегидрогеназа, сукцинатоксидаза, комплекс II 
ЭТЦ митохондрий, дегидрогеназа полуальдегида 
янтарной кислоты, что требует координирован-
ной системы контроля метаболических потоков, 
связанных с янтарной кислотой. Высокий гене-
тический полиморфизм сукцинатдегидрогеназы 
свидетельствует о её важной роли в регуляции ме-
таболизма растений [1]. 

Стресс, связанный с засолением, считается наи-
более разрушительным абиотическим стрессом для 
урожайности сельскохозяйственных культур. В по-
следние два десятилетия активно изучаются струк-
туры генома и функций транскриптома у растений, 
подвергнутых солевому стрессу. Хотя исследования 
в области геномики и транскриптомики указывают 
на физиологические и биохимические изменения 
в растениях, они не отражают изменения количе-
ства и типа белков, соответствующих экспрессии 
генов на уровне транскриптома. Кроме того, белки 
являются более надежным детерминантом соле-



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2024, № 4 51

устойчивости, чем простая экспрессия генов, по-
скольку они играют важную роль в формировании 
физиологических особенностей фенотипов соле-
устойчивости. Однако имеется мало информации 
как о белках, чувствительных к солевому стрессу, 
так и о их вкладе в общую солеустойчивость рас-
тений. Например, солевой стресс снижает уровень 
АТФ-синтазы у гликофитных банановых растений 
[2]. Известно, что засоление активирует НАД(P)
H-хиноноксидоредуктазу, триозофосфатизомеразу 
и лактоилглутатионлиазу у H. glomeratus, увели-
чивая выработку АТФ в клетках и, таким образом, 
улучшая солеустойчивость [3]. Растения, чувстви-
тельные к солевому стрессу, не могут поддерживать 
клеточное дыхание и производят меньше энергии, 
чем требуется для адаптации к солевому стрессу [4]. 
Изменение работы отдельных ферментных систем, 
в том числе и сукцинатдегидрогеназы, является ме-
ханизмом контроля метаболических потоков при 
адаптации к стрессу. При этом, действие засоления 
может проявляться как на уровне прямого взаимо-
действия с молекулой фермента, так и при участии 
транскрипционных факторов специфических для 
солевого стресса, контролирующих транскрипцион-
ную активность генов-мишеней [4,5].

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В работе использовали 14-дневные проростки 

кукурузы (Zea mays L.), выращенные гидропонно 
при 25ºС, фотопериоде 12 часов и интенсивности 
света 90 мкмоль квантов · м-2·с-1. Солевой стресс мо-
делировали инкубацией в растворе NaCl в диапазо-
не концентраций от 60 до 200 мМ, а также 150 мМ 
KCI и NH4CI; контрольные растения выращивались 
в воде. Отбор образцов проводился в течение 24 ч.  

Суммарную клеточную РНК из листьев ис-
следуемых растений выделяли методом фенол-
хлороформной экстракции [6]. Обратную транс-
крипцию РНК осуществляли с использованием 
обратной транскриптазы M-MuLV RT (Fermentas, 
Литва). Определение относительного уровня экс-
прессии исследуемых генов проводили с приме-
нением 2-ΔΔCt-метода [7,8].

Активность СДГ определяли спектрофото-
метрически. Для этого фермент экстрагировали 
из растительного материала в среде следующего 
состава: 50 мМ Трис-HCl буфер, (pH 7,5) 1 мМ 
ЭДТА; 10мМ КСl;1 мМ MgCl

2
. Определение ак-

тивности проводили на СФ-2000 при 600нм в сре-
де фотометрирования: 30 мМ фосфатный буфер, 
pH 7.8; 1 мМ ФМС, 0.08 мМ ДХФИФ; 2 мМ азид 
натрия; 20 мМ сукцинат натрия [9].

Очистку фермента осуществляли в 4 стадии со-
гласно ранее разработанной схеме [10,11] при тем-
пературе 0-4°С. Опыты проводили в 3-4 кратной 
повторности, аналитические определения для каж-
дой пробы осуществляли в трех повторностях. По-
лученные данные обрабатывали с использованием 
статистических критериев. Обсуждаются стати-
стически достоверные различия при р < 0.05 [12].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для доказательства формирования солево-

го стресса у экспериментальных проростков, 
было изучено содержание транскриптов гена Na-
Cl-индуцируемого белка, являющегося маркером 
солевого стресса [13], в листьях кукурузы, инкуби-
рованной в 150 мМ хлориде натрия.  На рисунке 1 
показано повышение транскриптов данного гена в 
опытных растениях. Концентрация мРНК уже к тре-
тьему часу экспозиции возрастала на 24%  по срав-
нению с контролем. Через шесть часов увеличение 
содержания транскриптов превышало контрольные 
значения в 1,74 раза и продолжало возрастать до 
конца эксперимента (рис. 1). Таким образом пока-
зано развитие специфического ответа на солевой 
стресс в листьях кукурузы на клеточном уровне. 

Рис. 1. Относительный уровень транскриптов 
гена NaCl - индуцибельного белка в листьях куку-
рузы в условиях солевого стресса.

Изучено функционирование СДГ при засолении 
150 мМ хлоридом натрия (рис. 2) и показано, что по-
сле шести часов экспозиции стрессор  вызывает зна-
чительную интенсификацию фермента, активность 
которого к 24 часам экспозиции превышала данные 
показатели в контроле в 2,97 раз, т.е. даже при кра-
тковременном солевом стрессе низкие концентра-
ции NaCl могут индуцировать активность СДГ в 
листьях кукурузы. Эти результаты перекликаются с 
аналогичными исследованиями, проведенными на 
Amaranthus caudatus L. [4] и  у Fragaria vesca L. [14].

Молекулярные аспекты регуляции активности сукцинатдегидрогеназы
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Митохондриальная мембрана снабжена боль-
шим количеством ионных каналов, что даёт воз-
можность оперативно менять концентрацию от-
дельных ионов внутри митохондрии [15]. Катионы 
и анионы солей, вызывающих засоление среды, 
могут проникать в митохондрию и напрямую воз-
действовать на молекулу фермента. Влияние ио-
нов может играть важную роль в регуляции СДГ, 
особенно на начальных этапах стресса. Для того, 
чтобы изучить действие некоторых солей на функ-
циональную активность белковой молекулы сук-
цинатдегидрогеназы была проведена очистка этого 
фермента из зеленых листьев кукурузы, результаты 
которой представлены в таблице 1. Влияние  катио-
нов и анионов на СДГ было изучено на очищенных 
препаратах энзима, результаты этих исследований 
представлены на рисунке 3. Показано, что соли 
KCI, NaCI и NH4CI выступают в качестве актива-
торов сукцинатдегидрогеназы, в их присутствии 
энзиматическая активность возрастала в 3,4, 5 и 2 
раза соответственно относительно контроля. 

Характер солей безусловно влияет на функ-
ционирование различных ферментов, однако нет 
универсального правила, как именно это выража-
ется. Например, в случае липаз (NH4)2SO4 играет 
роль агента, который обеспечивает наибольшую 
стабилизацию иммобилизованных ферментов, но с 
другой стороны, это не подтверждается для других 
ферментов. Тем не менее, во многих случаях NaCl 
или Na

2
SO4 позволяли достичь высочайшей ста-

бильности фермента. Кроме того, влияние ионов 
чувствительно к рН среды. Обычно  стабилизиру-
ющие эффекты чаще обнаруживаются при pH 7,0 
или 5,0, тогда как при pH 9,0 наблюдают негативное 

Рис. 2. Влияние 150 мМ NaCl на активность 
сукцинатдегидрогеназы в листьях кукурузы.

Таблица 1.
Параметры очистки сукцинатдегидрогеназы из листьев кукурузы 

Ферментативные единицы Удельная активность, Е/мг белка Выход, % Степень очистки
СДГ 0,310 0,677 65 84,6

влияние солей. Для бактерий был показан механизм 
и функции аллостерической активации хлоридом 
некоторых α-амилаз психрофильного микроорга-
низма Pseudoalteromonas haloplanktis в комплексе 
с нитратом при 2,1 Å, а также структура мутантов 
Lys300Gln (2,5 Å) и Lys300Arg (2,25 Å). Нитрат 
прочно связывается с α-амилазой, но является сла-
бым активатором. Мутация критического хлорид-
ного лиганда Lys300 в Gln приводит к образованию 
хлорид-независимого фермента, тогда как мутация 
в Arg имитирует сайт связывания, который обнару-
жен в α-амилазах животных, однако с более низким 
сродством к хлориду [16]. Эти структуры показыва-
ют, что треугольная конформация хлоридных лиган-
дов и почти экваториальная координация обеспечи-
вают идеальное размещение плоских тригональных 
одновалентных анионов, таких как NO3

-, что объяс-
няет их необычное сильное связывание. Также по-
казано, что для максимальной активации необходим 
локализованный отрицательный заряд, такой как 
заряд Cl-, а не делокализованный заряд, как в слу-
чае нитрата. Мутант Lys300Gln, не содержащий 
хлоридов, указывает на то, что хлорид не является 
обязательным для каталитического механизма, но 
сильно увеличивает реакционную способность в 
активном центре. Исчезновение предполагаемой ка-
талитической молекулы воды у этого слабоактивно-
го мутанта подтверждает мнение о том, что хлорид 
помогает поляризовать гидролитическую молекулу 
воды и увеличивает скорость второй стадии ката-
литической реакции. Сайт связывания анионов мо-
жет принимать ионы различного размера с разным 

Рис. 3. Влияние различных солей на актив-
ность очищенной сукцинатдегидрогеназы. К – ак-
тивность гомогенного препарата сукцинатдеги-
дрогеназы.
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сродством [15]. Как показывают кристаллические 
структуры всех хлорид-зависимых α-амилаз, три 
белковых лиганда принимают треугольную и почти 
экваториальную конформацию вокруг хлорид-ио-
на, которая вероятно, объясняет ранее сообщенную 
связь между константами связывания анионов.

Активация СДГ катионами и анионами объ-
ясняется потенциальной активацией митохондри-
альных K+-каналов, связь которых с исследуемым 
энзимом остается неясной. Активация сукцинат-
дегидрогеназы хлоридом, вероятно, обусловлена 
модификацией поверхностного заряда белка СДГ, 
что влияет на его каталитическую активность 
[16]. Ранее показано, что при активации одно-
валентными анионами фермента, обработанного 
оксалоацетатом, ингибирования не наблюдалось, 
тогда как такие эффекты обнаружены, например, 
для дикарбоновых кислот; поэтому неорганиче-
ские анионы, видимо, не взаимодействуют с ката-
литическим центром. С другой стороны, наблю-
дается конкурентное ингибирование СДГ ионами 
NO-, Br-, C1- и ацетатом в порядке убывания [17].

В наших экспериментах при элюции СДГ с ко-
лонки с ДЭАЭ-фрактогелем происходило увеличе-
ние ее активности, что было показано на примере 
воздействия различных концентраций NaCI от 60 
мм и 200 мМ и установлено максимальное значе-
ние каталитической активности 125 мМ (рис. 4).

дезактивированный фермент, но ингибируя субстрат-
ное окисление активированным ферментом [19]. 
Тормозящее действие тесно взаимосвязано со взаи-
модействием фермента с метаболитами, такими как 
субстрат и, возможно, другими дикарбоновыми кис-
лотами. Поскольку известно, что дышащие субмито-
хондриальные частицы накапливают одновалентные 
анионы, нельзя исключить, что изменение активно-
сти сукцинатдегидрогеназы в присутствии анионов 
хлора может иметь физиологическую роль. [20,21].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, показано, что засоление вызы-

вает интенсификацию работы сукцинатдегидро-
геназы, активность которой начинает постепенно 
увеличиваться по сравнению с контролем через 3 
часа инкубации растений в растворе хлорида на-
трия и достигает максимума к концу экспозиции.    

Интенсификация работы сукцинатдегидроге-
назы у кукурузы под действием солевого стресса 
необходимо для реорганизации ЦТК. Это позволя-
ет выстроить обходные пути, при угнетении чув-
ствительных к соли энзимов [2]. При этом в цикл 
Кребса поступают  дополнительные дыхательные 
субстраты и поддерживается высокий уровень 
энергетических эквивалентов, что поддерживает 
окислительно-восстановительный статус  клетки 
при засолении. Такой адаптационный эффект до-
стигается за счет ГАМК-шунта и ПЯКДГ.  [22]. 

При изменении скорости функционирования ЦТК 
СДГ обеспечивает восстановление окисление сукци-
ната, формируемого в ГАМК-шунте [23]. Показано 
активирующее действие ионов Na+ и Cl-  на изучае-
мый фермент, что указывает на положительное влия-
ние этих ионов на формирование фермент-субстрат-
ного комплекса за счет ионизации каталитического 
центра фермента. Активация сукцинатдегидрогеназы 
хлоридом, вероятно, обусловлена модификацией по-
верхностного заряда белка СДГ, что находит отраже-
ние в его функциональной активности. Изменение 
скорости работы фермента при засолении, представ-
ляет собой механизм контроля метаболических пото-
ков при адаптации к стрессу.
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MOLECULAR ASPECTS OF REGULATION OF SUCCINATE 
DEHYDROGENASE ACTIVITY IN CORN LEAVES

DURING SALINITY
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Abstract. Soil salinity significantly affects the metabolism of plants growing on them. Excess salts cause 
osmotic and toxic stress in plant cells and lead to the formation of a specific adaptive response. It can be 
expressed in an increase in the content of succinate and other intermediate products of the TCA cycle, while 
mitochondrial respiration shifts from the conversion of 2-oxoglutarate in the TCA cycle to the shunting of 
γ-aminobutyric acid (GABA). The GABA shunt helps plant cells resist stress conditions, since it maintains 
the required level of metabolites. In mitochondria, succinate dehydrogenase (SDH) catalyzes the FAD-
dependent oxidation of succinate to fumarate in the composition of metabolons, which organize metabolic 
flows of the mitochondrial matrix. The SDH complex consists of four main subunits (SDH1–SDH4) and 
multiple cofactors that are necessary for assembly (SDHAF2 and SDHAF4) and stabilization (FAC-SDH1 
and SDH2), thereby providing its complex spatial organization and integration into the inner mitochondrial 
membrane. The conducted studies on the formation of salt stress in maize seedlings incubated in 150 
mM sodium chloride showed that the leaves exhibit an increase in the content of transcripts of the NaCl-
inducible protein gene, which is a marker of salt stress. The dynamics of succinate dehydrogenase activity 
in maize leaves under salt stress indicates the activation of this enzyme system under modified conditions. 
An increase in the catalytic activity of SDH under salinity is necessary to maintain the rate of functioning 
of the tricarboxylic acid cycle and the utilization of succinate formed during the operation of the GABA 
shunt. When studying various salts on the activity of SDH, the activating effect of Na+ and Cl- ions was 
established, which indicates their positive effect on the formation of the enzyme-substrate complex due to 
the ionization of the catalytic center of the enzyme. Activation of succinate dehydrogenase by chloride is 
probably due to the modification of the surface charge of the SDH protein, which is reflected in its catalytic 
activity. Changes in the rate of succinate dehydrogenase functioning under salt stress are a mechanism for 
controlling metabolic flows during adaptation to stress. In this case, the effect of salinity is manifested at the 
level of direct interaction with the enzyme molecule by cell intermediates, in particular anions.

Keywords: succinate dehydrogenase, corn, salt stress, enzyme activity.
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