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Аннотация. Малатдегидрогеназа (МДГ, КФ 1.1.1.37) – фермент, который обратимо катализирует 
окисление малата до оксалоацетата с использованием реакции восстановления НАД+ до НАДН. Эта 
реакция является частью многих метаболических процессов, включая цикл трикарбоновых кислот. 

Показано регулирующее действие света на общую активность НАД+-МДГ в листьях этиоли-
рованной пшеницы. Свет вызывает снижение величины каталитической активности митохондри-
альной НАД+-малатдегидрогеназы более чем в 2,5 раза по сравнению с контрольными растения-
ми, экспонируемыми в темноте. В темноте и при освещении дальним красным светом активность 
НАД+-МДГ увеличивается, то есть активность митохондриальной формы регулируется с помощью 
фитохромной системы, в частности, фитохрома А. Показано, также, фитохром-зависимая регуляция 
цитозольной НАД+-МДГ листьев, причем на свету наблюдается индукция ферментативной активно-
сти. Следовательно, для цитозольной МДГ фитохром является положительным регулятором актив-
ности, при этом эффектором выступает фитохром В. 

Выявлено угнетение активности митохондриальной НАД+-МДГ на свету и под действием крас-
ного света, а также в экспонированных на свету зеленых (деэтиолированных) листьев пшеницы. Де-
этиоляция, т.е. переход от скотоморфогенеза (этиолированного роста) к фотоморфогенезу приводит 
к перестройке клеточного метаболизма растений, включая изменения  морфологии и гормонального 
статуса. Рост растений в темноте большей частью регулируется фитогормонами, причем ведущая 
роль здесь отводится гиббереллинам и брассиностероидам, а деэтиоляцию инициирует важнейший 
экзогенный фактор – свет. Эти процессы обусловлены  участием как фоторецепторов, так и пози-
тивных регуляторов фотоморфогенеза. Установлено, что воздействие света на этиолированные рас-
тения пшеницы не приводит к существенным изменениям в активности цитоплазматической формы 
малатдегидрогеназы, в отличии от митохондриальной. Применение электрофореза с последующми 
специфическим проявлением геля на активность НАД+-МДГ позволило выявить изменением в на-
боре молекулярных форм данного энзима. Выявлено, что при деэтиоляции происходит уменьшение 
числа молекулярный форм митохондриальной НАД+-МДГ, что соотносится со снижением величины 
ее каталитическое активности. 
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Огромное число разнообразных физиологиче-
ских реакций и реакций развития у растений, регу-
лируются фитохромами. Фоторецепторные систе-
мы контролируют такие важные физиологические 
явления, как фотоморфогенез и фотопериодизм. 
В клетках фитохромы проявляют двойную моле-
кулярную функцию: сенсорную и регуляторную 
[1, 2]. Как правило, физиологические эффекты, 
связанные с фитохромом индуцируются красным 
светом и отменяются дальним красным. Чтобы 

определить роль фитохромов в процессе регуляции 
метаболических путей клетки, растения облучают 
светом узкого спектрального состава, а именно 
красным и дальним красным светом (длинна вол-
ны 660 нм и 730 нм соответственно) [3].

С3-растения – наиболее древняя группа расте-
ний, хорошо приспособленные к климату средних 
широт. С3-фотосинтез менее эффективен по сравне-
нию С4-путём, но с другой стороны, требует мень-
ших энергетических затрат. В клетках С3-растений 
основные запасные органические кислоты малат 
и цитрат. Малат выполняет в клетке ряд жизненно 
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важных функций и метаболизируется рядом фер-
ментов, объединённых в малатдегидрогеназную 
ферментную систему. Наиболее распространённый 
из них – НАД+-МДГ, который не только участвует 
в ЦТК, но и обеспечивает анаплеротические пути, 
позволяющие поддерживать гомеостаз [4].

В отличие от С4-растений, вопрос о роли све-
тового режима в регуляции работы ферментов 
метаболизма малата у С3-растений раскрыт не-
достаточно. В связи с этим, целью нашей работы 
являлось изучить функционирования НАД+-МДГ 
пшеницы в условиях разного светового режима.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования использова-

ли 10 - дневные зелёные и этиолированные про-
ростки пшеницы (Triticum aestivum), выращенные 
гидропонным методом. Опыты по изучению вли-
яния света на растения проводили по следующей 
схеме: растения выдерживались в темноте 24 часа, 
после чего облучались светом различных длин 
волн в течение 15 минут. После трехчасовой ин-
кубации растений в темноте образцы заморажива-
лись при температуре -70оС и использовались для 
дальнейшего исследования. Белый свет получали 
от ламп дневного излучения в установке «Фло-
ра-1». Красный и дальний красный свет - с по-
мощью светодиодов с областью испускания 640-
680 нм (КИПД40М40-К-П6, Россия) и 710-750 
нм (3Л127А-5, Россия). В качестве контрольных 
растений брали проростки, выдержанные в тече-
ние 24 часов в темноте для активации ферментов 
и снятия всех фитохромных эффектов [5].

Активность МДГ определяли спектрофото-
метрически при 340 нм на СФ-2000 (Россия) [6]. 
Определение субклеточной локализации прово-
дили методом дифференциального центрифугиро-
вания. Чистоту полученных фракций определяли 
по активности маркерных ферментов – СДГ для 
митохондрий и АДГ для цитоплазмы [6]. Удалось 
дифференцировать субклеточные фракции с пере-
крестным загрязнением 8% и 12% соответственно. 
Нативный диск-электрофорез в полиакриламид-
ном геле проводили по Девису [7], со специфиче-
ским проявлением тетразолиевым методом [8].

Опыты проводили в 3 кратной биологической 
повторности, аналитическое определение для 
каждой пробы – в трех повторностях. На рисунках 
приведены данные типичных опытов, где каждое 
значение есть среднее арифметическое. При мате-
матической обработке использовали статистиче-
ский критерий Стъюдента [9].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Процесс деэтиоляции подразумевает значи-

тельные перестройки метаболических процессов, 
в первую очередь связанных с энергетическим 
метаболизмом [10]. Исследование изменения ак-
тивности НАД+-малатдегидрогеназы в листьях 
этиолированных растений пшеницы показал раз-
личную ответную реакцию на свет цитозольной 
и митохондриальной форм данного энзима. В 
течение 24 часов воздействия света на растения 
цитоплазматическая МДГ незначительно изменя-
ла величину своей активности. Колебания анали-
зируемого показателя находились в пределах от 
1,5 до 2 Е/г сырой массы (рис. 1). При этом, стоит 
отметить, что активность цитозольной формы в 4 
раза выше такового показателя митохондриаль-
ного фермента, что свидетельствует о высокой 
интенсивности метаболизма малата в цитоплазме 
этиолированных листьев пшеницы.

Воздействие света на этиолированные расте-
ния пшеницы приводили к значительным изме-
нениям количественных показателей активности 
митохондриальной НАД+-МДГ (рис.1). Уже в пер-
вые 3 часа облучения растений светом происходи-
ло снижение каталитической активности исследу-
емого энзима в 2,78 раза, по сравнению с таковым 
показателем в темноте. В последующий период 
эксперимента, вплоть до 24 часов воздействия 
света, активность НАД-МДГ оставалась на уров-
не ниже контрольного (темнота) и варьировала в 
пределах от 0,18 до 0,13 Е/г сырой массы.

Рис 1. Активность цитозольной (белые столб-
цы) и митохондриальной (серые столбцы) форм 
НАД-малатдегидрогеназы в этиолированных ли-
стьях пшеницы при переходе «темнота-свет».

Рост растений в темноте большой частью 
регулируется фитогормонами, при чем ведущая 
роль здесь отводится гиббереллинам и брасси-
ностероидам, а деэтиоляцию инициирует важ-
нейший экзогенный фактор – свет [11, 12]. По-
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Разработка и оптимизация методик для комплексной оценки активности

лученные результаты говорят о значительном 
изменении митохондриального метаболизма при 
деэтиоляции растений пшеницы на свету, что 
находит отражение в снижении каталитической 
активности митохондриальной формы НАД-
малатдегидрогеназы, одного их ферментов цикла 
Кребса. При этом, цитозольный метаболизм мала-
та, осуществляемый НАД-МДГ, не претерпевает 
значительных изменений, на что указывает отсут-
ствие существенных изменений в величине актив-
ности данного фермента. 

Изменение активности фермента может быть 
связанно с комбинацией существующих белковых 
молекул, представляющих собой различные мо-
лекулярные формы фермента. Электрофоретиче-
ский анализ изоферментного спектра НАД-МДГ 
у пшеницы показал изменение набора молеку-
лярных форм данного энзима при деэтиоляции 
пшеницы (рис. 2). В этиолированных листьях 
пшеницы обнаружены 4 изоформы. Две их них с 
Rf=0,6, Rf=0,62 функционируют в митохондриях 
постоянно, являясь конститутивными (рис. 2). До-
полнительные формы с Rf=0,1 и Rf=0,2, наблю-
даемые в этиолированных растениях, исчезают 
при деэтиоляции. Следовательно, при облучении 
растений светом происходит редукция изофер-
ментного состава, что проявляется в уменьшении 
каталитической активности итохондриальной 
НАД+-МДГ. Исследование изоферментного со-
става НАД+-МДГ во фракции цитоплазмы при де-
этиоляции листьев пшеницы показало отсутствие 
изменений, что соотносится со стабильным уров-
нем каталитической активности исследуемого 
фермента в данных условиях.

тохромная система [13, 14]. Фитохром является 
фотоморфогенным рецептором, что обуславлива-
ет его важную роль в контроле метаболических 
процессов при деэтиоляции растений [15, 16]. 
Кроме того, фитохром проявляет регуляторное 
действие и на ряд ферментов дыхательного мета-
болизма в зеленых листьях [17].

Изучена активность НАД+-МДГ в зелёных ли-
стьях пшеницы и выявлены колебания активности 
исследуемого фермента в зависимость от состоя-
ния фитохромной системы. Данные о динамике 
активности изучаемого фермента в цитоплазме и 
митохондриях проростков пшеницы под действи-
ем света разных длин волн отражены на рисун-
ке 3. Цитозольная форма на свету проявляет более 
высокую активность, по сравнению с темнотой, 
что вероятнее всего связано с   анаплеротически-
ми   реакциями   метаболизма   малата   в цито-
плазме. Изменение величины каталитической ак-
тивности сосавило 1,38 раза. При этом, показано, 
что на свету активность митохондриальной фор-
мы НАД+- МДГ ниже, чем в темноте, что связа-
но с низкой интенсивностью функционирования 
цикла Кребса у растений на свету [18].

Рис. 2. Изоферментный состав НАД-МДГ ми-
тохондрий в этиолированных проростках при об-
лучении светом разных длин волн

Одним из механизмов, обеспечивающих реа-
лизацию светорегуляцию дыхательного метабо-
лизма на ферментативном уровне, является фи-

Рис. 3. Активность цитозольной (белые столб-
цы) и митохондриальной (серые столбцы) форм 
НАД-малатдегидрогеназы в зеленых листьях пше-
ницы при облучении светом разной длины волны

Облучение проростков света разных длин 
волн показывает, что красный свет вызывает ин-
дукцию ферментативной активности в цитозоле и 
ингибирование фермента в митохондриях, а облу-
чение дальним красным светом приводит к про-
тивоположному эффекту. Увеличение скорости 
функционирования цитоплазматической формы 
НАД-МДГ в листьях пшеницы при воздействии 
КС в 1,65 раза свидетельствует об активирующем 
эффекте на данный энзим активной формы фитох-
рома. При этом, последовательное облучение ис-



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2024, № 460

следуемых растений КС+ДКС указывает на уча-
стие в данном регуляторном эффекте фитохрома 
В, обладающего фотоконверсией [19]. 

Противоположный характер изменения актив-
ности митохондриальной формы НАД+-МДГ на 
последовательное облучение КС+ДКС позволяет 
предположить участие в ее регуляции фитохрома 
А [20]. Следовательно, различно локализованные 
формы НАД+-МДГ в зеленых листьях пшеницы 
проявляют фитохромную зависимость. Активи-
рующее действие по отношению в цитозольной 
форме исследуемого фермента проявляет фитох-
ром В, в то врем как фитохром А ингибирует ми-
тохондриальную форму.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При изучении световой регуляции малатдеги-

дрогеназы в этиолированных растений пшеницы 
позволило выявить ингибирование активности 
фермента в митохондриальной фракции на свету. 
Основным морфогенным фактором, обуславлива-
ющим деэтиоляцию растений, является фитохром 
[21]. При этом, показано, что изменение актив-
ности митохондриальной НАД+-МДГ связано с 
изменением изоферменного состава данной энзи-
матической системы. При деэтиоляции показано 
уменьшение числа молекулярный форм митохон-
дриальной НАД+-МДГ, что соотносится со сниже-
нием величины ее каталитическое активности.

Выявлено ингибирование активности мито-
хондриальной НАД+-МДГ на свету и под действи-
ем красного света. В темноте и при освещении 
дальним красным светом активность НАД+-МДГ 
увеличивается, что свидетельствует о регуляции 
активность митохондриальной формы с помощью 
фитохромной системы при этом основным регу-
лятором выступает фитохром А.  Фитохромная 
регуляция цитозольной НАД+-МДГ была показана 
для зеленых листьев пшеницы, причем индукция 
ферментативной активности на свету обусловлена 
действием фитохрома В, что подтверждают дан-
ные последовательного действия КС+ДКС, обу-
славливающие его фотоконверсию, в отличии от 
фитохрома А.

Повышение ферментативной активности в 
условиях темноты и при действии дальнего крас-
ного света, что может быть связано с ускорением 
процессов дыхания, в частности с возрастающей 
в темноте ролью цикла Кребса, как поставщика 
энергетических эквивалентов при отсутствии фо-
тосинтеза и свидетельствует о регуляции актив-
ности МДГ с участием фитохромной системы.
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CHANGES IN THE ACTIVITY AND ISOZYME COMPOSITION 
OF NAD-MALATE DEHYDROGENASE IN WHEAT LEAVES 

DURING PLANTS DEETHIOLATION
O.S. Fedorina, A.T. Eprintsev

Voronezh State University

Abstract. Malate dehydrogenase (MDH, EC 1.1.1.37) is an enzyme that reversibly catalyzes the 
oxidation of malate to oxaloacetate using the reaction of reduction of NAD+ to NADH. This reaction is part 
of many metabolic processes, including the tricarboxylic acid cycle.

The regulatory effect of light on the total activity of NAD+-MDH in etiolated wheat leaves is shown. 
Light causes a decrease in the catalytic activity of mitochondrial NAD+-malate dehydrogenase by more than 
2.5 times compared to control plants exposed to the dark. In the dark and under far-red light, the activity 
of NAD+-MDH increases, that is, the activity of the mitochondrial form is regulated by the phytochrome 
system, in particular, phytochrome A. Phytochrome-dependent regulation of cytosolic NAD+-MDH in 
leaves is also shown, with induction of enzymatic activity observed in the light. Therefore, for cytosolic 
MDH, phytochrome is a positive regulator of activity, with phytochrome B acting as the effector.

Suppression of mitochondrial NAD+-MDH activity was revealed in the light and under the influence 
of red light, as well as in light-exposed green (de-etiolated) wheat leaves. De-etiolation, i.e. the transition 
from skotomorphogenesis (etiolated growth) to photomorphogenesis, leads to the reorganization of plant 
cellular metabolism, including changes in morphology and hormonal status. Plant growth in the dark is 
largely regulated by phytohormones, with the leading role being given to gibberellins and brassinosteroids, 
and de-etiolation is initiated by the most important exogenous factor - light. These processes are due to the 
participation of both photoreceptors and positive regulators of photomorphogenesis. It has been established 
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that the effect of light on etiolated wheat plants does not lead to significant changes in the activity of the 
cytoplasmic form of malate dehydrogenase, in contrast to the mitochondrial one. The use of electrophoresis 
with subsequent specific manifestation of the gel on the activity of NAD+-MDH made it possible to identify 
changes in the set of molecular forms of this enzyme. It has been revealed that during de-etiolation, the 
number of molecular forms of mitochondrial NAD+-MDH decreases, which correlates with a decrease in 
the value of its catalytic activity.

Keywords: Triticum aestivum, NAD+-malate dehydrogenase, isoenzyme, phytochrome, de-etiolation
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