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Аннотация. Солей стресс представляет собой фактор, оказывающий негативное влияние на 
сельскохозяйственные культуры. Увеличение засоленности почв приводит к снижению биоло-
гической продуктивности и урожайности в том числе за счет развития в растительном организ-
ме осмотического стресса и токсического действия катионов и анионов солей. Показателем раз-
вития NaCl-зависимого солевого стресса в клетках растений является индукция специфических 
транскрипционных факторов семейства NAC. Результаты исследования уровня транскриптов гена 
HvNAC1 в клетках листьев ячменя при засолении показало, что по мере увеличение времени воздей-
ствия хлорида натрия на исследуемые растений наблюдалось увеличение содержания мРНК данно-
го гена, что является маркером развития стрессового состояния.

Установлено, что солевой стресс при кратковременном влиянии оказывает стимулирующее вли-
яние на активность пируваткарбоксилазы в листьях ячменя. Воздействие 150 мМ хлорида натрия 
приводит к увеличению скорости функционирования исследуемого энзима и максимальное значе-
ние каталитической активности показано после 6 часа эксперимента, что, вероятно, обусловлено 
интенсификацией энергетического и синтетического метаболизма клетки. При этом, каталитическая 
активности пируваткарбоксилазы до 3 часа практически не изменялась. Следовательно, активация 
метаболизма пирувата, в котором участвует данный изофермент, на способствует синтезу органи-
ческих кислот, в частности оксалоацетата. Данный интермедиат клетки посредством реакций пере-
аминирования используются для синтеза аминокислот и некоторых осмолитов. Результаты оценки 
содержания оксалоацетата в листьях ячменя в условия солевого стресса показали, что достоверные 
изменения в количестве оксалоацетата обнаруживаются на 3 час эксперимента. На 6 час воздей-
ствия солевого стресса количество оксалоацетата вырастало в 3,26 раза, что соотносится с резким 
увеличением каталитической активности пируваткарбоксилазы в этот период. Формируемые био-
синтетические субстраты необходимы клетке для осуществления приспособительных механизмов, 
с помощью которых растение противостоит воздействию неблагоприятного фактора, тесно связаны 
с синтезом протекторных веществ, обеспечивающих устойчивость в действия засоления.
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Засоление почвы является основным экологи-
ческим стрессом, который сильно снижает про-
дуктивность сельскохозяйственных культур и ка-
чество урожая в мире и затрагивает значительные 
площади обрабатываемых земель более чем в 100 
странах [1]. Высокие концентрации соли вызы-
вают ионный дисбаланс, осмотический стресс и 
окислительные повреждения [2]. Осмотический 
стресс приводит к снижению поглощения воды, 
что, в свою очередь, подавляет рост клеток и 

синтез клеточной стенки, проводимость устьиц, 
синтез белка, фотосинтетическую активность и 
развитие боковых почек. Соль также переносит-
ся от корней к листьям, что приводит к ионоспе-
цифическому стрессу и увеличению отмирания 
листьев с хлорозом и некрозом, а также к умень-
шению активности основных клеточных метабо-
лических путей, включая фотосинтез [3]. 

Понимание механизмов солеустойчивости яв-
ляется важным условием для улучшения урожая в 
районах, подверженных воздействию соли. Чтобы 
выжить в условиях стресса, растения реагируют 
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и адаптируются с помощью сложных механизмов 
координации метаболических процессов. Глико-
фитные растения в условиях солевого стресса де-
монстрируют замедленный рост, увядание и, в ко-
нечном итоге, гибель [4]. Ячмень (Hordeum vulgare 
L.) является наиболее солеустойчивым видом сре-
ди зерновых сельскохозяйственных культур [5, 6]. 

Было доказано, что ячмень имеет в своем со-
ставе такой фермент, как пируваткарбоксилаза 
(КФ 6.4.1.1). Это биотинсодержащий фермент, ко-
торый катализирует карбоксилирование пирувата 
с образованием оксалоацетата. Пируваткарбокси-
лаза - аллостерический энзим, обнаруженный в 
митохондриях [7, 8]. Этот фермент является по-
ставщиком одного из очень важных промежуточ-
ных продуктов ЦТК - оксалоацетата, а также уча-
ствует в первом этапе глюконеогенеза.

Эта очень важная реакция синтезирует оксалоа-
цетат, выведенный из цикла трикарбоновых кислот 
для различных ключевых биохимических путей [9]. 
Данный метаболит при высоком энергетическом за-
ряде превращается в глюкозу, при низком энергети-
ческом заряде оксалоацетат восполняет цикл лимон-
ной кислоты. Помимо этого, играет важную роль в 
регулировании функции митохондрий, глюконеоге-
незе, цикле мочевины и синтезе аминокислот [10]. 
В ответ на солевой стресс запускается повышенная 
активация вышеперечисленных биохимических ме-
ханизмов, как один из механизмов адаптивной реак-
ции клеточного метаболизма.

Целью данной работы являлось исследование 
воздействия засоления на изменение активности 
пируваткарбоксилазы в листьях ячменя.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектами в работе выступали 14-дневные 

листья ячменя (Hordeum vulgare L.). Применяли 
12-часовой световой период с интенсивностью 
света 90 мкмоль квантов · м-2 · с-1. Выращивание 
растений осуществляли гидропонно при темпера-
туре окружающей среды 25°С.

Для развития солевого стресса эксперимен-
тальные растения инкубировали в 150 мМ раство-
ре хлорида натрия. Анализируемые показатели 
определяли на 1, 3, 6, 12, 24 часы эксперимента. 
В качестве контрольной группы использовались 
растения, экспонируемые в воде.

Активность пируваткарбоксилазы измерялась 
спектрофотометрически при 412 нм, поглощаю-
щой комплексом DTNB и ацетил-СоА [11]. Реак-
ционная смесь имела следующий состав: 100 мМ 
Трис-HCl буфер, pH 7,3, 25 мМ NaHCO3, 5 мМ 

MgCl2, 3 мМ пируват натрия, 4 мМ АТФ, 1 мМ 
ацетил-CoА, 5 мМ биотин, 1 мМ DTNB.

Концентрация оксалоацетата определяли ма-
латдегидрогеназной реакцией при 340 нм по окис-
лению НАДН, что пропорционально присутству-
ющему оксалоацетату в анализируемом образце.

Выделение суммарной РНК из растительных 
образцов осуществляли методом гуанидинтиоци-
анат-фенол- хлороформной экстракции. В каче-
стве осадителя использовали LiCl [12]. Для полу-
чения кДНК проводили обратную транскрипцию 
с набором MMLV (Евроген, Россия) согласно ре-
комендациям производителя.

Оценку относительного уровня транскриптов 
гена NAC (LOC123395549) проводили методом 
количественной ПЦР. Для нормализации образ-
цов использовался ген фактора элонгации EF-1Ά 
[13]. Параметры амплификации: первичная дена-
турация 95°С – 5 мин, затем цикл: 95°С – 20 с, 
54-59°С – 30с, 72°С – 40 с, финальная элонгация 
– 72°С – 10 мин.

При помощи программного обеспечения 
Opticon MonitorTM Software (Bio-Rad, США) с 
применением 2-ΔΔCt-метода были определены от-
носительные уровни экспрессии [14].

Опыты проводили в 3-4-кратной повторности, 
аналитические определения для каждой пробы 
осуществляли в трех повторностях. Результаты 
представлены в виде средних значений и стан-
дартных отклонений (SD). Обсуждаются стати-
стически значимые различия при P < 0.05 [15].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
У ячменя, как у многих растений, имеется груп-

па факторов транскрипции NAC, которые представ-
ляют элементы контроля стресс-зависимых факто-
ров клеточного ответа, в том числе и на засоление 
[16]. Увеличение экспрессии или индукция данно-
го типа факторов является показателем развития 
стрессового состояния клетки. Результаты исследо-
вания уровня транскриптов гена HvNAC1 в клетках 
листьев ячменя при засолении показали, что по мере 
увеличения времени воздействия хлорида натрия на 
изучаемые растения наблюдалось увеличение со-
держания мРНК данного гена (рис. 1). Активация 
гена солезависимого фактора NAC при засолении в 
листьях ячменя свидетельствует о развитии стрес-
сового состояния клеточного метаболизма, вызван-
ного воздействием 150 мМ хлорида натрия.

Измерение активности фермента пируваткар-
боксилазы в условиях действия солевого стресса 
показало незначительное повышение величины 
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анализируемого показателя в первые 3 часа экспе-
римента (рис. 2). На шестой час экспозиции рас-
тений в растворе хлорида натрия выявлена резкая 
активация фермента. Величина каталитической ак-
тивности составляла 2,82 Е/г сырой массы, что в 
1,96 раза больше контрольных значений (0 часов). 
В дальнейшее время, эксперимента вплоть до 24 
часов, активность пируваткарбоксилазы в листьях 
ячменя находилась выше контрольных значений. 

Рис. 1. Изменение содержания транскриптов 
гена HvNAC1 в листьях ячменя в условиях соле-
вого стресса.

Результаты исследования показали, что воз-
действие на проростки ячменя 150мМ раствором 
хлорида натрия вызывает стимуляцию активно-
сти пируваткарбоксилазы, наиболее ярко это вы-
ражается на 24 час эксперимента.

Исходя из этого можно предположить, что в 
первые 3 часа под действием солевого стресса эн-
зим незначительно реагирует на солевой стресс, 
затем, начиная с 6 часа, резко инактивируется. 
Наибольшая активность пируваткарбоксилазы 
наблюдалась на 24 час воздействия NaCl, что спо-
собствует реорганизации метаболизма клетки для 
обеспечения синтеза осмолитов и адаптации к со-
левому стрессу. 

Рис. 2. Динамика активности пируваткарбок-
силазы в условиях солевого стресса в листьях яч-
меня.

Результаты оценки содержания оксалоацетата в 
листьях ячменя в условиях солевого стресса пред-
ставлены на рисунке 3. Показано, что достоверные 
изменения в количестве оксалоацетата обнаружива-
ются на 3 час эксперимента. На 6 час воздействия со-
левого стресса количество оксалоацетата вырастало 
в 3,26 раза, что соотносится с резким увеличением 
каталитической активности пируваткарбоксилазы в 
этот период. На 12 и 24 час эксперимента концен-
трация анализируемого интермедиата клеточного 
метаболизма еще значительно увеличивается и до-
стигает максимальных величин.

Синтез оксалоацетата в ходе пируваткарбокси-
лазной реакции способствует запуску важнейших 
биохимических путей, таких как цикл трикар-
боновых кислот, глюконеогенез, синтез жирных 
кислот и аминокислот [10]. Ряд аминокислот 
представляют собой важные осмолиты, накопле-
ние которых в клетке способствует снижению де-
фицита воды при солевом стрессе [17, 18].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Определение изменения содержания транскрип-

тов гена HvNAC1, кодирующего солезависимый 
транскрипционный фактор, в листьях ячменя при 
воздействии на растения 150 мМ хлорида натрия 
свидетельствует о развитии солевого стресса. В 
данных условиях наблюдались изменения каталити-
ческой активности пируваткарбоксилазы в течение 
всего эксперимента. Максимальный уровень пока-
зателя активности исследуемого энзима установлен 
на 24 час эксперимента. Наиболее существенные из-
менения величины каталитической активности пи-
руваткарбоксилазы в экспериментальных растениях 
выявлены после 6 часов засоления, что может быть 
обусловлено реализацией стрессового сигнального 
пути, индуцируемого фактором NAC. 

Рис. 3. Изменение содержания оксалоацета-
та в клетках листьев ячменя в условиях солевого 
стресса.

Регуляция активности пируваткарбоксилазы



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2025, № 150

Активация пируваткарбоксилазы в условиях со-
левого стресса способствовала накоплению продук-
та реакции, катализируемой данной ферментной си-
стемой. На 24 час эксперимента показано более чем 
трех кратное увеличение количества оксалоацетата 
в клетках листьев ячменя. Данный результат можно 
объяснить изменением метаболизма органических 
кислот клеток, когда активация пируваткарбокси-
лазы способствует продукции оксалоацетата в ус-
ловиях стресса. Увеличение уровня оксалоацетата, 
вызванное солевым стрессом, может быть связано с 
усилением трансаминирования в аспартат, который 
является предшественником синтеза аспарагина, 
лизина и метионина, количество которых также уве-
личивается при солевом стрессе [19, 20].

Таким образом, повышение активности пиру-
ваткарбоксилаыз в листьях ячменя связано с пере-
стройкой метаболических путей для поддержания 
энергетического статуса клетки и синтетических 
процессов, регуляция которой может осущест-
вляться на генетическом уровне, в том числе фак-
торами семейства NAC.
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REGULATION OF PYRUVATE CARBOXYLASE ACTIVITY
IN BARLEY LEAVES UNDER SALT STRESS

S.J. Ghomrani, V.O. Chuikova, D.N. Fedorin, A.T. Eprintsev

Voronezh State University

Abstract. Salt stress is a factor that has a negative impact on agricultural crops. Increased soil salinity 
leads to a decrease in biological productivity and crop yields, including due to the development of osmotic 
stress in the plant organism and the toxic effect of salt cations and anions. An indicator of the development 
of NaCl-dependent salt stress in plant cells is the induction of specific transcription factors of the NAC 
family. The results of a study of the level of HvNAC1 gene transcripts in barley leaf cells under salinity 
showed that as the time of exposure to sodium chloride on the studied plants increased, an increase in the 
mRNA content of this gene was observed, which is a marker for the development of a stress condition. 
It was found that salt stress with short-term exposure has a stimulating effect on the activity of pyruvate 
carboxylase in barley leaves. The effect of 150 mM sodium chloride leads to an increase in the rate of 
functioning of the studied enzyme and the maximum value of catalytic activity is shown after 6 hours 
of the experiment, which is probably due to the intensification of energy and synthetic metabolism of 
the cell. At the same time, the catalytic activity of pyruvate carboxylase up to 3 hours practically did not 
change. Consequently, activation of pyruvate metabolism, in which this isoenzyme participates, does not 
promote the synthesis of organic acids, in particular oxaloacetate. This intermediate of the cell is used for 
the synthesis of amino acids and some osmolytes by transamination reactions. The results of assessing the 
oxaloacetate content in barley leaves under salt stress conditions showed that reliable changes in the amount 
of oxaloacetate are detected at 3 hours of the experiment. At 6 hours of exposure to salt stress, the amount 
of oxaloacetate increased by 3.26 times, which correlates with a sharp increase in the catalytic activity of 
pyruvate carboxylase during this period. The formed biosynthetic substrates are necessary for the cell to 
implement adaptive mechanisms by which the plant resists the effects of an unfavorable factor, and are 
closely linked to the synthesis of protective substances that ensure resistance to the effects of salinity.

Keywords: Hordeum vulgare, pyruvate carboxylase, salt stress, enzyme activity, transcription factor


