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Методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) и флуорометрии исследовали возможности использова-
ния природного полифенола ресвератрола в качестве адаптогена. Работу проводили на митохондриях про-
ростков гороха (Pisum sativum L., сорт Флора 2). Защитные свойства препарата изучали, используя модели
“старения” митохондрий и дефицита воды. Инкубация изолированных митохондрий в гипотонической
среде (процесс старения) активировала перекисное окисление липидов (ПОЛ): интенсивность флуорес-
ценции продуктов ПОЛ увеличивалась по сравнению с контролем и приводила к увеличению объема
АСМ-имиджей митохондрий, что свидетельствовало о набухании органелл. Ресвератрол в концентрации
10−6 М снижал интенсивность флуоресценции продуктов ПОЛ почти до контрольных значений, а также
предотвращал набухание митохондрий. В модели дефицита воды эксперименты проводили in vivo, при
этом дефициту воды подвергали семена гороха, предварительно замоченные в воде или обработанные ре-
свератролом. Условия дефицита воды вызывали увеличение ПОЛ мембран митохондрий проростков го-
роха, приводили к набуханию митохондрий и торможению биогенеза этих органелл по сравнению с кон-
тролем. Обработка семян гороха ресвератролом (3 × 10−4 М) снижала количество набухших митохондрий
по отношению к контролю и активировала биогенез этих органелл, а также нормализовала ПОЛ. Делается
предположение, что защитный эффект исследуемого препарата обусловлен, в том числе, его антиокси-
дантными свойствами, а методы АСМ и флуорометрии могут быть использованы для скрининга протек-
торных свойств биологически активных веществ.
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Энергетический метаболизм играет важную роль
в адаптации организма к изменяющимся факторам
внешней среды. При этом митохондрии играют одну
из главных ролей в адаптации организма к стрессо-
вым условиям. Они представляют собой динамичные
структуры, которые в большинстве клеток способны
менять свою морфологию, локализацию, количество
и размер в зависимости от ее энергетических потреб-
ностей и метаболического состояния (Mannella, 2006;
Soubannier, McBride, 2009). Стрессовые воздействия,
такие как дефицит воды, температурный стресс и др.,
смещают антиоксидантно-прооксидантное равно-
весие в сторону увеличения содержания активных
форм кислорода в клетке (АФК). При этом митохон-
дрии являются как источником, так и мишенью для

АФК (Зоров и др., 2007). Взаимодействие АФК с по-
линенасыщенными жирными кислотами, входящи-
ми в состав липидов мембран, приводит к активации
перекисного окисления липидов (ПОЛ). Весьма
важным морфологическим признаком повреждения
митохондрий является их набухание. Увеличение
объема (набухание) матрикса митохондрий и разрыв
наружной мембраны под действием давления со сто-
роны внутренней мембраны обусловлены увеличе-
нием ионной проницаемости внутренней мембраны,
что, вероятно, обусловлено пероксидацией липидов
мембран. В результате набухания и высвобождения
ряда апоптогенных белков из межмембранного про-
странства митохондрий в цитоплазму, возможна так-
же активация апоптоза. Можно полагать, что анти-
оксиданты, снижая интенсивность ПОЛ, могут иг-
рать роль адаптогенов, предупреждая дисфункцию
митохондрий в стрессовых ситуациях.

Принятые сокращения: АСМ – атомно-силовая микроскопия, 
АФК – активные формы кислорода, ПОЛ – перекисное окис-
ление липидов.

УДК 576.311.5:577.352.3:577.23
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Ранее нами было показано, что обработка семян
гороха антиоксидантами, а также стимуляторами ро-
ста растений, обладающими антиоксидантными
свойствами, предотвращает морфологичекие измене-
ния митохондрий (Миль и др., 2013; Zhigacheva et al.,
2016). В настоящей работе в качестве объекта иссле-
дования был выбран природный антиоксидант ре-
свератрол (3,5,4'-тригидроксистилбен) – полифенол
со структурой стильбена (рис. 1). Его основная
структура состоит из двух фенольных колец, связан-
ных между собой двойной стирольной связью, кото-
рая образует 3,5,4'-тригидроксистилбен (молекуляр-
ная масса 228.25 г/моль). Эта двойная связь отвечает
за изометрические цис- и транс-формы ресвератро-
ла. Стоит отметить, что транс-изомер является наи-
более стабильным со стерической точки зрения (Tre-
la, Waterhouse, 1996). Ресвератрол, как и другие по-
лифенолы, способен захватывать пероксильные
радикалы и образовывать комплексы с металлами
(Cu, Fe, и др.) (Frankel et al., 1993; Belguendouz et al.,
1998; Rotond et al. 1998; Gambini et al., 2015).

В животных клетках ресвератрол предупреждает
агрегацию тромбоцитов и обладает антиоксидант-
ной и противоопухолевой активностью. Растения,
содержащие ресвератрол, эффективно используются в
народной медицине более 2000 лет. Ресвератрол – это
фитоалексин. Накопление этих веществ в растениях
делает их устойчивыми к паразитам и другим небла-
гоприятным условиям, таким как грибковая инфек-
ция, ультрафиолетовое излучение, химические ве-
щества и стрессовые факторы для растения в целом
(Adrian et al., 1997; Jeandet et al., 2002).

В настоящей работе исследовали действие анти-
оксиданта ресвератрола на митохондрии из пророст-
ков гороха при стрессовых воздействиях на моделях
“старения” митохондрий в условиях гипотонии и
при дефиците воды.

Гипотония митохондрий приводит к их набуха-
нию и избыточной продукции АФК, что запускает
ПОЛ и приводит к нарушению биоэнергетических
функций (Тодоров, 2007). Таким образом, этот про-
цесс моделирует эффект “старения” митохондрий
по свободно-радикальному механизму, и эта модель
полезна при исследовании биологически активных
соединений (Жигачева и др., 2011). Эксперименты с
действием гипотонии проводили in vitro на изолиро-
ванных митохондриях, выделенных из этиолирован-

ных проростков гороха, используя методы флуоро-
метрии и атомно-силовой микроскопии (АСМ). В то
же время эксперименты с дефицитом воды проводи-
ли in vivo, используя обработку семян ресвератролом
и изучая митохондрии проростков гороха теми же
методами. Так как ресвератрол обладает низкой био-
доступностью, которая может снизить его эффек-
тивность, его антистрессовые свойства исследовали,
предварительно замачивая семена в водных раство-
рах препарата, что обеспечивало его поступление к
клеткам зародыша.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Выделение митохондрий из эпикотилей этиолиро-
ванных проростков гороха (20–25 г) проводили ме-
тодом дифференциального центрифугирования.
После гомогенизации проростков в среде, содержа-
щей 0.4 М сахарозы, 5 мМ ЭДТА, 20 мМ КН2РO4
(pH 7.4), 10 мМ KCL, 2 мМ дитиотриэтола и 0.1% бы-
чьего сывороточного альбумина (БСА), смесь цен-
трифугировали один раз при 25000 g в течение 5 мин
и второй раз после ресуспендирования осадка при
3000 g в течение 3 мин. Затем осаждали митохондрии
из супернатанта центрифугированием в течение
10 мин при 11000 g. Осадок ресуспендировали в 2–3 мл
среды, содержащей 0.4 М сахарозы, 20 мМ КН2РO4
(pH 7.4), 0.1% БСА (свободный от жирных кислот) и
вновь осаждали митохондрии при 11000 g в течение
10 мин (Попов и др., 2003). Все эксперименты с про-
ростками и митохондриями в условиях in vivo и
in vitro проводили в весенний период.

Изолированные митохондрии в условиях гипотонии.
Митохондрии проростков гороха помещали в гипото-
ническую среду (0.2 М сахарозы, 1 мМ КН2РO4) на 2 с
для контрольной группы (чтобы исключить влияние
только набухания) и на 20 мин для эксперименталь-
ной группы для активации процессов ПОЛ (старе-
ния митохондрий). Затем митохондрии обеих групп
переносили в среду нормальной тоничности (0.4 М
сахарозы, 20 мМ КН2РO4 pH 7.4). Ресвератрол в кон-
центрации 10−6 или 10−4 М добавляли к митохондри-
ям, выдерживали в гипотонической среде 20 мин и
затем переводили в среду нормальной тоничности.
Эксперимент проводили дважды. Контрольные и
экспериментальные митохондрии разделяли на че-
тыре подгруппы. Все процедуры с ними проводили
параллельно.

Дефицит воды в эксперименте in vivo. Семена горо-
ха сорта Флора 2 разделяли на три группы: 1) кон-
троль, 2) дефицит воды и 3) ресвератрол и дефицит
воды. Семена группы 1 и 2 замачивали на 1 ч в воде,
а семена группы 3 – в растворе ресвератрола в кон-
центрации 3 × 10−4 М, учитывая низкую биодоступ-
ность препарата. Все три группы переносили на
влажную фильтровальную бумагу в закрытые кюве-
ты, где они находились в темноте в течение 1 сут. За-
тем семена контрольной группы 1 доращивали на

Рис. 1. Структурная формула ресвератрола (3,5,4'-три-
гидроксистилбен).

OH

HO

OH



ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 10  2019

ДЕЙСТВИЕ РЕСВЕРАТРОЛА НА МИТОХОНДРИИ ПРОРОСТКОВ ГОРОХА 847

влажной фильтровальной бумаге в течение 4 сут. Для
создания условий дефицита воды две группы (2 и 3)
на 2 сут переносили на сухую фильтровальную бума-
гу, а затем на 2 сут помещали на влажную фильтро-
вальную бумагу. На 5-е сут проростания семян выде-
ляли митохондрии из эпикотилей проростков всех
исследуемых групп. Эксперименты с проростками
проводили два раза, причем указанные три группы
разделялись на 4 параллельные подгруппы.

Уровень ПОЛ оценивали флуоресцентным мето-
дом. В результате процесса ПОЛ образуются продук-
ты, токсические для клеток растений и животных:
альдегиды и 4-гидрокси-2,3-ноненали. Альдегиды (в
частности малоновый диальдегид) реагируют с ами-
ногруппами с образованием оснований Шиффа
(длина волны возбуждения 360 нм, испускания –
440–480 нм) (Fletcher et.al., 1973). Липиды экстраги-
ровали из митохондрий смесью хлороформа и мета-
нола (соотношение 2 : 1 по объему при 10°С), затем
добавляли равный объем дистиллированной воды для
удаления флавиновых компонентов (с максимумом
флуоресценции в области 520 нм). Центрифугировали
5 мин при 600 g. Отбирали 3 мл нижнего (хлороформ-
ного) слоя и добавляли 0.3 мл метанола. Регистрацию
флуоресценции проводили на спектрофлуориметре
FluoroMax-HoribaYvonGmbH (Германия). Длина
волны возбуждения флуоресценции – 360 нм, испус-
кания – 420–470 нм. Интенсивность флуоресценции
вторичных продуктов ПОЛ выражали в усл. ед. на 1 мг
белка.

АСМ митохондрий. Митохондрий фиксировали
2%-ным глутаровым альдегидом в течении 20 мин.
Затем их трижды отмывали бидистиллированной
водой с последующим центрифугированием. Полу-
ченные митохондрии суспендировали в малом объе-
ме, наносили на кварцевую полированную подлож-
ку и подсушивали на воздухе. Для каждого варианта
эксперимента готовили 4–5 образцов. Регистриро-
вали АСМ имиджи на приборе Solver P47 SMENA.
Использовали кантилевер NSG11 с радиусом кри-
визны 10 нм в полуконтактном режиме на частоте
150 кГц (Бинюков и др., 2012). Сканирование (10 ×
× 10 мкм) проводили на 8–12 участках подложки.
Обработку результатов проводили с использованием
программы Image Analysis. После суммирования по-
лученных данных их обрабатывали с помощью
Statistica 6.

Совокупность данных объемов АСМ имиджей
митохондрий анализировали путем сравнения куму-
лятивных функций экспериментальных и теорети-
ческих логнормальных распределений и разделяли
на несколько выборок в соответствии с их функция-
ми распределения для определения средних значений
объемов. Логнормальные распределения каждой вы-
борки объемов имиджей митохондрий (не менее 100)
имели хорошее соответствие экспериментальных и
теоретических кумулятивных функций на графиках
вероятность–вероятность.

Использовали следующие реактивы: БСА (свобод-
ный от жирных кислот), глутаровый альдегид (Sig-
ma, США), сахароза, Трис, хлороформ (Merck, Гер-
мания).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В эксперименте in vitro проведенном на изолиро-
ванных митохондриях были получены данные по
объемам АСМ-имиджей митохондрий, инкубиро-
ванных в различных средах. На рис. 2 и 3 представле-
ны типичные АСМ-имиджи для митохондрий в кон-
троле (рис. 2а, рис. 3), в гипотонической среде (рис. 2б)
и в присутствии ресвератрола в гипотонической сре-
де (рис. 2в, г).

В образцах митохондрий проростков гороха были
выявлены митохондрии, отличающиеся по объему
АСМ-имиджа. Форма митохондрий была близка к
сферической, за исключением митохондрий, нахо-
дяшихся в процессе митохондриогенеза – деления
митохондрий. На основании статистических данных
выборок объемов АСМ-имиджей митохондрий со
свойственными им функциями распределения, они
были разделены на три основные группы (субпопу-
ляции): большого, среднего и малого размера. В экс-
перименте с изменением осмотической активности
среды регистрировали изменение объема АСМ-
имиджей митохондрий в нескольких субпопуляциях
(рис. 4). В гипотонической среде было зарегистри-
ровано увеличение объема имиджей митохондрий в
1.4 раза по сравнению с контролем для субпопуля-
ций средних (рис. 4а) и крупных (рис. 4б) митохон-
дрий, а объем имиджей маленьких митохондрий из-
менялся разнонаправлено.

Обработка митохондрий ресвератролом (10–6 М)
в условиях старения приводила к снижению набуха-
ния (рис. 4а, 4б), а также предотвращала активацию
флуоресценции продуктов окисления экстрагиро-
ванных липидов (ПОЛ) по сравнению с контролем
(рис. 5, кривые 3, 4). Однако ресвератрол в большей
концентрации (10−4 М) не влиял на набухание мито-
хондрий в гипотонической среде и, по-видимому, не
предотвращал активацию ПОЛ. Это согласуется с
данными о том, что ресвератрол в большой концен-
трации способен оказывать прооксидантное дей-
ствие. Действительно, как видно на рис. 5, ресвера-
трол в концентрации 10−3 М активирует ПОЛ, т.е.
проявляет прооксидантный эффект (рис. 5, кривая 1),
а в меньшей концентрации (10−6 и 10−9 М) ингибиру-
ет ПОЛ, т.е. действует как антиоксидант (рис. 5,
кривые 3, 4).

Таким образом, при старении митохондрий в ги-
потоничекой среде в эксперименте in vitro обнаруже-
но увеличение объемов митохондрий, а при воздей-
ствии ресвератрола (10−6 М) в условиях гипотонии
набухания органелл не было и предотвращалась ак-
тивация ПОЛ.
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Рис. 2. Двумерные АСМ-изображения митохондрий проростков гороха в экспериментах in vitro после инкубации в разных
средах. а – В контрольной среде (0.4 М сахарозы и 20 мМ KH2PO4); б – в условиях гипотонии (0.2 М сахарозы и 1 мМ
KH2PO4); в, г – в условиях гипотонии в присутствии ресвератрола в концентрации 10−6 и 10−4 М соответственно. Справа –
шкала по оси Z.
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Рис. 3. Трехмерные АСМ-изображния митохондрий из проростков гороха в контрольной группе.
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Для определения механизма возможного влия-
ния антиоксиданта на состояние митохондрий в
условиях дефицита воды, моделирующих засуху рас-
тений, были проведены эксперименты in vivo, в ко-
торых семена гороха предварительно обрабатыва-
лись ресвератролом. Анализ АСМ-имиджей мито-
хондрий в этих условиях эксперимента обнаружил
несколько субпопуляций митохондрий с логнор-
мальным распределением их объема (гистограммы
на рис. 6а–в),

Отдельные суперкрупные или сверхмелкие АСМ-
имиджи митохондрий не учитывали. Средний объем
(V) имиджей субпопуляций митохондрий и процент-

ное содержание каждой фракции по отношению ко
всей популяции митохондрий в разных условиях
проведения эксперимента показаны на диаграмме
(рис. 7).

В контрольной группе наблюдали, в основном,
АСМ-имиджи митохондрий малого (V = 0.17 ±
± 0.03 мкм3) и среднего (V = 0.25 ± 0.03 мкм3) разме-
ра в равных количествах (приблизительно по 50%), а
также небольшое количество крупных митохон-
дрий. В условиях дефицита воды объем имиджей ми-
тохондрий значительно отличался от контроля
(рис. 7). Были обнаружены митохондрии среднего
(V = 0.23 ± 0.03 мкм3, 55%) и крупного (V = 0.54 ±

Рис. 4. Изменение среднего объема АСМ-изображения митохондрий разных субпопуляций. а – Средние, б – большие, в –
маленькие. Условия эксперимента in vitro: 1 – гипотония; 2 – контроль; 3, 4 – ресвератрол (в условиях гипотонии) в концен-
трации соответственно 10−6 и 10−4 М. Объем (V) указан в мкм3 ×103. Вертикальные отрезки – 95%-ный доверительный ин-
тервал.
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± 0.03 мкм3; 45%) размера, в то время как маленькие
митохондрии отсутствовали. Вероятно, это связано
с торможением процесса биогенеза митохондрий в
условиях стресса (Rurek et al., 2018). Предваритель-
ная обработка семян гороха ресвератролом в кон-
центрации 3 × 10−4 М в условиях дефицита воды
приводила к изменению распределения основных
субпопуляций митохондрий: доля крупных мито-
хондрий уменьшалось на 15, а средних – на 24%, и
появлялась фракция (38%) маленьких митохондрий

(V = 0.14 ± 0.03 мкм3), что, вероятно, свидетельствует
об активации биогенеза митохондрий.

Как было показано ранее, защитный эффект ре-
свератрола обусловлен рядом воздействий. Как из-
вестно, этот препарат влияет на активность и работу
нескольких генов, в том числе генов антиоксидант-
ной защиты, вызывая индукцию марганцевой су-
пероксиддисмутазы, а с другой стороны, он оказы-
вает прямое воздействие на комплексы I–III дыха-
тельной цепи митохондрий и усиливает биогенез
митохондрий (Robb et al., 2008; Moreira et al., 2013).

Рис. 6. Гистограммы распределения среднего объема АСМ-изображения маленьких (1), средних (2) и больших (3) митохон-
дрий в эксперименте in vivo (при различных условиях воздействия на семена и проростки гороха). а – Контроль, б – дефицит
воды, в – дефицит воды и обработка ресвератролом (3 × 10–4M). По оси X – средний объем АСМ-изображения, по оси Y –
число митохондрий в заданном интервале объема.
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Рис. 7. Диаграмма среднего объема АСМ-изображения разных субпопуляций митохондрий в эксперименте in vivo: в контро-
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(V) АСМ-изображения (внизу) и процентное содержание (вверху).
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В то же время, защитный эффект ресвератрола, по-
видимому, связан также с его антиоксидантными
свойствами и стабилизацией липидов мембраны ми-
тохондрий.

Действительно, обработка семян гороха ресвера-
тролом в условиях дефицита воды снижала более
чем в 2 раза активацию ПОЛ, обусловленную, в том
числе, образованием АФК в мембранах митохон-
дрий. Так, интенсивность флуоресценции третич-
ных продуктов ПОЛ (шиффовых оснований) на 1 мг
белка в контроле (максимум при 420 нм) составляла
40, при дефиците воды – 130, а при обработке семян
гороха ресвератролом в условиях дефицита воды –
60 отн. ед. Эти данные согласуются с полученными
нами ранее результатами по влиянию дефицита во-
ды на семена и проростки гороха и защитным дей-
ствием синтетического антиоксиданта фенозана ка-
лия на интенсивность ПОЛ в мембранах митохон-
дрий (Zhigacheva et al., 2016).

Считается, что митохондрии являются динамич-
ными структурами, претерпевающими изменение
формы и объема, Нами показано, что в исследуемых
клетках проростков гороха существует несколько
популяций митохондрий разного объема, которые
могут находиться в различных функциональных со-
стояниях. Изменение соотношения разных субпопу-
ляций митохондрий в клетке в ответ на обработку
ресвератролом, возможно, имеет значение для адап-
тации растений к действию стрессовых факторов.
Можно предположить, что протекторный эффект
ресвератрола связан также с антиоксидантной ак-
тивностью препарата. Ресвератрол, предотвращая
пероксидацию фосфолипидов мембран митохон-
дрий, обеспечивает сохранение функционального
состояния этих органелл, что проявляется в сохране-
нии биогенеза митохондрий в условиях стресса, и,
по-видимому, способствует активации энергетиче-
ского метаболизма. Полученные данные свидетель-
ствуют о возможности использования ресвератрола
в интервале 10−6–10−9 М в качестве адаптогена, а ме-
тод АСМ может быть использован для скрининга
протекторных свойств биологически активных ве-
ществ.
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RESVERATROL EFFECT ON THE MITOCHONDRIA OF PEA SEEDLING 
UNDER STRESSFUL CONDITION. ATOMIC FORCE MICROSCOPY 

AND FLUORESCENCE DATE

V. I. Binyukova, I. V. Zhigachevaa, E. M. Mila, *, A. A. Albantovaa, and I. P. Generozovab, **
aEmanuel Institute of Biochemical Physics RAS, Moscow, 119334 Russia
bTimiryazev Institute of Plant Physiology RAS, Moscow, 127276 Russia

*e-mail: elenamil2004@mail.ru

**e-mail: igenerozova@ipp.ras.ru

We studied the possibility of using natural polyphenol – resveratrol as an adaptogen on the model of pea seedlings
mitochondria by Atomic force microscopy and fluorescence methods. Lipid peroxidation (POL) of isolated mito-
chondria activated after its Incubation in a hypotonic medium “aging” mitochondria. The fluorescence intensity of
the products increased by 2 times compared with the control. The volumes of mitochondria (AFM images) in-
creased by 1.4 times in medium and large fractions. The drug (10–6 M) reduced the f luorescence intensity of the POL
products to almost control values, and also prevented mitochondrial swelling. The protective properties of resvera-
trol (3 × 10−4 M) were also investigated at growing pea seeding under conditions of 2-days water deficiency. This led
to the swelling of the mitochondria (medium and large subpopulations) of 5-day-old pea seedlings and the inhibition
of the biogenesis of these organelles (the absence of small mitochondria), as well as an increase in lipid peroxidation.
Pretreatment of pea seeds with 3 × 10−4 M resveratrol reduced the number of swollen mitochondria under water de-
ficiency conditions (by 15%) and activated the biogenesis of these organelles, as well as normalized POL. So, resver-
atrol prevented mitochondrial swelling and contributed to the preservation of their functional state under stressful
conditions. It is assumed that the protective effect of the investigational drug is due to its antioxidant properties and
decrease in ROS generation. The method of AFM can be used in the study of the protective properties of biologically
active substances.

Keywords: mitochondria, resveratrol, atomic force microscopy, lipid peroxidation
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