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Показана роль фуростаноловых гликозидов (ФГ) в интенсификации основных метаболических
процессов в культуре клеток диоскореи. Действия ФГ сопровождались изменениями в сложной си-
стеме внутриклеточных ферментативных реакций. Об этом свидетельствует повышение активности
ферментов гликолитического пути окисления глюкозы – гексокиназы, фруктозо-1,6-дифосфат
альдолазы, МДГ-комплекса – оксидоредуктазной НАД ∙ Н/НАД-малатдегидрогеназы, декарбокси-
лирующей НАДФ-малатдегидрогеназы (малик-энзим) а также увеличение интенсивности мито-
хондриального дыхания, которое сопровождалось изменением активности альтернативного пути
дыхания. В лаг-фазе цикла роста клеток ФГ были способны ориентировать превращение глюкозы
по гликолитическому пути, о чем свидетельствует снижение активности глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназы и повышение активности гексокиназы. Использование ингибитора НАДФ ∙ Н-оксидазы
дифенилиодониум хлорида показало, что ингибирование НАДФ ∙ Н-оксидазы приводило к сниже-
нию активности ключевых ферментов гликолиза и пентозофосфатного пути окисления глюкозы.
Воздействию ФГ сопутствовало увеличение активности альдолазы, приводящее к повышению ко-
личества ее продукта – 3-фосфоглицеринового альдегида, что может быть объяснением наблюдае-
мого ранее увеличения активности альдегидутилизирующих ферментов, приводящих к снижению
исходного уровня ПОЛ. Показано модулирующее действие ФГ на активность ферментов гликоли-
тического пути окисления сахаров, которое проявлялось в повышении активности исследуемых
ферментов в лаг- и экспоненциальную фазы роста клеток и отсутствие эффекта ФГ в стационарную
фазу. Кратковременная экспозиция ФГ приводила к усилению интенсивности общего митохондри-
ального дыхания в клетках диоскореи. Ингибиторный анализ показал, что в лаг-фазу преобладал ци-
тохромный путь дыхания, а в остальные фазы цикла роста клеток его вклад был существенно ниже. На
скорость цитохромного пути окисления ФГ не оказывали влияние, однако способствовали увеличе-
нию потенциальной активности альтернативной оксидазы (АО) в лаг- и экспоненциальную фазы цик-
ла роста. Обсуждается увеличение активности АО при действии ФГ, которое может быть направлено
на поддержание баланса между углеводным метаболизмом и скоростью электронного транспорта.
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ВВЕДЕНИЕ
В предыдущих исследованиях нами было по-

казано адаптивное действие фуростаноловых гли-
козидов (ФГ) в условиях абиотического стресса,
как на культуре клеток, так и на растениях [1–4].
Результаты работ свидетельствовали, что в усло-

виях окислительного стресса ФГ способствовали
усилению комплексной защиты от стрессоров. В
результате сдерживания процесса деградации при
действии ФГ снижение жизнеспособности кле-
ток в условиях стресса было существенно ниже по
сравнению с исходными клетками.

В одной из работ при действии экзогенных ФГ
нами было показано снижение вторичных продук-
тов перекисного окисления липидов ниже исходно-
го уровня [4]. Снижение темпа липопероксидации
могло зависеть от состояния внутриклеточных си-
стем утилизации альдегидов, для этого в клетках су-
ществует особая ферментативная система. Ее ос-

Сокращения: ФГ – фуростаноловые гликозиды; Г-6-ФДГ –
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа; ГК – гексокиназа; АЛ –
фруктозо-1,6-дифосфат альдолаза; НАД ∙ Н-МДГ – НАД ∙ Н-
малатдегидрогеназа; НАД-МДГ – НАД-малатдегидрогеназа;
НАДФ-МЭ – НАДФ-малатдегидрогеназа (малик-энзим);
ДФИ – дифенилиодониум хлорид; АА – антимицин А;
СГК – салицилгидроксамовая кислота.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 67  № 2  2020

АКТИВНОСТЬ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ В КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК ДИОСКОРЕИ 189

новными компонентами являются альдегидде-
гидрогеназы, альдегидредуктазы и изоферменты
глутатион-S-трансферазы [5, 6]. В результате дей-
ствия ФГ мы наблюдали существенное повышение
активности альдегидутилизирующих фермен-
тов, а именно – альдегиддегидрогеназы и альде-
гидредуктазы. [4]. Анализируя полученные ре-
зультаты, мы обратили внимание на кажущееся
противоречие, которое заключалось в том, что
повышению активности альдегидутилизирующих
ферментов не предшествовало увеличение вто-
ричных продуктов перекисного окисления липи-
дов, основным из которых является малоновый
диальдегид, являющейся субстратом данных фер-
ментов. Несмотря на разное время воздействия
ФГ, зафиксировать подъем уровня перекисного
окисления липидов не удалось. Мы предположи-
ли, что одной из причин увеличения активности
альдегидутилизирующих ферментов могла быть
активация дыхательных путей, в которых образуют-
ся субстраты этих ферментов, например, 3-фосфо-
глицериновый альдегид. Повышение количества
последнего могло приводить к увеличению актив-
ности альдегидредуктазы и альдегиддегидрогеназы,
представляющие собой НАД ∙ Н/НАД – зависимое
семейство ферментов и имеющие различную
внутриклеточную локализацию [7].

В литературе встречаются работы, в которых
рассматривались изменения в дыхательных путях
растительных клеток при действии биогенных
элиситоров [8]. По мнению авторов, глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназа (Г-6-ФДГ), ключевой фер-
мент пентозофосфатного пути, является одним из
основных поставщиков НАДФ ∙ Н, необходимого
для работы НАДФ ∙ Н-оксидазы. Мы предположи-
ли, что изменение активности НАДФ ∙ Н-оксида-
зы в свою очередь может отражаться на активности
Г-6-ФДГ и гексокиназы (ГК). В работе [9] нами бы-
ло показано, что при экзогенном действии ФГ спо-
собствуют повышению активности НАДФ ∙ Н-ок-
сидазы, что предполагает возможное участие ФГ в
регуляции активности Г-6-ФДГ и ГК. Помимо
гликолиза и пентозофосфатного пути, представ-
лял интерес определить влияние ФГ на общую
интенсивность дыхания клеток, а также актив-
ность различных путей митохондриального
окисления, которые являются важными харак-
теристиками, демонстрирующими действие ФГ
на функционирование митохондрий в клетках
диоскореи.

В предыдущих работах эффекты ФГ рассматри-
вались при продолжительных экспозициях. Осо-
бый интерес представляет также изучение эффек-
тов ФГ в первые минуты, при которых изменения,
скорее всего, происходят в функционировании
уже существующих физиологических систем. Эти
предшествующие изменения могут определять
адаптивный ответ клеток в начальный период
стрессового ответа.

В связи с вышесказанным, целью нашего ис-
следования являлось изучение активности ряда
ферментов гликолитического и пентозофосфат-
ного путей метаболизма углеводов, а также дыха-
тельной активности митохондрий клеток диоско-
реи в цикле роста при малых экспозициях ФГ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проведены на суспензионной

культуре клеток диоскореи (Dioscorea deltoidea
Wall), штамм ИФР ДМ 0.5, депонированной во
всероссийской коллекции клеточных культур
ВКККР № 5 в условиях выращивания, как описа-
но в работе Волковой с соавт. [3].

Применение ФГ и ингибиторов ферментов. Ис-
пользовали фракцию ФГ, выделенную из водного
экстракта лиофильно высушенной культуры кле-
ток Dioscorea deltoidea Wall штамм ИФР ДМ-0.5,
представляющую собой смесь ФГ – дельтозида и
протодиосцина, в соотношении 2 : 3 с уровнем
очистки 85% [2]. В экспериментах использовали
ФГ при коротких экспозициях (5–7 минут) в кон-
центрации 10–5 М как в работе на культуре клеток
картофеля [1], где были применены разные концен-
трации ФГ. В качестве ингибитора НАДФ ∙ Н-окси-
дазы был использован дифенилиодониум хлорид
(ДФИ, 50 мкМ, 30 мин) [9], с которым проводилась
инкубация с клетками, а затем инкубация с ФГ.

Определение активности ферментов проводили
после гомогенизации клеток в 0.1 М трис-НС1-
буфере (рН 7.5) и последующего центрифугиро-
вания при 7000 g в течение 10 минут. В определя-
емой пробе в зависимости от фазы цикла роста
клеток, имеющих разную плотность, количество
белка составляло 25–70 мкг. Активность фермен-
тов определяли спектрофотометрическим мето-
дом по скорости расходования или увеличения
НАД ∙ Н при 340 нм согласно [10] с некоторыми
модификациями. Для расчетов активности фер-
ментов использовали коэффициент экстинкции,
равный 6.22 × 106 (М см)–1 [11]. Активность выра-
жали в нмоль/(мин мг белка).

Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы
(Г-6-ФДГ, КФ 1.1.1.49) определяли по увеличе-
нию светопоглощения при восстановлении
НАДФ в среде, содержащей 80 мМ трис-НС1
(рН 7.5), 5 мМ MgSO4, 2 мМ глюкозо-6-фосфат,
0.2 мМ НАДФ.

Активность гексокиназы (ГК, КФ 2.7.1.1) опре-
деляли в сопряженной реакции с глюкозо-6-фос-
фатдегидрогеназой по увеличению светопоглоще-
ния при восстановлении НАДФ в среде следующего
состава: 50 мМ трис-НС1 (рН 7.5), 5 мМ MgSO4,
1 мМ глюкозы, 2.5 мМ АТФ, 0.7 Е активности
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, 0.2 мМ НАДФ.

Активность фруктозо-1,6-дифосфат альдолазы
(АЛ, КФ 4.1.2.13) определяли в сопряженной ре-
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акции с глицерол-3-фосфатдегидрогеназой
(КФ 1.1.1.8) по скорости образования фосфотри-
оз. В основу метода положено восстановление ди-
оксиацетонфосфата глицерол-3-фосфатдегидроге-
назой (КФ 1.1.1.8) с одновременным окислением
НАД ∙ Н. Активность рассчитывали, используя
среднюю скорость окисления НАД ∙ Н за первые
3 мин после начала реакции. Состав реакционной
смеси содержал: 50 мМ трис-НС1 (рН 7.5), 5 мМ
фруктозо-1,6-дифосфат, 1.05 Е глицерол-3-фос-
фатдегидрогеназа (КФ 1.1.1.8), 0.2 мМ НАД ∙ Н.

Активность НАД∙Н-малатдегидрогеназы (НАД ∙ Н-
МДГ, КФ 1.1.1.37) определяли по скорости расхо-
дования НАД ∙ Н в среде следующего состава:
80 мМ трис-НС1 (рН 7.5), 2 мМ оксалоацетат,
5 мМ MgSO4, 0.2 мМ НАД ∙ Н. Активность рассчи-
тывали, используя среднюю скорость окисления
НАД ∙ Н за первые 3 мин после начала реакции.

Активность НАД-малатдегидрогеназы (НАД-МДГ,
КФ 1.1.1.37) определяли по скорости восстановле-
ния НАД в среде следующего состава: 80 мМ
трис-НС1 (рН 8), 2 мМ малат, 5 мМ MgSO4,
0.2 мМ НАД. Активность рассчитывали, исполь-
зуя среднюю скорость светопоглощения при
340 нм за первые 3 мин после начала реакции.

Активность декарбоксилирующей НАДФ-ма-
латдегидрогеназы (малик-энзим, КФ 1.1.1.40)
определяли по скорости восстановления НАДФ в
среде следующего состава: 80 мМ трис-НС1 (рН 7.5),
5 мМ MgSO4, 5 мМ малат, 0.2 мМ НАДФ. Актив-
ность рассчитывали, используя среднюю скорость
светопоглощения при 340 нм за первые 3 мин после
начала реакции.

Общее количество белка определяли по методу
Lowry с соавт. [12].

Определение доли различных путей дыхательного
обмена в общем процессе поглощения кислорода
клетками диоскореи производили амперометри-
ческим методом с использованием pO2 электрода
типа InPro6800/12/120 (“Mettler Toledo”, Швейца-
рия). Показания фиксировались непрерывно с ча-
стотой 1 раз в 5 секунд системой на основе персо-
нального компьютера, оборудованного программ-
ным обеспечением “Owen Process Manager v1.2” и
измерителя-регулятора ТРМ-202. Показания дат-
чика преобразовывались конвертером Меттлер
Толедо “O2 4050e” в стандартный токовый сигнал
4–20 мА, что соответствовало 0–100% растворен-
ного кислорода в измеряемой среде. За 100% была
принята растворимость атмосферного кислорода
в 3% растворе сахарозы (220 нмоль/мл). Дыхание
исследовали в присутствии различных ингибиторов
цитохромного и альтернативного путей транспорта
электронов. Расчет скоростей дыхательных путей
проводили в абсолютных (нмоль О2) и в относи-
тельных (% от общего дыхания, % снижения) ве-
личинах. Оптимальные концентрации ингибито-
ров, достаточные для полного подавления соот-

ветствующих оксидаз, были определены в
предварительных опытах. Вклад цитохромного
пути рассчитывали как дыхание, ингибируемое
антимицином А (АА, 20 мкМ) или азидом натрия
(NaN3, 500 мкМ). Потенциальную активность
альтернативной оксидазы (АО) определяли по
степени чувствительности дыхания клеток к са-
лицилгидроксамовой кислоте (СГК, 16 мМ) в
присутствии АА.

Статистическую обработку данных проводили по
общепринятым методикам с использованием про-
грамм статистического пакета Excel (MS Office
2007). Все эксперименты проводили в трехкрат-
ной повторности. Достоверность различий оце-
нивали по критерию Стьюдента при уровне зна-
чимости P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы
В цикле роста в двух фазах (лаг-фазе и фазе

экспоненциального роста) значения уровней ак-
тивности Г-6-ФДГ – ключевого фермента окис-
лительного звена пентозофосфатного пути были
близкими и достаточно высокими, существенное
снижение его активности наблюдалось лишь в ста-
ционарной фазе. При действии ФГ результаты
определения динамики активности фермента по-
казало (рис. 1), что ФГ способствуют снижению ак-
тивности на 19% в лаг-фазе, а в остальных фазах ро-
ста клеток заметного действия ФГ не наблюдалось.

Активность гексокиназы
ГК является ключевым ферментом гликолити-

ческого пути окисления глюкозы путем образова-

Рис. 1. Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы
при действии фуростаноловых гликозидов (ФГ) на
культуру клеток диоскореи в разные фазы цикла роста.
1 – контроль, 2 – действие ФГ. Различия между кон-
тролем и опытом в лаг-фазу (на 2 сутки) достоверны
при *P ≤ 0.05. На 7 и 14 сутки (экспоненциальная фаза
и фаза стационара соответственно) различия между
контролем и опытом не достоверны при *P ≤ 0.05.
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ния фосфорилированных производных, которые
образуются в начале обмена сахаров. В отличие от
Г-6-ФДГ, ГК при действии ФГ повышала свою
активность в двух фазах цикла роста клеток: в лаг-
фазу – на 22% и в экспоненциальную – на 41%
по сравнению с контролем. (рис. 2). Отличие от
Г-6-ФДГ также состояло и в динамике изменения
активности в контрольном варианте. В стадию
экспоненциального роста (7 сутки) фиксирова-
ли резкое снижение активности ГК, в отличие от
Г-6-ФДГ, активность которой существенно сни-
жалась только на 14 сутки.

Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы
и гексокиназы при действии ФГ и ингибитора 

НАДФ · Н-оксидазы
В результате применения ингибитора НАДФ ∙ Н-

оксидазы ДФИ в лаг-фазу (рис. 3), фиксировали
снижение более чем на 20% активности Г-6-ФДГ
и несколько меньше ГК. В условиях действия
ДФИ ФГ не влияли на уровни активности изуча-
емых ферментов, они оставались как в варианте с
одним ДФИ.

Активность фруктозо-1,6-дифосфат альдолазы
Изучение в цикле роста активности АЛ (рис. 4),

катализирующей реакцию расщепления фрукто-
зо-1,6-дифосфат на триозы – 3-фосфоглицери-
новый альдегид и фосфодиоксиацетон, показало,
что изменение активности фермента происходило
аналогично изменению активности гексокиназы.
Активность АЛ при действии ФГ также возрастала
в двух фазах цикла роста (лаг-фазе и экспоненци-
альной) на 20 и 40% соответственно.

Активность ферментов
малатдегидрогеназного комплекса

Результат исследования динамики активно-
сти оксидоредуктазной НАД ∙ Н-МДГ (рис. 5а),
катализирующей восстановление оксалоацетата
в малат, показал отсутствие достоверного изме-
нения НАД ∙ Н-МДГ при действии ФГ в течение
цикла роста.

Активность НАД-МДГ, катализирующая окис-
ление малата в оксалоацетат (рис. 5б), при дей-
ствии ФГ повышалась в двух фазах цикла роста,
особенно в экспоненциальную фазу (на 42%).

Изучение динамики активности декарбокси-
лирующей НАДФ-МДГ (малик энзим), катали-
зирующей реакции превращения малата в пиру-
ват (рис. 5в), показало, что в экспоненциальную
фазу роста клеток на 7 сутки ФГ способствовали
повышению активности фермента на более чем
40% по сравнению с контролем, однако, в стаци-
онарной фазе эффект ФГ не наблюдался. В лаг-
фазе (2 сутки) активность НАДФ-МЭ как в кон-

троле, так и при действии ФГ была либо низка,
либо совсем не обнаруживалась.

Определение доли различных
путей дыхательного обмена

При исследовании общего митохондриально-
го дыхания (рис. 6а), когда часть клеток была пе-
ресажена в свежую питательную среду, в лаг-фазу
наблюдался всплеск интенсивности дыхания, ко-
торая к фазе экспоненциального роста (7 сутки)
значительно снизилась. На 14 сутки фиксировали
дальнейшее снижение поглощения О2, однако
оно не носило резкий характер. Результаты экс-
периментов по изучению влияния ФГ на общую

Рис. 2. Активность гексокиназы при действии фуро-
станоловых гликозидов (ФГ) на культуру клеток дио-
скореи в разные фазы цикла роста. 1 – контроль; 2 –
действие ФГ. Различия между контролем и опытом на
2 и 7 сутки (лаг- и экспоненциальная фазы роста со-
ответственно) достоверны при *P ≤ 0.05, в стационар-
ной фазе (на 14 сутки) – не достоверны.
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Рис. 3. Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы
и гексокиназы в клетках диоскореи при действии фу-
ростаноловых гликозидов (ФГ) и ингибитора
НАДФ∙Н-оксидазы дифенилиодониума хлорида
(ДФИ). 1 – Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа; 2 – гек-
сокиназа. Различия между контролем (без ФГ) и опы-
том достоверны при *P ≤ 0.05. Различия между кон-
тролем (без ДФИ) и опытом достоверны при *P ≤ 0.05.
Различия между контролем (ДФИ) и опытом (ДФИ +
+ ФГ) недостоверны при *P ≤ 0.05. Активность фер-
ментов измерялась в лаг-фазу (на 2 сутки).
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интенсивность митохондриального дыхания по-
казали усиление поглощения О2 по отношению к
контролю в основном в двух фазах цикла роста
(лаг-фазе и экспоненциальной) на 18 и 27% соот-
ветственно.

Применение ингибиторного анализа, показало,
что на 2 сутки преобладал цитохромный путь дыха-
ния (значительное ингибирование АА и NaN3), а в
остальные фазы цикла роста его вклад в общее
дыхание был значительно ниже. Во всех фазах
цикла роста на цитохромный путь заметного дей-
ствия ФГ не зафиксировано (рис. 6б).

Результаты изучения потенциальной активно-
сти АО показали ее высокую активность в экспо-
ненциальную и стационарную фазу цикла роста
клеток (рис. 6в), а в лаг-фазе ее активность была
значительно ниже. ФГ способствовали увеличе-
нию активности АО в основном в двух фазах цик-
ла роста – лаг- и экспоненциальной фазах.

ОБСУЖДЕНИЕ
На основании полученных данных, мы пришли

к представлению о значимой роли ФГ в интенси-
фикации основных метаболических процессов в
клетках диоскореи. Об этом свидетельствует индук-
ция гликолитического пути окисления глюкозы и
повышение интенсивности митохондриального
дыхания, которое сопровождалось изменением
активности альтернативного пути дыхательной
активности. Интенсификация функционирова-
ния гликолитического цикла обуславливает уве-
личение промежуточных метаболитов, играющих

важную роль в сопряжении метаболических про-
цессов разных компартментов клетки [13].

Как известно, первые этапы дыхания протекают
в цитоплазме в пентозофосфатном и гликолитиче-
ском путях. Первый участок регуляции гликолиза
находится на уровне гексокиназной реакции, осу-
ществляющей фосфорилирование глюкозы с об-
разованием глюкозо-6-фосфата. Наблюдаемая
интенсификация активности ГК в двух фазах

Рис. 5. Активность НАД ∙ Н-малатдегидрогеназы (а),
НАД-малатдегидрогеназы (б) и НАДФ-малатдегид-
рогеназы (малик-энзима) (в) при действии фуроста-
ноловых гликозидов (ФГ) на культуру клеток диоско-
реи в разные фазы цикла роста. 1 – контроль; 2 – дей-
ствие ФГ. МДГ – малатдегидрогеназа. (а) – Различия
между контролем (без ФГ) и опытом во всех фазах
цикла роста клеток недостоверны при *Р ≤ 0.05; (б) –
различия между контролем (без ФГ) и опытом на 2 и
7 сутки (лаг- и экспоненциальная фазы роста соот-
ветственно) достоверны при *Р ≤ 0.05, в стационар-
ной фазе (на 14 сутки) – не достоверны; (в) – разли-
чия между контролем (без ФГ) и опытом на 7 сутки
(лаг-фаза) достоверны при *Р ≤ 0.05, в стационарной
фазе (14 сутки) – не достоверны.
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Рис. 4. Активность фруктозо-1,6-дифосфатальдолазы
при действии фуростаноловых гликозидов (ФГ) на
культуру клеток диоскореи в разные фазы цикла ро-
ста. 1 – Контроль; 2 – действие ФГ. Различия между
контролем (без ФГ) и опытом на 2 и 7 сутки (лаг- и экс-
поненциальная фазы роста соответственно) достовер-
ны при *Р ≤ 0.05, в стационарной фазе (на 14 сутки) –
не достоверны.
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цикла роста клеток (лаг-фаза и экспоненциаль-
ная) при сопутствующем снижении активности
Г-6-ФДГ в лаг-фазе (рис. 2) свидетельствует о
способности ФГ ориентировать превращение
глюкозы по гликолитическому, в отличие от пен-
тозофосфатного пути (рис. 1). Наблюдаемые из-
менения активности ключевых лимитирующих
ферментов пентозофосфатного и гликолитиче-
ского путей окисления глюкозы в лаг-фазе, могут
быть связаны с тем, что на начальных этапах ро-
ста, когда клеткам необходима энергия и метабо-
литы для роста и новообразования биомассы,
возрастает потребность в АТФ и восстановлен-
ных форм НАД. Поскольку пентозофосфатный
путь связан с гликолизом посредством глюкозо-
6-фосфата, фруктозо-6-фосфата и 3-фосфогли-
церинового альдегида, имеется возможность пе-
реключения с одного пути дыхания на другой.

Субстрат НАДФ ∙ Н-оксидазы – НАДФН об-
разуется в цитозоле в основном в восстановитель-
ном пентозофосфатном цикле. Ингибирование
НАДФ ∙ Н-оксидазы с помощью дифенилиодо-
ниум хлорида в свою очередь приводило к сниже-
нию исходного уровня активности Г-6-ФДГ и ГК
более чем на 20 и 18% соответственно (рис. 3), что
может свидетельствовать о связи НАДФ ∙ Н-окси-
дазы с работой ключевых ферментов гликолиза и
пентозофосфатного пути окисления глюкозы –
Г-6-ФДГ и ГК. Отсутствие эффекта ФГ в условиях
действия дифенилиодониум хлорида подтвержда-
ет роль ФГ пускового механизма, приводящего к
активации НАДФ ∙ Н-оксидазы, показанной на-
ми в работе [9].

Фруктозо-1,6-дифосфат альдолаза – следую-
щий фермент, активность которого мы изучали в
цикле роста, катализирует реакцию расщепления
фруктозо-1,6-дифосфат на триозы – 3-фосфо-
глицериновый альдегид и фосфодиоксиацетон,
который изомеризуется в 3-фосфоглицериновый
альдегид. Субстрат АЛ – фруктозо-1,6-дифосфат
является регуляторной молекулой, которая акти-
вирует гликолиз. Повышение активности АЛ
(рис. 4) в лаг-фазе (на 20%) и экспоненциальной
фазе (на 40%) соответствует повышению количе-
ства ее продукта – 3-фосфоглицеринового альде-
гида, что может быть объяснением наблюдаемого
ранее увеличения активности альдегидутилизи-
рующих ферментов, в свою очередь приводящих
к снижению исходного уровня ПОЛ. Следует об-
ратить внимание на тот факт, что в конце цикла
роста активность ферментов пентозофосфатного
и гликолитического путей снижалась в разной
степени, а именно активность Г-6-ФДГ снижа-
лась в 2.6, а ГК и АЛ – в 1.5 раза, что может свиде-
тельствовать о необходимости сохранения глико-
литического пути дыхания.

Ферменты малатдегидрогеназного комплекса
определяют интенсивность анаэробного и аэроб-

ного дыхания. МДГ-комплекс работает как в ци-
тозоле, так и в митохондриях [14] и представлен
четырьмя дегидрогеназами, две из них обладают
оксидоредуктазной активностью, а две другие –
декарбоксилирующей (малик-энзим) [15, 16].
Анализ динамики активности оксидоредуктаз-

Рис. 6. Активность митохондриального дыхания при
действии фуростаноловых гликозидов (ФГ) на куль-
туру клеток диоскореи в разные фазы роста. (а) – Об-
щая интенсивность дыхания. 1 – контроль, 2 – дей-
ствие ФГ. Различия между контролем (без ФГ) и опы-
том на 2 и 7 сутки (лаг- и экспоненциальная фазы
соответственно) достоверны при *Р ≤ 0.05, в стацио-
нарной фазе (на 14 сутки) – не достоверны. (б) – Ско-
рость поглощения О2 (% от контроля) в присутствии
ингибиторов – антимицина А (АА) и азида натрия
(NaN3). 1 – АА, 2 – ФГ + АА, 3 – NaN3, 4 – ФГ + NaN3.
Различия между контролем (АА и NaN3) и опытом
(при действии ФГ) во всех фазах цикла роста клеток
недостоверны при *Р ≤ 0.05. (в) – Скорость поглоще-
ния О2 (% снижения) при действии СГК в присут-
ствии АА. 1 – АА + СГК, 2 – ФГ + АА + СГК. Разли-
чия между контролем (АА + СГК) и опытом (ФГ +
+ АА + СГК) на 2 и 7 сутки (лаг- и экспоненциальная
фазы соответственно) достоверны при *Р ≤ 0.05, в
стационарной фазе (на 14 сутки) – не достоверны.
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ных НАД ∙ Н-МДГ (рис. 5а) и НАД-МДГ (рис. 5б)
выявил эффект ФГ в реакциях НАД-МДГ, ката-
лизирующей окисление малата в оксалоацетат.
При действии ФГ фермент увеличивал актив-
ность в двух фазах цикла роста клеток, особенно в
экспоненциальную фазу (более 40%). Недосто-
верные изменения активности НАД ∙ Н-МДГ при
действии ФГ могут быть связаны с достаточно
большим пулом свободного НАД ∙ Н в клетке. Ре-
акции с участием НАД ∙ Н- и НАД-МДГ обрати-
мы, однако в цикле Кребса, как правило, реакция
идет в сторону образования оксалоацетата. Мито-
хондриальная изоформа НАД-энзима, катализи-
руя один из участков цикла трикарбоновых кис-
лот, участвует в поддержании энергетического
баланса, поставляя восстановленную форму пи-
ридиннуклеотида в дыхательную цепь митохон-
дрий. Цитоплазматические формы НАД-МДГ,
скорее всего, отвечают за интенсификацию мета-
болизма малата, в частности, усиление синтеза
оксалоацетата [11, 15]

Оксалоацетат, участвующий в переносе вос-
становительных эквивалентов через митохондри-
альную мембрану с помощью малат/оксалоацетат-
ного челнока, способствует активной регуляции
соотношения окисленных и восстановленных
форм НАД в митохондриальном и цитозольном
компартментах [17]. Кроме того, оксалоацетат и
малат участвуют в реакциях переаминирования с
образованием аспарагина и аланина. Аминокис-
лоты, образуемые в результате этих реакций, игра-
ют значительную роль в осморегуляции клеток
[18]. Мы наблюдали повышение выживаемости
клеток диоскореи на 30% при действии ФГ в усло-
виях осмотического стресса (данные не пред-
ставлены). Повышение осмоустойчивости кле-
ток могло быть связано с увеличением количества
оксалоацетата в результате усиления активности
НАД-МДГ при действии ФГ.

Уменьшение активности оксидоредуктазной
МДГ в конце цикла роста сопровождалось повы-
шенной интенсивностью работы цитозольного
НАДФ-малик-энзима (рис. 5в). Утилизация малата
с помощью малик-энзимов позволяет клеткам сни-
зить зависимость от гликолиза при синтезе энергии
и углеродных скелетов в неблагоприятных услови-
ях, например, при исчерпании питательных ве-
ществ в среде выращивания. Увеличение активно-
сти малик-энзима при действии ФГ в экспоненци-
альную фазу могло активировать метаболические
процессы в клетках, тем самым способствуя фор-
мированию адаптационных механизмов при воз-
действии стрессовых факторов. Кроме того, усиле-
ние декарбоксилирования малата может предотвра-
тить значительное закисление цитоплазмы. В
стационарной фазе, когда клетки переходят в более
экономный режим функционирования, эффект ФГ
не фиксировали. Таким образом, проявлялось мо-
дулирующее действие ФГ на активность фермен-

тов гликолитического пути окисления сахаров,
которое свидетельствует о способности ФГ ока-
зывать влияние на приспособление энергетиче-
ской системы клетки в зависимости от измене-
ний внешней среды.

Анализ активности митохондриального дыха-
ния в цикле роста клеток показал высокую его
интенсивность в лаг-фазу (2 сутки), вероятно,
связанного со сменой условий выращивания кле-
ток диоскореи при пересадки их на свежую пита-
тельную среду. Применение ингибиторов цито-
хромного пути АА и NaN3 показало, (рис. 6б) что
на 2 сутки в лаг-фазе дыхание проявляло высокую
чувствительность к ингибиторам цитохромного
пути, что указывает на преобладание цитохром-
ного пути дыхания, при этом уровень свободных
сахаров в среде и клетках был максимально высо-
ким (данные не представлены). Известна поло-
жительная линейная корреляция между активно-
стью цитохромного пути и содержанием раство-
римых сахаров в растительных клетках [19]. В этот
период (лаг-фаза, 2 сутки) в работе [9] на клетках
диоскореи мы наблюдали всплеск уровня су-
пероксида, который затем снижался в экспонен-
циальную фазу, что соответствовало активации
цитохромного пути в лаг-фазу с последующим его
снижением в остальные фазы роста, показанной
в данной работе. На скорость цитохромного пути
окисления ФГ влияние не оказывали.

Известно, что характерной особенностью ми-
тохондрий высших растений является способ-
ность переноса электронов с пула убихинона на
О2 с образованием Н2О через альтернативную ок-
сидазу (АО). Этот путь устойчив к действию циа-
нида, NaN3 и СО, но ингибируется СГК. При
действии АА электроннотранспортная цепь до III
комплекса находится в восстановленном состоя-
нии, а за ним – в окисленном, растет время жизни
восстановленного убихинона, электронная цепь
становится перевосстановленой и как следствие
накапливаются АФК. Для контроля уровня АФК
митохондрии содержат систему антиоксидантных
ферментов и других механизмов, одним из кото-
рых является повышение активности АО [19, 20].
Альтернативный путь дыхания осуществляет, пред-
положительно, одну из основных функций в под-
держании метаболического и сигнального гомео-
стаза в условиях стресса [21]. В экспоненциальную
фазу роста наблюдается высокая активность АО и
снижение цитохромного пути, которое отразилось
на уровне общего дыхания. Повышение активно-
сти АО в эту фазу, по всей видимости, направлено
на сохранение метаболизма углерода в митохон-
дриях при высоком отношении АТФ/АДФ и ис-
пользовании электронов, чтобы предотвратить
слишком восстановленное состояние мтЭТЦ, ко-
торое может привести к образованию АФК. Взаи-
мосвязь ростовых процессов в цикле роста клеток
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диоскореи с дыхательным метаболизмом являет-
ся сложной. Соотношения разных путей мито-
хондриального дыхания в цикле роста клеток ди-
оскореи не является общей закономерностью.
Согласно данным авторов [22], большие различия
в дыхании свойственны культурам клеток разных
видов растений.

В нашей работе на клетках диоскореи ФГ спо-
собствовали увеличению потенциальной активно-
сти АО в основном в лаг- и экспоненциальной
фазах роста клеток, что отразилось на общей
скорости поглощения кислорода в эти фазы
(рис. 6а, в). Повышение потенциальной актив-
ности АО при действии ФГ может быть связано
с интенсификацией активности ферментов
МДГ-комплекса, а также других ферментов гли-
колиза, приводящее к увеличению восстанов-
ленности убихинона. Можно предположить, что
повышение активности АО при действии ФГ на-
правлено на поддержание баланса между углевод-
ным метаболизмом и скоростью электронного
транспорта и состоит в использовании электро-
нов для предотвращения возможной перевосста-
новленности электроннотранспортной цепи ми-
тохондрий.

Таким образом, в ходе наших исследований в
первые минуты действия ФГ были выявлены
множественные изменения на физиолого-биохи-
мическом уровне. Результаты настоящей работы
позволяют приблизиться к пониманию того, ка-
ким образом ФГ могут принимать участие в про-
цессе дыхания.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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