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НА ГЕНЕРАЦИЮ АФК МИТОХОНДРИЯМИ СЕМЯДОЛЕЙ ЛЮПИНА
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Исследовали влияние мелатонина и салициловой кислоты (СК) на дыхание и генерацию АФК (переки-
си водорода) при окислении сукцината митохондриями, изолированными из семядолей 5-дневных
этиолированных проростков люпина (Lupinus angustifolius L.). Показано, что в широком диапазоне кон-
центраций (10–7–10–4 М) мелатонин не оказывал заметного влияния на скорость окисления сукци-
ната в различных метаболических состояниях и величину дыхательного контроля, но в зависимости
от концентрации, существенно (до 60% от контроля) ингибировал образование АФК митохондри-
ями, основной вклад в которое вносил комплекс II (сукцинатдегидрогеназа). Присутствие в среде
инкубации 0.05–0.5 мМ СК активировало (в 1.5–2.5 раза) образование перекиси водорода при
окислении сукцината. При этом СК в низких концентрациях оказывала преимущественно разоб-
щающее (активирующее) действие на окисление сукцината в состоянии 4 (в отсутствие АДФ), а при
увеличении ее концентрации наблюдалось ингибирование дыхания в состоянии 3 (в присутствии
АДФ). В целом, полученные результаты демонстрируют способность мелатонина и СК оказывать
прямое регуляторное действие на генерацию АФК митохондриями, обеспечивая защиту органелл
от окислительного стресса, а также способствуя их участию в формировании ответной реакции рас-
тений на неблагоприятные условия окружающей среды.
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ВВЕДЕНИЕ
Высокая пластичность митохондрий расте-

ний, т.е. способность к кардинальным изменени-
ям многих параметров своей структурной органи-
зации и функциональной активности в зависимо-
сти от изменения внутренних и внешних условий
жизнедеятельности растительного организма, хо-
рошо известна [1–3]. В последнее время накапли-
вается все больше доказательств того, что подоб-
ная изменчивость митохондрий играет важную
роль в адаптации растений к неблагоприятным
факторам (НФ) окружающей среды [4, 5]. При
этом актуальной задачей становится исследова-
ние механизмов регуляции дыхания и редокс-со-
стояния митохондрий в условиях стресса, а также

возможного участия в этом процессе фитогормо-
нов и сигнальных молекул.

Известно, что митохондрии являются одним
из центров образования АФК в клетках растений
и одновременно одной из наиболее уязвимых ми-
шеней окислительного стресса. В низких концен-
трациях АФК, прежде всего перекись водорода,
выходя из митохондрий, играют важную физиоло-
гическую роль в клеточном сигналинге. Однако,
при действии НФ (засухи, засоления, экстремаль-
ных температур и т.д.) уровень АФК в клетках рас-
тений значительно повышается, что может приве-
сти к развитию окислительного стресса, следствием
чего является повреждение мембран и нарушение
нормального функционирования митохондрий
[3–5]. Показано, что действие различных НФ вы-
зывает, как правило, неспецифичную защитную
реакцию митохондрий, направленную на преодо-
ление избыточной генерации АФК: индукцию
процессов свободного окисления (альтернатив-
ной оксидазы) и разобщения в ЭТЦ (разобщаю-
щих белков), активацию АФК-гасящих фермен-

Сокращения: ДК – дыхательный контроль, НФ – неблаго-
приятные факторы среды, СДГ – сукцинатдегидрогеназа,
СК – салициловая кислота, DCFDA – 2,7-дихлородигид-
рофлуоресцеин диацетат, DCF – дихлорофлуоресцеин,
HP – пероксидаза корней хрена (от Horseradish Peroxidase),
РТР – пора неспецифической проницаемости во внутрен-
ней мембране митохондрий (от Permeability Transition Pore).
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тов, а также повышение уровня молекулярных
антиоксидантов [1, 4, 6, 7].

Среди последних особое внимание в настоящее
время уделяется мелатонину, нейрогормону живот-
ных, который выполняет важную регуляторную
роль практически во всех живых организмах, вклю-
чая растения [8, 9]. Постулируется, что мелатонин
может синтезироваться в митохондриях живот-
ных и растений, а также транспортироваться в эти
органеллы извне и накапливаться в них в достаточно
высоких концентрациях [10, 11]. На клетках жи-
вотных и на изолированных митохондриях показа-
но, что мелатонин, выполняя антиоксидантную
функцию, способен нейтрализовать практически
все АФК, включая перекись водорода, и, таким об-
разом, защищать клетки и митохондрии от окисли-
тельного стресса при патологических состояниях и
старении организма [11, 12]. В многочисленных
исследованиях было показано, что обработка ме-
латонином способствовала повышению стресс-
устойчивости растений благодаря, в частности,
его антиоксидантным свойствам [13]. Вместе с
тем влияние мелатонина на метаболическую ак-
тивность митохондрий растений, включая гене-
рацию АФК, остается практически неизученным.

Среди стрессовых фитогормонов важное регу-
ляторное влияние на метаболическую активность
митохондрий растений при действии НФ, вклю-
чая генерацию АФК, по-видимому, оказывает са-
лициловая кислота (СК) [14]. Известно, что СК,
являясь сигнальной молекулой, играет ключевую
роль в формировании защитных реакций растений
на действие различных биотических и абиотиче-
ских стресс-факторов [15]. При этом в литературе
накапливаются данные, свидетельствующие о том,
что митохондрии, а именно образующиеся в них
АФК, могут быть вовлечены в передачу сигнала СК
при формировании ответной адаптивной реакции
растений [16, 17]. В этом процессе могут быть за-
действованы переносчики электронов дыхатель-
ной цепи (комплексы II и III), на АФК-генериру-
ющую активность которых СК оказывает прямое
действие [14, 16, 17]. Однако, количество работ,
посвященных этому вопросу, остается ограничен-
ным, а представленные в них результаты, в частно-
сти по влиянию СК на дыхание и образование
АФК митохондриями растений, достаточно про-
тиворечивы.

Целью данной работы было изучение влияния
мелатонина и СК на дыхательную активность и
генерацию АФК (перекиси водорода) митохон-
дриями семядолей люпина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. Объектом исследований
служили митохондрии, выделенные из семядолей
проростков люпина узколистного (Lupinus angus-

tifolius L., сорт “Дикаф”). Проростки люпина вы-
ращивали в течение 5 дней на воде в термостате
при 24°С в темноте.

Выделение митохондрий осуществляли соглас-
но методике дифференциального центрифугиро-
вания, описанной ранее [18], с модификациями.
Семядоли люпина промывали дистиллированной
водой, высушивали, охлаждали и измельчали в
ступке со средой гомогенизации (в соотношении
1 : 4), содержащей 0.5 М сахарозу, 50 мМ MOPS-
буфер (рН 8.0), 10 мМ ЭДТА, 5 мМ дитиотрейтол
и 0.1% БСА, свободный от ЖК. Гомогенат отфиль-
тровывали через 4 слоя мираклоса и центрифугиро-
вали при 4000 g в течение 5 мин. Полученный супер-
натант центрифугировали при 15000 g в течение
5 мин, осадок митохондрий ресуспендировали в
среде отмывания, содержащей 0.4 М сахарозу,
50 мМ МОРS-буфер (рН 7.2), 5 мМ ЭДТА,
0.1% БСА свободный от ЖК и центрифугировали
при 4000 g в течение 5 мин. Для осаждения мито-
хондрий супернатант центрифугировали при
13000 g в течение 10 мин. Выделенные митохон-
дрии ресуспендировали в малом объеме среды, со-
держащей 0.3 М сахарозу, 20 мМ Hepes-Трис-буфер
(рН 7.2) и 0.1% БСА, свободный от ЖК. Суспен-
зию митохондрий хранили на льду. Все операции
проводили в холодной комнате при 2–4°С.

Поглощение кислорода митохондриями изме-
ряли на полярографическом приборе Oxytherm
Electrode Control Unit (“Hansatech Instruments”,
Англия). Инкубационная среда (1 мл) при 25°С
содержала 0.3 М сахарозу, 20 мМ Hepes-Трис-бу-
фер (рН 7.2), 5 мМ калий-фосфатный буфер
(рН 7.2), 0.1% БСА, 5 мМ MgCl2, 5 мМ сукцинат,
5 мМ глутамат (необходимый для удаления окса-
лоацетата) и 0.5 – 0.6 мг белка митохондрий.
Остальные добавки и условия экспериментов
приведены в подписях к таблицам и рисункам.
Скорость поглощения кислорода митохондрия-
ми в состоянии 3 и 4, величину коэффициента
дыхательного контроля (ДК) рассчитывали по
методу [19]. Количество митохондриального бел-
ка определяли по методу Lowry с соавт. [20], ис-
пользуя БСА в качестве стандарта.

Образование перекиси водорода в митохондриях
тестировали с использованием 2,7-дихлороди-
гидрофлуоресцеин диацетата (DCFDA) по методу
Degli-Esposti [21] в модификации Belt et al. [17].
Митохондрии (0.5 мг/мл) инкубировали в среде
(1 мл), содержащей 0.3 М сахарозу, 20 мМ Hepes-
Трис-буфер (рН 7.2), 1 мМ МgСl2, 0.1% БСА,
5 мМ сукцинат, 5 мМ глутамат, 1 мкМ DCFDA,
1 Е/мл НР. Флуоресценцию дихлорофлуоресцеи-
на (DCF) регистрировали на спектрофлуоримет-
ре Hitachi-850 (“Hitachi”, Япония), длина волны
возбуждения – 480 нм, регистрации – 520 нм и
рассчитывали скорость образования перекиси в
относительных единицах. Для выявления неспе-
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цифического действия СК на флуоресценцию DCF
в контрольных опытах измерения проводили в от-
сутствие субстрата дыхания. При этом скорость
образования перекиси водорода митохондриями
определяли разностью опытных и контрольных
значений флуоресценции индикатора [17].

В работе использованы соли (MgCl2, КН2РО4 и
другие) отечественного производства (о. с. ч. или
х. ч.), а также дыхательные субстраты, нуклеоти-
ды, ингибиторы, БСА, MOPS, DCFDA, СК, ме-
латонин и другие реактивы производства фирмы
“Sigma” (США).

Все опыты и серии опытов были выполнены
минимум в трех биологических и трех аналитиче-
ских повторностях. На рисунках представлены
данные характерных опытов, в таблицах и графи-
ках представлены средние значения и их стан-
дартные отклонения. В некоторых случаях сред-
ние значения сравнивали по t-критерию Стью-
дента (P < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние мелатонина на дыхание и генерацию

перекиси водорода митохондриями
при окислении сукцината

Митохондрии, изолированные из семядолей
5-дневных этиолированных проростков люпина
узколистного, при инкубации в стандартной са-
харозной реакционной среде характеризовались
высокой скоростью окисления дыхательных суб-
стратов, в частности сукцината, которая суще-
ственно стимулировалась добавкой АДФ (состоя-
ние 3) и тормозилась после его исчерпания в про-
цессе синтеза АТФ (состояние 4) (табл. 1). При
этом величина ДК по Чансу (состояние 3/состоя-
ние 4) составляла около 3, что свидетельствовало
о прочном сопряжении процессов окисления и
фосфорилирования и высокой интактности внут-
ренней мембраны органелл. В предварительных
опытах нами было показано, что присутствие в
среде инкубации 100 мкМ мелатонина не оказы-
вало существенного влияния на скорость окисле-
ния сукцината митохондриями растений в раз-

ных метаболических состояниях, а также на вели-
чину ДК [22]. В данной работе мы изучили
действие мелатонина на дыхание митохондрий
семядолей люпина в широком диапазоне концен-
траций (10–500 мкМ). Было подтверждено, что в
используемых нами условиях мелатонин даже в
очень высоких и, очевидно, нефизиологических
концентрациях (100–500 мкМ) не вызывал стати-
стически достоверных изменений в скорости
окисления сукцината, а также в величине коэф-
фициента ДК (табл. 1). Аналогичные результаты
были получены нами при изучении действия ме-
латонина на окисление митохондриями люпина
других дыхательных субстратов ЦТК, в частности
малата (данные не приведены). Интересно, что
указанные высокие концентрации мелатонина
существенно ингибировали окисление малата в
состоянии 3 в митохондриях печени мыши, но
увеличивали активность отдельных комплексов
ЭТЦ (особенно комплексов I и IV) в опытах, про-
веденных на субмитохондриальных частицах, по-
лученных из этих органелл [23]. Возможно, что
подобные различия в действии гормона обуслов-
лены различными условиями проведения экспе-
риментов и/или более низкой проницаемостью
внутренней мембраны митохондрий растений
для экзогенного мелатонина.

Поскольку митохондрии являются одним из
центров образования АФК в клетках растений и
одновременно одной из наиболее уязвимых мише-
ней окислительного стресса, представляет интерес
изучение механизмов, регулирующих образование
и поддержание баланса АФК в этих органеллах, а
также возможное участие в этом процессе фито-
гормонов.

На рис. 1 показано влияние мелатонина на об-
разование перекиси водорода интактными мито-
хондриями семядолей люпина при окислении
сукцината, которое тестировали, используя ин-
дикатор DCFDA. Известно, что DCFDA спосо-
бен проникать в митохондрии (где происходит
его деацетилирование) и реагировать, помимо пе-
рекиси, с другими формами АФК и некоторыми
активными формами азота [21, 24]. Однако, в ра-

Таблица 1. Влияние мелатонина на скорость окисления сукцината в разных метаболических состояниях и вели-
чину дыхательного контроля (ДК) в митохондриях семядолей люпина

Примечание: состав среды инкубации приведен в разделе Материалы и методы. Дополнительные добавки: 10, 100 или 500 мкМ
мелатонина, 100 мкМ АДФ, суспензия митохондрий (0.6–0.7 мг белка/мл). V3 – скорость окисления субстрата в присутствии
АДФ (cостояние 3), V4 – скорость окисления субстрата после исчерпания АДФ (cостояние 4). Скорости окисления сукцината
выражены в нг-атом О2/(мин мг белка).

Вариант Состояние 3 (V3) Состояние 4 (V4) ДК (V3/V4)

Контроль 226 ± 17 69 ± 5 3.3 ± 0.05
10 мкМ мелатонин 231 ± 15 68 ± 4 3.4 ± 0.1
100 мкМ мелатонин 211 ± 13 67 ± 6 3.2 ± 0.06
500 мкМ мелатонин 234 ± 16 71 ± 8 3.3 ± 0.09
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ботах, выполненных с использованием этого ин-
дикатора, в том числе на митохондриях растений,
часто указывают на определение именно уровня
перекиси водорода, поскольку другие виды АФК,
в частности супероксидный радикал, являются
нестабильными [17, 21]. Следует также отметить,
что, хотя этот индикатор удобен в работе и вплоть
до настоящего времени широко применяется при
определении уровня АФК в митохондриях и тка-
нях растений и животных, его использование
имеет ряд ограничений, требует наличия допол-
нительных контролей, а также осторожности в
трактовке полученных результатов [17, 24].

Как показано на рис. 1а, кривая 1, интенсив-
ность образования АФК (перекиси водорода) при
окислении сукцината в митохондриях семядолей
люпина, измеренная с помощью DCFDA, носит
нелинейный характер. Вначале наблюдалось по-
степенное увеличение сигнала, что связано, по-
видимому, с проникновением индикатора в ми-
тохондрии, его деацетилированием и окислением
до DCF. Затем в течение нескольких минут гене-
рация АФК митохондриями происходила с при-
мерно одинаковой скоростью, а затем следовало
ее резкое ингибирование. Начало торможения
образования перекиси водорода митохондриями

по времени коррелировало с существенным (до
30–35% от исходного) падением уровня кислоро-
да в кювете, в процессе окисления сукцината, что
проверялось нами в параллельных опытах в ана-
логичных условиях с помощью кислородного
электрода (рис. 1а, кривая 5). Учитывая это, в
дальнейшем мы оценивали влияние мелатонина
именно на линейную скорость образования пере-
киси водорода митохондриями при окислении
сукцината, когда уровень кислорода в кювете был
не ниже 50% от исходного. Как показано на рис. 1а,
кривая 3, добавка в среду инкубации 100 мкМ ме-
латонина заметно ингибировала продукцию Н2О2
митохондриями семядолей проростков люпина.
Антиоксидантное действие мелатонина подтвер-
ждалось аналогичным влиянием на генерацию
Н2О2 аскорбиновой кислоты (рис. 1а, кривая 2).
Наличие слабого неспецифического сигнала DCF
при отсутствии дыхательного субстрата в среде
свидетельствовало о зависимости генерации
АФК митохондриями от работы ЭТЦ (рис. 1а,
кривая 4). Таким образом, достоверность результа-
тов, полученных нами с использованием DCFDA,
подтверждается проведением контрольных экс-
периментов, показавших строгую зависимость
скорости генерации АФК (перекиси водорода)

Рис. 1. Влияние мелатонина на продукцию перекиси водорода при окислении сукцината митохондриями (МтХ) семя-
долей люпина. Cостав среды инкубации приведен в разделе Материалы и методы; дополнительно вносили 1–500 мкМ
мелатонина. а – динамика образования Н2О2 митохондриями при окислении сукцината (кривая 1, контроль) и влия-
ние на нее: 5 мМ аскорбиновой кислоты (кривая 2), 100 мкМ мелатонина (кривая 3) и отсутствия в среде инкубации
дыхательного субстрата (кривая 4). Поглощение кислорода митохондриями семядолей люпина при окислении сукци-
ната (кривая 5). б – дозозависимое ингибирование мелатонином образования Н2О2 митохондриями люпина при
окислении сукцината. * – достоверные различия по сравнению с контролем (уровень значимости P < 0.05).
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митохондриями от активности дыхательной це-
пи, уровня кислорода в среде инкубации и при-
сутствия в ней известных антиоксидантов.

Результаты аналогичных опытов по влиянию
различных концентраций мелатонина на образо-
вание Н2О2 митохондриями семядолей люпина
при окислении сукцината приведены на рис. 1б.
Видно, что присутствие мелатонина в среде инку-
бации заметно снижало скорость образования пе-
рекиси водорода митохондриями (до 45–50% ин-
гибирования в присутствии 100 мкМ мелатонина)
и зависело от концентрации гормона, начиная с
10 мкМ. Это подтверждают данные, полученные
нами ранее с использованием другого флуорес-
центного индикатора (Amplex Red) [22], а также
согласуется с результатами аналогичных исследо-
ваний, проведенных на митохондриях животных
[11, 12].

Известно, что окисление субстратов ЦТК в
митохондриях животных и растений сопровожда-
ется образованием АФК в трех комплексах ЭТЦ
(I, II и III) [1, 17]. C использованием известных ин-
гибиторов дыхания, оптимальные концентрации
которых были подобраны нами в предварительных
опытах, мы попытались определить основной сайт
дыхательной цепи, который ответственен за генера-

цию АФК при окислении сукцината с участием СДГ
(сукцинатдегидрогеназа) комплекса II в мито-
хондриях семядолей люпина. Это представляло
дополнительный интерес, учитывая имеющиеся
литературные данные о том, что мелатонин в
микромолярных концентрациях, по-видимому,
способен проявлять также прооксидантные свой-
ства, стимулируя образование АФК в комплексе III
(убихинон-цитохром с редуктаза) митохондрий
животных (клетки почек), которое было чувстви-
тельно к антимицину А [25]. В наших опытах было
показано, что, во-первых, образование АФК в ми-
тохондриях семядолей люпина при окислении сук-
цината не тормозилось ротеноном, классическим
ингибитором комплекса I (NADH-убихинон окси-
доредуктазы), что свидетельствовало об отсутствии
его вовлеченности в генерацию АФК посредством
обратного транспорта электронов (ОТЭ). Во-вто-
рых, добавка в среду инкубации митохондрий ан-
тимицина А, ингибирующего перенос электро-
нов в комплексе III, связываясь с убихиноном в
точке Qi (ближе к внутренней стороне мембраны)
заметно увеличивала скорость образования АФК,
что прямо указывало на участие этого комплекса
в генерации АФК, по крайней мере, в присут-
ствии ингибитора (рис. 2, кривая 1) [26]. Нако-

Рис. 2. Действие ингибиторов дыхания на образование Н2О2 при окислении сукцината митохондриями люпина и на
уровень ее торможения мелатонином. Cостав среды инкубации приведен в разделе Материалы и методы. а – измене-
ние флуоресценции DCF при окислении сукцината в присутствии ингибиторов ЭТЦ, где указано дополнительно вно-
сили: 20 мкМ ротенон (R), 5 мкМ антимицин А (АА) (кривая 1), а также 7 мкМ стигмателлин (S), 5 мкМ АА (кривая 2).
б – влияние стигмателлина (7 мкМ) на уровень ингибирования мелатонином (100 мкМ) образования Н2О2 при окис-
лении сукцината. Варианты опытов: 1 – митохондрии в присутствии сукцината (контроль), 2 – митохондрии в при-
сутствии сукцината и мелатонина, 3 – митохондрии в присутствии сукцината, мелатонина и стигмателлина * – досто-
верные различия по сравнению с контролем (уровень значимости P < 0.05).
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нец, добавка в среду инкубации митохондрий стиг-
мателлина, ингибитора комплекса III в точке Qo
(ближе к внешней стороне мембраны), не тормо-
зила образование АФК при окислении сукцината
и, кроме того, предотвращала ее активацию анти-
мицином А (рис. 2, кривая 2). На основании по-
лученных результатов, а также высокой чувстви-
тельности продукции АФК при окислении сук-
цината к ингибитору СДГ малонату (85–95%
подавления), можно заключить, что в митохон-
дриях семядолей люпина основной вклад в этот
процесс вносит комплекс II (сукцинат-убихинон
редуктаза). Далее, учитывая результаты предыду-
щих опытов, мы попытались выяснить, насколь-
ко сильное влияние на антиоксидантные свой-
ства мелатонина оказывала возможная активация
этим гормоном продукции АФК в комплексе III
при окислении сукцината? Судя по данным, пред-
ставленным на рис. 2б, это влияние было незначи-
тельным, поскольку уровень ингибирования ме-
латонином (100 мкМ) образования АФК при
окислении сукцината в митохондриях семядолей
люпина практически не зависел от присутствия в
среде инкубации стигмателлина, блокирующего
перенос электронов в этом комплексе.

Влияние СК на дыхание и генерацию АФК 
митохондриями семядолей люпина

Ранее показано, в том числе и в наших иссле-
дованиях, что СК способна оказывать прямое
действие на процесс окислительного фосфори-
лирования, разобщая и ингибируя дыхание мито-
хондрий в зависимости от ее концентрации, продол-
жительности воздействия, а также чувствительности
к фитогормону органелл, выделенных из различных
растительных объектов [14, 18, 27, 28]. Результаты
опытов по изучению влияния различных концен-
траций СК на окисление сукцината в присутствии
глутамата в митохондриях семядолей L. angustifolius
приведены в табл. 2. Видно, что в более низкой кон-
центрации СК незначительно разобщала дыхание
митохондрий, что проявлялось, в первую очередь, в
увеличении скорости окисления субстрата в состоя-
нии 4, в отсутствие АДФ. Однако, это разобщение
было неполным, поскольку скорость разобщенного
дыхания была существенно ниже скорости погло-

щения кислорода митохондриями в состоянии 3.
Разобщающее действие СК сопровождалось также
снижением величины ДК, т.е. частичным ослабле-
нием прочности сопряжения процессов окисления
и фосфорилирования и снижением эффективности
работы дыхательной цепи (табл. 2). Следует также
отметить, что при увеличении концентрации СК
(500 мкМ) наблюдалось уже заметное ингибирова-
ние окисления сукцината в состоянии 3 и резкое
снижение ДК (табл. 2).

С использованием трансгенных растений ара-
бидопсиса было обнаружено, что митохондрии,
будучи одной из мишеней регуляторного дей-
ствия СК, играют важную роль в процессе фор-
мирования стресс-устойчивости растений [14, 16,
17]. При этом были получены доказательства участия
СК в митохондриальном сигналинге, основанном на
существенной активации под влиянием гормона об-
разования перекиси водорода органеллами при окис-
лении сукцината, катализируемого комплексом II
ЭТЦ (СДГ) [17]. С использованием аналогичного
методического подхода мы исследовали влияние СК
на образование перекиси водорода при окислении
сукцината митохондриями семядолей люпина. Было
показано, что присутствие в среде инкубации мито-
хондрий 100 мкМ СК, действительно, вызывало
очень значительное увеличение сигнала DCF
(рис. 3а, кривая 2) по сравнению с контролем
(рис. 3а, кривая 1), что свидетельствовало о гормо-
нальной стимуляции скорости образования пере-
киси водорода митохондриями L. angustifolius при
окислении сукцината. Аналогичные результаты бы-
ли получены китайскими учеными на митохондриях
листьев A. thaliana [16]. Однако оказалось, что добав-
ка СК в среду инкубации митохондрий в отсутствие
сукцината также заметно увеличивала флуоресцен-
цию индикатора (рис. 3а, кривая 3). Этот негатив-
ный контроль показывает существенное увеличение
базового сигнала DCF в присутствии СК, очевидно,
не связанного с генерацией АФК в дыхательной це-
пи митохондрий. Полученные нами результаты со-
гласуются с данными австралийских исследователей,
которые на митохондриях A. thaliana показали, что
только разница между интенсивностью сигнала DCF
в отсутствие и в присутствии дыхательного субстрата
выявляет реальную активацию скорости образова-

Таблица 2. Влияние салициловой кислоты на скорость окисления сукцината в разных метаболических состояни-
ях и величину ДК в митохондриях семядолей люпина

Примечание: состав среды инкубации, как для таблицы 1. Дополнительно вносили 100 или 500 мкМ СК. Скорости окисления
субстрата выражены в нг-атом О2/(мин мг белка). * – достоверные различия по сравнению с контролем (уровень значимости
P < 0.05).

Вариант Состояние 3 (V3) Состояние 4 (V4) ДК (V3/V4)

Контроль 220 ± 14 68 ± 13 3.2 ± 0.06
100 мкМ СК 216 ± 23 85 ± 18* 2.5 ± 0.03*
500 мкМ СК 179 ± 22 94 ± 16* 1.9 ± 0.05*
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ния Н2О2 дыхательной цепью под влиянием СК [17].
Но даже с учетом этого, СК существенно, примерно
в 2.0–2.5 раза, усиливала образование Н2О2 митохон-
дриями семядолей люпина при окислении сукцината
(рис. 3б). При этом увеличение концентрации СК
(500 мкМ) в инкубационной среде выявило допол-
нительную (на 15–20%) активацию образования
АФК митохондриями семядолей (рис. 3в).

Таким образом, нами впервые было проведено
сравнительное исследование влияния СК и мелато-
нина на дыхание и генерацию АФК митохондриями
растений. Полученные результаты показали, что
фитогормоны способны оказывать противополож-
но-направленное и дозо-зависимое действие на ин-
тенсивность процесса образования АФК митохон-
дриями семядолей люпина в широком диапазоне, от
его кратной активации до значительного ингибиро-
вания. При этом, регуляторное действие двух гормо-
нов на генерацию АФК митохондриями может осу-

ществляться различными путями. Так, мелатонин,
не оказывая в используемых нами условиях суще-
ственного влияния на скорость окисления сукцина-
та в различных метаболических состояниях (табл. 1),
проявляет антиоксидантную функцию, по всей ве-
роятности, путем гашения (инактивации) раз-
личных АФК, генерируемых дыхательной цепью. В
этой связи следует отметить, что, судя по литератур-
ным данным, протекторное действие мелатонина и
его производных на митохондрии оказалось сопо-
ставимо или даже превосходило защитную АФК-га-
сящую активность других природных и синтетиче-
ских антиоксидантов [11–13]. Кроме того, имеются
сведения о влиянии мелатонина на активность ряда
ключевых антиоксидантных ферментов митохон-
дрий животных, включая CОД и глутатионперокси-
дазу [11]. Показано также, что мелатонин может уве-
личивать активность и экспрессию генов некоторых
разобщающих белков митохондрий, которые явля-

Рис. 3. Влияние СК на генерацию Н2О2 митохондриями семядолей люпина при окислении сукцината. Состав среды
инкубации как для рисунка 1, дополнительно вносили 50–500 мкМ СК. а – изменение флуоресценции DCF в присут-
ствии: сукцината (кривая 1, контроль), сукцината и 100 мМ СК (кривая 2), 100 мкМ СК, но в отсутствие субстрата
(кривая 3); б – определение влияния СК на образование перекиси водорода с учетом неспецифического действия гор-
мона. Варианты опытов: 1 – митохондрии в присутствии сукцината (контроль), 2 – митохондрии в присутствии сук-
цината и СК, 3 – митохондрии в отсутствие субстрата, но в присутствии СК, 4 – выявление реальной стимуляции СК
образования АФК митохондриями люпина, как разницы между флуореcценцией DCF в вариантах 2 и 3; в – влияние
различных концентраций СК на образование Н2О2 в митохондриях семядолей при окислении сукцината. * – досто-
верные различия по сравнению с контролем (уровень значимости P < 0.05).
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ются важным механизмом, снижающим уровень
АФК в этих органеллах [12].

Механизмы регуляторного влияния СК на ско-
рость образования АФК митохондриями растений,
по-видимому, не менее разнообразны. В этом про-
цессе могут быть задействованы: АФК-генерирую-
щие переносчики дыхательной цепи (комплексы II
и III) [16, 17], гексокиназа, локализованная на внеш-
ней мембране органелл [27], и, по-видимому, неко-
торые антиоксидантные ферменты митохондрий
[14], на активность которых СК оказывает прямое
действие. Например, было показано, что СК в низ-
ких физиологических концентрациях (10–50 мкМ)
активировала перенос электронов в комплексе II, на
уровне сукцинат-убихинон редуктазы. При этом су-
щественно возрастала скорость образования су-
пероксида при окислении сукцината, который в
дальнейшем трансформировался в Н2О2 с участием
СОД в матриксе митохондрий [17]. Кроме того, ре-
гуляция активности альтернативной оксидазы ми-
тохондрий растений, препятствующей избыточно-
му образованию АФК в дыхательной цепи, особен-
но в неблагоприятных условиях внешней среды,
также осуществляется с участием СК посредством
ее влияния на экспрессию генов, кодирующих этот
фермент [1, 4–6]. Очевидно, что наличие такого
уникального для растений механизма гормональной
регуляции уровня АФК и редокс-гомеостаза мито-
хондрий должно иметь важное значение для функ-
ционирования как самих органелл, так и клетки в
целом. Конечно, это не отрицает важности других
известных путей регуляторного воздействия СК и
мелатонина на активность немитохондриальных
АФК-генерирующих систем и антиоксидантных
ферментов в ходе ответной реакции растений на не-
благоприятные условия среды [10, 14].

Следует также отметить, что полученные в дан-
ной работе результаты подтверждают высказанное
нами ранее предположение о том, что причиной
(или одной из причин) повышения протонной про-
ницаемости внутренней мембраны митохондрий
семядолей люпина и диссипации мембранного по-
тенциала под влиянием экзогенной СК является
окислительный стресс, индуцирующий открытие
АФК-зависимой поры (РТР) [29]. Способность СК
индуцировать пермеабилизацию внутренней мем-
браны вследствие открытия РТР в условиях окисли-
тельного стресса была показана на митохондриях
печени крысы [30]. Кроме того, на митохондриях
животных была неоднократно продемонстрирована
протекторная роль антиоксидантов, в том числе ме-
латонина, препятствующая индукции РТР [11, 12].
Проведение аналогичных опытов на митохондриях
растений представляет интерес, и полученные при
продолжении этих исследований результаты, несо-
мненно, помогут выявить множественность ме-
ханизмов регуляторного воздействия стрессовых
фитогормонов на метаболическую активность
митохондрий, что будет способствовать лучшему

пониманию роли этих органелл в процессах форми-
рования устойчивости растений к неблагоприятным
факторам внешней среды.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в качестве
объектов. Авторы заявляют об отсутствии конфлик-
та интересов.
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