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Исследовано влияние ингибиторов альтернативной оксидазы, комплексов I и III ЭТЦ митохон-
дрий на дыхание и экспрессию генов переносчиков цитохромного пути, компонентов нефосфори-
лирующих путей, адениннуклеотидной транслоказы в листе яровой пшеницы (Triticum aestivum L.,
сорт Иргина) в процессе зеленения. Эффекты ингибиторов наиболее ярко проявились на раннем
этапе зеленения (1–6 ч). В этот период обнаружено, в сравнении с контрольным вариантом, сниже-
ние величины Fv/Fm и спад дыхательной активности. Это свидетельствовало о чувствительности
развивающихся хлоропластов к нарушению функций митохондрий. Ингибиторы оказывали разно-
направленный эффект на соотношение дыхательных путей и экспрессию “дыхательных” генов.
Применение салицилгидроксамовой кислоты, ингибитора альтернативной оксидазы, активирова-
ло цитохромный путь, вклад которого возрастал до 75% от общего дыхания, и усиливало относи-
тельную экспрессию генов субъединиц комплексов I, III, IV и АТФ-синтазы ЭТЦ митохондрий,
особенно, в первые 6 ч зеленения. Напротив, антимицин и ротенон, ингибиторы комплекса I и III
соответственно, снижали максимальную активность и относительное содержание транскриптов ге-
нов субъединиц основного пути. При этом ингибирование цитохромного пути активировало аль-
тернативный путь дыхания (доля которого достигала 75% от общего поглощения О2) и вызывало
увеличение содержания транскриптов генов альтернативной оксидазы и компонентов других нефосфо-
рилирующих путей. Повышение относительного уровня мРНК ANT1 при действии всех ингибиторов,
по-видимому, направлено на усиление переноса АДФ/АТФ в условиях дефицита энергии при ограни-
чении активности цитохромного пути. Результаты свидетельствуют о скоординированном характере
функционирования компонентов ЭТЦ в процессе становления фотосинтетической функции листа и
подтверждают идею о важной роли редокс-состояния ЭТЦ в регуляции экспрессии “дыхательных” ге-
нов и функционального состояния хлоропластов.
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DOI: 10.31857/S0015330322060069

ВВЕДЕНИЕ
Митохондрии растений играют центральную

роль в обеспечении клеток энергией и интерме-
диатами, связаны метаболическими процессами
с другими клеточными компартментами [1, 2].
Белковый аппарат митохондрий постоянно адап-

тируется к метаболическим потребностям клетки.
Более 95% митохондриальных белков кодируется
ядерной ДНК, а регуляция митохондриального
протеома определена ретроградными сигналами,
исходящими из органелл в ядро, которыми мито-
хондрии сообщают о своем статусе [2]. Митохон-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по doi 10.31857/S0015330322060069 для авторизованных пользова-
телей.
Сокращения: АО – альтернативная оксидаза, АП – альтернативный путь дыхания, МРР – митохондриальная ретроградная регу-
ляция, НАД(Ф)·Н-ДГ – ротенон-нечувствительные НАД(Ф)·Н дегидрогеназы, НФП – нефосфорилирующие пути, ФА – фото-
синтетический аппарат, ЦП – цитохромный путь дыхания, ЦТЭ – циклический транспорт электронов, ANT – адениннуклео-
тидная транслоказа, PTP – митохондриальная пора проницаемости, UCP – разобщающие белки, VDAC – потенциал-зависи-
мый анионный канал порин, Valt, Vcyt, Vres, – максимальная активность цитохромного, альтернативного и остаточного дыхания
соответственно, Vt – активность общего дыхания.
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дрии тесно интегрированы в сеть клеточных про-
цессов, поэтому митохондриальные ретроград-
ные пути регулируют не только процесс дыхания,
но и другие функции клетки, в том числе, фото-
синтетическую. Показано, что изменения дыха-
тельного метаболизма могут сильно влиять на
процесс фотосинтеза [3]. Координация функций
органелл требует четкой регуляции экспрессии
генов через сигналы, поступающие из органелл в
ядро по ретроградным путям [1, 2, 4].

Согласно современным представлениям, в фо-
тосинтезирующей клетке дыхательный процесс и
работа митохондрий трансформированы: основ-
ной путь гликолиза, протекающий в цитоплазме,
ограничен, ЦТК в матриксе митохондрий модифи-
цирован, а ЭТЦ митохондрий активно функциони-
рует [5]. Дыхание на свету не только активно, но и
необходимо для оптимизации условий протекания
фотосинтеза. Оно участвует в образовании конеч-
ных продуктов фотосинтеза, контролирует уровень
накопления восстановителей в клетке, защищает
фотосинтетический аппарат клетки от фотоингиби-
рования и, в целом, является необходимым услови-
ем жизнедеятельности зеленого растения. Важную
роль во время фотосинтеза играют нефосфорили-
рующие пути (НФП) (не связанные с генерацией
электрохимического градиента протонов для син-
теза АТФ) в ЭТЦ.

Основными переносчиками электронов по НФП
являются альтернативная оксидаза (АО), внеш-
ние и внутренние ротенон-нечувствительные
НАД(Ф)·Н-дегидрогеназы (НАД(Ф)·Н-ДГ), к си-
стемам разобщенного дыхания относятся разоб-
щающие белки (UCP). Среди НФП, транспорт
электронов по альтернативному пути (АП) через
терминальную альтернативную оксидазу (АО)
оказывает наибольшее влияние на энергетиче-
ский баланс клетки. АП минует два пункта гене-
рации электрохимического градиента протонов
(комплексы III и IV) основного цитохромного пути
(ЦП), поэтому энергетически малоэффективен.
Основными функциями АП на клеточном уровне
являются поддержание редокс-баланса в ЭТЦ за
счет более быстрого окисления НАД·Н и предот-
вращение генерации избыточного количества ак-
тивных форм кислорода (АФК). Признано, что
роль АО заключается в обеспечении метаболиче-
ской пластичности клетки и растения в изменяю-
щихся условиях среды [6].

Показано, что АО играет ключевую роль в фо-
тосинтезирующей клетке [6, 7]. АО участвует в
диссипации избытка восстановителей, экспорти-
руемых из хлоропластов, тем самым “разгружая”
фотосинтетическую ЭТЦ [7]. Альтернативные
НАД(Ф)·Н-ДГ также имеют важное значение в
фотосинтетической клетке. Считается, что “внут-
ренние” НАД(Ф)·Н-ДГ участвуют в окислении
восстановителей фотодыхательного происхожде-

ния, тогда как “внешние” – окисляют цитозольный
НАД·Н [8]. Активация UCP на свету, по-видимому,
направлена на поддержание окислительно-вос-
становительного равновесия ЭТЦ, что способ-
ствует оптимальному протеканию фотосинтети-
ческого и фотодыхательного процесса [9].

Свет может влиять на экспрессию генов АО и
белков других НФП, в частности, НАД(Ф)·Н-ДГ,
через фоторецепторный контроль, продукты фо-
тосинтетической деятельности, АФК, генерация
которых интенсифицируется в условиях высокой
освещенности [10], а также контролируется пла-
стидными сигналами [4].

АО, другие переносчики НФП и компоненты
ЦП являются активными участниками ретро-
градного сигналинга экспрессии ядерных генов.
Об этом свидетельствуют исследования, в которых
нарушения функций ЭТЦ, вызванные мутациями
или действием ингибиторов, приводили к моди-
фикации экспрессии не только отдельных генов,
но и целого транскриптома [2, 11]. Исследования
с АОХ1а-мутантами A. thaliana показывают, что
дефицит (экспрессии гена или количества белка)
АО вызывал изменение экспрессии генов ком-
понентов НФП и антиоксидантных ферментов
[2, 4, 11]. Растения с дисфункцией комплекса I
ЭТЦ часто показывают компенсаторную способ-
ность усиления защиты клетки от окислительно-
го стресса. Полагают, что в этой стресс-реакции
АО является основным регулятором редокс-со-
стояния клетки, обеспечивая пластичность мета-
болизма [12].

Наиболее изученным является ингибирование
комплекса III с применением антимицина, кото-
рое сильно изменяет энергетический статус ми-
тохондрий и, в целом, клетки [2, 13, 14]. При дей-
ствии антимицина блокируется транспорт по ЦП,
закисляется матрикс, что меняет состав и актив-
ность суперкомплексов [15], уменьшается актив-
ность АТФ-синтазы, скорость катаболических пу-
тей и т.д. [14]. При этом, антимицин активирует АП,
и в настоящее время антимицин-зависимый путь
сигналинга АО является моделью исследования
митохондриальной ретроградной регуляции (МРР)
[1, 2]. Cчитается, что перекись, накапливающая-
ся при стрессе во внутриклеточном пространстве
и способная легко проникать через клеточные
мембраны, может вызывать дисфункции мито-
хондрий и открытие митохондриальной поры
проницаемости (PTP), что сопровождается дис-
сипацией мембранного потенциала и запуском
сигналинга индукции АОХ по антимицин-зависи-
мому пути [16]. Полагают, что временное открытие
PTP – важный механизм клеточного редокс-сигна-
линга и способ коммуникации митохондрий с яд-
ром. Одним из потенциальных белков, участвую-
щих в создании молекулярной структуры поры,
предложена АДФ/АТФ-транслоказа (adenine nu-
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cleotide translocator, ANT) [17]. Белки ANT акти-
вируются при разных видах стресса, в том числе,
действии ингибиторов ЭТЦ [18, 19].

Показано также, что ЭТЦ митохондрий участ-
вует в поддержании гомеостаза не только фото-
синтезирующей, но и зеленеющей клетки [20, 21].
Основным событием процесса зеленения являет-
ся светоиндуцируемый биогенез хлоропластов из
этиопластов [22]. Ранее нами на основе профили-
рования генов и активности компонентов ЭТЦ
выявлена роль АП и других НФП при становле-
нии фотосинтетического аппарата в процессе зе-
ленения листа пшеницы, которая заключалась в
поддержании синтезов de novo и предотвращении
окислительного стресса на ранних этапах хлоро-
пластогенеза [23, 24]. Сделано предположение,
что АП через АО действует как модулятор мито-
хондриальной функции в процессе зеленения.

Вместе с тем, не совсем ясно, какова роль ком-
понентов ЭТЦ на разных этапах зеленения листа.
Для ответа на этот вопрос мы поставили целью
данной работы исследовать влияние ингибиторов
компонентов ЭТЦ (АО, комплекса I и III) на ды-
хание, экспрессию генов и содержание некото-
рых белков-переносчиков ЦП, НФП и ANT в ли-
сте яровой пшеницы (Triticum aestivum L., сорт
Иргина) в процессе зеленения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Условия проведения эксперимента. Семена
пшеницы (Triticum aestivum L., сорт Иргина) в те-
чение сут. замачивали в воде при комнатной тем-
пературе. Затем семена промывали, сливали воду
и оставляли еще на сут. во влажной камере в темно-
те. Двухсуточные проклюнувшиеся семена распре-
деляли на рамки с сеткой, помещали на кюветы
объемом 3 л с 1/2 нормы раствора Кнопа и прора-
щивали в течение 4 сут. в контролируемых усло-
виях в полной темноте при 23°С и влажности 60%.
На 5 сут. включали лампы, и этиолированные
проростки оставляли под непрерывным светом
(ФАР 190 мкмоль/(м2 с)) в течение 48 ч. Для ис-
следований отбирали среднюю часть листовой
пластинки первого листа пятисуточных этиоли-
рованных проростков спустя 1, 2, 4, 6, 12, 24 и 48 ч
их экспозиции на свету. Всего было проведено
три независимых серии экспериментов.

Для исследования действия ингибиторов пе-
реносчиков мЭТЦ сегменты листьев подвергали
действию антимицина (10 мкМ) – ингибитора
Qin-сайта Комплекса III, ротенона (10 мкМ) – ин-
гибитора Комплекса I или СГК (3 мМ) – ингибито-
ра АО. Ингибиторы были предварительно раство-
рены в 95% этаноле. Контролем служили образцы
сегментов листа, инкубированных в водных раство-
рах растворителя (<1%, v/v). Для проникновения
ингибиторов в ткани листа сначала проводили

шприцевую вакуумную инфильтрацию сегментов
листьев ингибиторами в течение 5 мин. Затем об-
разцы погружали в соответствующие растворы ин-
гибиторов еще на 60 мин в условия темноты (этио-
лированные листья) или на свет (190 мкмоль/(м2 с))
после 1, 2, 4, 6, 12, 24 и 48 ч зеленения проростков
на непрерывном свету. После этого образцы ис-
пользовали для определения флуоресценции хло-
рофилла, дыхания, либо фиксировали в жидком
N2 для последующего биохимического анализа.

Максимальный квантовый выход фотохимической
активности ФС II (Fv/Fm) измеряли с помощью пор-
тативного флуориметра РАМ-2100 (“Walz”, Герма-
ния). Fv/Fm рассчитывали как:

(1)

Фоновый (F0) и максимальный (Fm) уровни
флуоресценции регистрировали после 30 мин
темновой адаптации листьев. F0 измеряли на сла-
бом красном свету с частотой модуляций 600 Гц, не
вызывающих фотохимической реакции. Fm опре-
деляли после короткого импульса (0.8 с) насыщаю-
щего света 8000 мкмоль/(м2 с). Измерения прово-
дили в 8-кратной биологической повторности.

Интенсивность дыхания измеряли по скорости
поглощения О2 при 21°С полярографически с ис-
пользованием электрода Кларка (“Oxytherm sys-
tem”, Hansatech Inst., Англия). Высечки средней
части первого листа общей массой 15–20 мг по-
мещали в реакционный сосуд объемом 4 мл, со-
держащий 1.5 мл буфера Hepes (50 мм, pH 7.2),
при постоянном перемешивании. Для ингибиро-
вания цитохромного дыхания использовали 2 мМ
КСN, альтернативного – 3 мМ СГК. Оптималь-
ные концентрации ингибиторов определены пу-
тем титрования высечек листа возрастающими
концентрациями ингибиторов до насыщения
скорости поглощения О2. Активность общего ды-
хания определяли в отсутствии ингибиторов (Vt).
Активность остаточного дыхания (Vres), измерена
при совместном действии ингибиторов (СГК и
KCN). Максимальную активность (способность)
цитохромного пути дыхания (Vcyt) определяли по
степени чувствительности дыхания к КСN за вы-
четом Vres. Максимальную активность (способ-
ность) альтернативного пути дыхания (Valt) опре-
деляли по степени чувствительности дыхания к
СГК в присутствии КСN за вычетом Vres. Долю
(вклад) Valt, Vcyt, Vres выражали в процентах от Vt.
Изучение скорости поглощения О2 и влияния ин-
гибиторов на дыхание проводили в 6–8-кратной
биологической повторности.

Анализ относительного содержания транскрип-
тов генов осуществляли с помощью ПЦР в реаль-
ном времени с этапом обратной транскрипции
(ОТ-ПЦР). Для приготовления проб использова-
ли по 6–7 срединных фрагментов листа длиной

( )m 0 m .F F F−
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20–30 мм. Образцы гомогенизировали в жидком
N2, и выделяли РНК с помощью набора колонок
и реагентов Aurum Total RNA Mini Kit (“BioRad”,
США) по протоколу производителя, с добавлением
поливинилпирролидона в лизирующий раствор.
Целостность тотальной РНК контролировали с
помощью электрофореза в агарозном геле, окра-
шенном бромистым этидием. Количество РНК для
ПЦР реакций выравнивали на основе измерений ее
концентраций с помощью спектрофлуориметра
Qubit (“Invitrogen”, США) и набора реагентов
Quant-iT™ RiboGreen® RNA Assay Kit (“Invitrogen”,
США). Реакцию обратной транскрипции прово-
дили с помощью набора реагентов Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (“Thermo
scientific”, США). Амплификацию проводили с
использованием ПЦР-смеси qPCRmix-HS SYBR
(“Евроген”, Россия) на приборе CFX96 (“Bio-
Rad”, США).

Амплификацию кДНК проводили с использо-
ванием ген-специфичных праймеров (Дополни-
тельные материалы, табл. 1) [24]. Специфичность
амплификации контролировали с помощью ана-
лиза кривой плавления ПЦР продукта. Величины
пороговых циклов и величины относительной экс-
прессии автоматически вычислялись программой
Bio-Rad CFX Manager, версия 1.6.541.1028 (“Bio-
Rad”, США). Данные для каждого образца нор-
мализованы к референсному гену Ta2291 (фактор
риболизирования АДФ) [25]. Представленные
данные получены путем усреднения результатов
9 повторностей анализа (для каждой кДНК из
трех независимых образцов проведено три ПЦР).

Проведение Вестерн-блоттинга. Растительный
материал (листья) быстро растирали в жидком N2
и гомогенизировали в 0.1 M Tris-HCl, pH = 7.4–
7.6, содержащем 0.1% (v/v) β-меркаптоэтанола и
1 мМ PMSF (“Sigma-Aldrich”). Гомогенат цен-
трифугировали при 20000 g (20 мин, 4°С). Прово-
дили инкубацию полученного супернатанта в
ацетоне при –20°С в течение 30 мин, после этого
центрифугировали при 10000 g (10 мин, 4°С).
Осадок растворяли в Лэммли-буфере образца со-
ставом в конечной концентрации: 125 мМ Tris-
НСl, рН 6.8, 1 мМ EDTA, 10% (w/v) SDS, 20%
(v/v) глицерина, 10% (v/v) β-меркаптоэтанола,
0.05% (w/v) бромфенолового синего; затем инку-
бировали 5 мин при 97°С. После центрифугиро-
вания (10000 g, 15 мин) супернатант использовали
для SDS-электрофореза в 12.5% ПААГ, проводи-
мого в камере Mini-PROTEAN III Electrophoretic
Cell (“Bio-Rad”, США). В супернатанте опреде-
ляли концентрацию белка методом Брэдфорда
[26]. На дорожку вносили порцию белкового экс-
тракта, содержащую 15 мкг белка.

Перенос белков на нитроцеллюлозную мембра-
ну осуществляли согласно стандартному протоколу
с помощью электрофоретического блоттинга с бу-

фером (рН 8.3), содержащим 25 мМ Tris, 192 мМ
глицина, 10% (v/v) метанола, с использованием
камеры для переноса белков Mini Trans-Blot
(“Bio-Rad”, США). Для иммунодетекции исполь-
зовали кроличьи поликлональные антитела про-
изводства “Agrisera” (Швеция): к АОХ1/2 (AS04
054) в разведении 1 : 1000 и VDAC1 (AS07 212)
(внутренний контроль) в разведении 1 : 5000 и про-
изводства “PhytoAB Inc.” (США): к NDA1 (PHY
1037S) и NDB2 (PHY1555S) в разведении 1 : 1000.
Для обнаружения белка использовали хемилю-
минесцентный анализ. Для этого на мембрану на-
носили реагент, содержащий Н2О2 и люминол
(Clarity Western ECL Substrate, “Bio-Rad”, США).
Детекция и обработка изображения белковых по-
лос проведена с использованием гель-документи-
рующей системы (ChemiDoc) и программного
обеспечения Quantity One®1-D Analysis Software,
Version 4.6.9. (“Bio-Rad”, США). Интенсивность
окрашивания белковых полос определяли по от-
ношению к содержанию VDAC1.

Активность перекисного окисления липидов
(ПОЛ) оценивали по накоплению в листе ТБК-
реагирующих продуктов (ТБК-РП) [27]. Оптиче-
скую плотность супернатанта образца регистри-
ровали на спектрофотометре (“Shimadzu” UV-1700,
Япония) при длине волны 532 нм за вычетом не-
специфической оптической плотности при 600 нм.
Концентрацию (ТБК-РП) рассчитывали с ис-
пользованием коэффициента молярной экстинк-
ции (ε = 155/мМ см–1). Определения проводили в
3-кратной биологической повторности.

Статистическая обработка данных. В работе
приведены усредненные данные трех независи-
мых серий опытов. В таблицах и на графиках
представлены средние арифметические значения
и их стандартные ошибки. Все параметры рассчи-
таны на единицу сухой массы. Данные проанали-
зированы с помощью ANOVA с использованием
критерия Дункана при уровне значимости P < 0.05.
Для статистической обработки использовали
программу Statistica 6.1 software (“StatSoft. Inc.”,
Tulsa, OK, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Динамика Fv/Fm в зеленеющем листе

Для оценки общего состояния фотосинтетиче-
ского аппарата в присутствии ингибиторов опре-
делена величина Fv/Fm, характеризующая макси-
мальную фотохимическую активность и отража-
ющая способность ФС II использовать световую
энергию. В контрольных условиях (без ингибито-
ров) величина Fv/Fm возрастала в процессе зеле-
нения и достигала значений, характерных для
функционально зрелого листа (рис. 1). При дей-
ствии ингибиторов динамика изменения Fv/Fm
была в целом схожей с контрольным вариантом,
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но в первые 6 ч зеленения значения параметра
были ниже контрольных величин. После 12 ч зе-
ленения значения Fv/Fm во всех вариантах инги-
биторов достигали контрольных величин.

Дыхание и соотношение
дыхательных путей в листе

В контрольных условиях зеленеющий лист ха-
рактеризовался снижением скорости поглощения
О2 (Vt) в первые часы непрерывного освещения,
что, очевидно, связано с замедлением метаболи-
ческих процессов и адаптацией при переходе рас-
тений к световым условиям (рис. 2). После 2 ч
экспозиции на свету отмечали усиление почти
вдвое скорости дыхания, а к 6 ч дыхательная ак-
тивность имела максимальные за весь экспери-
ментальный период значения, около 4.0 мкмоль
О2/г сухой массы мин. После 12 ч зеленения ско-
рость поглощения О2 снизилась в 1.5 раза и под-
держивалась на уровне этих величин до конца
эксперимента. Под действием ингибиторов дина-
мика дыхания заметно изменялась. Активность
общего дыхания листьев, инкубированных СГК и
ротеноном, возрастала после 1 и 12 ч зеленения с
последующим снижением (рис. 2). В присутствии
антимицина значения Vt были низкими в начале
зеленения, возрастая (как и в вариантах с СКГ и
ротеноном) после 12 ч и снижаясь после суток не-
прерывного освещения.

Изменения скорости поглощения О2 под дей-
ствием ингибиторов были обусловлены модуляци-
ей активности дыхательных путей. СГК ингибиро-
вала максимальную активность АП, а дыхание
осуществлялось, главным образом, по цитохром-
ному пути, доля которого на свету достигала 75%
от общего дыхания. При этом немалую долю в пе-
риод 1–12 ч зеленения вносило остаточное дыхание
(до 20% от Vt). В присутствии антимицина и ротено-
на динамика дыхания в основном была связана с
изменением способности АП (Valt). Относитель-
ная доля Valt в период наибольшего подъема дыха-
ния (12 ч) достигала 75% от Vt. При действии ан-
тимицина и ротенона в течение всего экспери-
мента отмечали немалый вклад Vres в дыхание,
составляющий около 20% от Vt.

Таким образом, в отличие от контрольного ва-
рианта, при действии ингибиторов основной
подъем дыхания обнаружен в более поздний пе-
риод – после 12 ч зеленения. В условиях ингиби-
рования АП (в присутствии СГК) дыхание проте-
кало в основном по ЦП, при ингибировании ком-
плексов ЦП, наоборот – по АП.

Содержание транскриптов генов компонентов 
основного и альтернативных дыхательных 

электрон-транспортных путей
Изучали относительное содержание тран-

скриптов митохондриальных генов компонентов

Рис. 1. Величина максимального квантового выхода флуоресценции хлорофилла (Fv/Fm) в процессе зеленения листа
пшеницы на непрерывном свету (190 мкмоль/м2с) без воздействия ингибиторов (1) и после воздействия 3 мМ сали-
цилгидроксамовой кислоты (2), 10 мкМ антимицина (3), и ротенона (4). Представлены среднеарифметические значе-
ния из трех опытов (в каждом опыте n = 8) и их стандартные ошибки. Достоверность изменений параметра в процессе
деэтиоляции отмечена разными строчными латинскими буквами (ANOVA, тест Дункана, P < 0.05).
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Рис. 2. Влияние ингибиторов (салицилгидроксамовой кислоты, СГК, 3 мМ, антимицина и ротенона, 10 мкМ) на об-
щее дыхание (1), активности цитохромного (2) и альтернативного (3) путей дыхания (а) и соотношение цитохром-
ного (1), альтернативного (2) дыхательных путей и остаточного дыхания (3) (в % от общего дыхания) (б) в процессе
зеленения листа пшеницы на непрерывном свету (190 мкмоль/м2с). Представлены среднеарифметические значения
из трех опытов (в каждом опыте n = 5‒8) и их стандартные ошибки. Достоверность изменений параметра в процессе
зеленения отмечена разными строчными латинскими буквами (ANOVA, тест Дункана, P < 0.05).
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ЦП (субъединицу 7 комплекса I – NAD7, апоци-
тохрома b комплекса III – COB, субъединицу
II комплекса IV – COX2), АТФ-синтазы (cубъеди-
ницу а фактора Fo – ATP6) и ядерно-кодируемых

генов компонентов НФП (альтернативную окси-
дазу – AOX1a и AOX1c, “внешние” НАД(Ф)·Н-ДГ –
NDB1 и NDB2, “внутренние” НАД·Н-ДГ – NDA1
и NDA2, разобщающие белки UCP1 – UCP1a и
UCP1b) и АДФ/АТФ-транслоказы 1 (ANT1).

В контрольном варианте содержание тран-
скриптов NAD7, COB, COX2 и ATP6 после спада в
период 2‒6 ч увеличивалось, начиная с 12 ч (рис. 3).
Изменение уровня транскриптов АОХ1а носило
светозависимый характер, повышаясь с началом
зеленения и снижаясь после 6 ч экспозиции про-
ростков на свету. Относительное количество
транскриптов AOX1с было значительно ниже, чем
AOX1а. Существенное повышение количества
мРНК NDA1 фиксировали после 12 ч зеленения.
Изменение содержания транскриптов NDA2 имело
схожий, но несколько запаздывающий относи-
тельно АОХ1а характер, усиливаясь с 4 ч и снижаясь
после 24 ч зеленения. Содержание транскриптов
NDB1 было относительно низким и не проявляло
реакции на изменение условий светового режима.
Изменение уровня транскриптов NDB2, напро-
тив, имело выраженный характер динамики, воз-
растая к 12 ч зеленения с последующим снижением
после 24 ч. Относительный уровень мРНК UCP1b
был значительно выше, чем UCP1a. Наиболее вы-
сокое количество транскриптов UCP1b обнаруже-
но в этиолированных листьях и в период 6‒12 ч
зеленения. Аналогично, динамика изменения со-
держания транскриптов ANT1 была схожей с
UCP1b, с увеличением в период 4‒6 ч зеленения.

Анализ содержания мРНК исследованных ге-
нов в ответ на ингибирование переносчиков ды-
хательных путей показал большие различия на
уровне их экспрессии. Ингибирование СГК при-
вело к подавлению экспрессии генов АО. Относи-
тельное содержание транскриптов генов компо-
нентов ЦП и ATP6 заметно возрастало на первых
этапах зеленения (до 6 ч), затем снижаясь после
12 ч и вновь возрастая после 2 сут. освещения. От-
носительное содержание транскриптов несколь-
ких генов НФП – NDA2, NDB2, UCP1b, а также
ANT1 возрастало в период 2‒6 ч с пиком наиболь-
шей активности в 4 ч зеленения, NDB1 – несколько
позже, с максимумом активности в 12 ч. Относи-
тельное количество транскриптов NDA1 и UCP1a
было низким по сравнению с другими генами НФП.

Ингибирование комплекса III антимицином
привело к уменьшению относительного содержа-
ния транскриптов генов компонентов ЦП всех
дыхательных комплексов, особенно COB, но в пе-
риод после 12 ч уровень мРНК NAD7 возрастал.
Динамика содержания транскриптов ATP6 имела
небольшой подъем в период 2‒6 ч. В этот же пе-

риод (2‒6 ч) отмечали резкое увеличение относи-
тельного количества транскриптов всех генов НФП,
за исключением NDB1. Уровень мРНК АОХ1а после
2 ч зеленения оставался стабильно повышенным,
а динамика относительного содержания тран-
скриптов АОХ1с совпадала с таковой АОХ1а до 4 ч
зеленения, затем снижалась.

Ротенон, ингибитор комплекса I, ожидаемо
снижал содержание мРНК NAD7. Относительное
количество транскриптов COX2 и COB несколько
уменьшалось к 4 ч зеленения и так же на корот-
кий период (после 24 ч) возрастало. Относитель-
ное содержание транскриптов ATP6 после корот-
кого спада в первые 2 ч постепенно возрастало в
процессе зеленения. Содержание мРНК всех ге-
нов НАД(Ф)·Н-ДГ, а также АОХ1а увеличивалось
в зеленеющем листе. Относительное количество
транскриптов AOX1c, UCP1b и ANT1 возрастало в
период 4‒6 ч зеленения.

Содержание ряда белков переносчиков НФП

Обработка ингибиторами вызывала заметные
изменения в синтезе белков (рис. 4). На имму-
ноблотах, полученных из общей фракции белка,
выделенного из листа, видно, что при действии
СГК количество белка АО было заметно ниже,
чем в присутствии других ингибиторов. Антими-
цин и ротенон усиливали синтез АО, количество
которого постоянно возрастало в процессе зеле-
нения. При действии ротенона отчетливо прояв-
лялись две изоформы NDA1. Содержание NDA1
было выше в первые 6 ч зеленения. Максималь-
ные значения NDB2 в основном выявлены в пе-
риод 2‒6 ч. Необходимо отметить, что количе-
ство порина VDAC1, используемого в качестве
референсного, не было стабильным в процессе
зеленения. Особенно это заметно при действии
антимицина, в присутствии которого содержание
VDAC1 возрастало в период 4‒12 ч.

Перекисное окисление липидов

Оценка состояния степени развития окисли-
тельных реакций по уровню перекисного окисле-
ния липидов (ПОЛ) показала, что в контрольных
условиях и при действии ингибиторов активность
ПОЛ в этиолированных тканях была сравнитель-
но выше, чем в начале зеленения (рис. 5). Затем
уровень ПОЛ возрастал и достигал максимальных
величин к 6 ч. После этого периода активность
ПОЛ снижалась и характеризовалась стабильны-
ми величинами до конца эксперимента. При дей-
ствии антимицина величины ПОЛ в период 0‒6 ч
были выше, чем в контроле и в присутствии дру-
гих ингибиторов. После этого периода значения
ПОЛ выравнивались во всех вариантах.
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Рис. 3. Влияние ингибиторов (салицилгидроксамовой кислоты, СГК, 3 мМ, антимицина и ротенона, 10 мкМ) на от-
носительное содержание транскриптов ряда генов белков митохондрий в процессе зеленения листа пшеницы на не-
прерывном свету (190 мкмоль/м2с). Гены компонентов основного цитохромного пути: субъединицы 7 комплекса I –
NAD7 (1), апоцитохрома b комплекса III – COB (2), субъединицы II комплекса IV – COX2 (3), АТФ-синтазы (cубъеди-
ницы а фактора Fo – ATP6) (4) и ядерно-кодируемых генов компонентов нефосфорилирующих путей (альтернативной
оксидазы – AOX1a (5) и AOX1c (6), “внешних” НАД(Ф)·Н-ДГ – NDB1 (7) и NDB2 (8), “внутренних” НАД·Н-ДГ – NDA1 (9)
и NDA2 (10), разобщающих белков UCP1 – UCP1a (11) и UCP1b (12)) и АДФ/АТФ-транслоказы 1 (ANT1) (13). Ta2291
(фактор рибозилирования АДФ) использован как референтный ген. Представлены среднеарифметические значения
из трех опытов (n = 9) и их стандартные ошибки.
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Рис. 3. Окончание
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ОБСУЖДЕНИЕ

Применение ингибиторов функций органелл
является важным инструментом в изучении их
метаболизма и путей взаимодействия в клетке [13,
14]. Для более детального понимания функциони-
рования митохондриальной ЭТЦ в процессе зеле-
нения листа пшеницы изучены эффекты ингиби-
торов дыхательных комплексов на скорость дыха-
ния, соотношение дыхательных путей, экспрессию
и синтез белков компонентов ЭТЦ, а также общее
состояние фотосинтетического аппарата.

Нарушение функций АО, комплекса I или III
ЭТЦ вызывало негативный эффект на функцио-

нирование формирующегося фотосинтетического

аппарата. Показано, что в период до 6 ч непре-

рывного освещения происходит формирование

тилакоидных мембран из проламеллярных тел и

интеграция хлорофилла в пигмент-белковые

комплексы ФС I и ФС II [28]. Поэтому величина

Fv/Fm в контрольных условиях ожидаемо пони-

женная. В присутствии ингибиторов значения

Fv/Fm были еще более низкими по сравнению с

контрольным вариантом, что косвенно свидетель-

ствовало о задержке развития фотосинтетического

аппарата. В зеленеющих при разном уровне освеще-

ния (10, 100 и 500 мкмоль/(м 2 с) листьях A. thaliana

Рис. 4. Влияние ингибиторов (салицилгидроксамовой кислоты, СКГ, 3 мМ, антимицина и ротенона, 10 мкМ) на со-
держание альтернативной оксидазы (АОХ), “внутренней” НАД·Н-ДГ (NDA1) и “внешней” НАД(Ф)·Н-ДГ (NDB2) в
белковом экстракте, полученном из листа пшеницы в процессе зеленения в течение 48 ч (а). Относительная интенсив-
ность окрашивания белковых полос выражена по отношению к порину (VDAC1) как внутреннему контролю (б). Раз-
ные надстрочные символы обозначают достоверность изменений параметра между вариантами (ANOVA, тест Краске-
ла-Уоллиса, P < 0.05).
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дикого экотипа, обработанных СГК, а также нока-

утной по AOX1a линии (aox1a) происходило увели-

чение соотношения НАД·Н/НАД+ в митохондриях

и НАДФ·Н/НАДФ+ в развивающихся хлоропла-
стах, что сопровождалось снижением эффективно-

сти импорта пластидного белка и нарушением син-
теза тетрапирролов и фитола [21]. Сделано предпо-

ложение, что НАД·Н митохондрий функционирует
как метаболический сигнал, изменяющий величину

НАДФ·Н/НАДФ+ в хлоропластах и регулирую-

щий биосинтез хлорофилла. В листьях Phaseolus
vulgaris, обработанных СГК, в условиях низкой

освещенности (40 мкмоль/м2 с) ингибитор АО не

влиял на состояние ФС II, однако при переносе
растений в условия повышенной освещенности

(1800 мкмоль/м2 с) фотохимическая активность

снижалась почти вдвое [29].

После 12 ч зеленения, когда фотосинтетиче-
ский аппарат был сформирован [28], значения

Fv/Fm при действии всех ингибиторов достигали

контрольных величин. Это указывает на то, что
зрелый фотосинтетический аппарат в условиях

“нормального” освещения менее чувствителен к
редокс-состоянию дыхательной ЭТЦ. Это под-

тверждают данные, полученные другими автора-
ми, об отсутствии изменений величины Fv/Fm в

листьях табака, выращенных при освещенности

150 мкмоль/м2 с и подверженных действию раз-
ных ингибиторов ЭТЦ (в том числе, антимицина)

[14]. Однако инкубация с антимицином, в отли-
чие от миксотиазола и олигомицина, вызывала
снижение других параметров флуоресценции хло-
рофилла, включая нефотохимическое тушение
флуоресценции хлорофилла. Авторы связывают ин-
гибирующий эффект антимицина с его свойством
подавлять циклический транспорт электронов
(ЦТЭ) в ФС I с акцепторной стороны в хлЭТЦ и,
соответственно, снижать способность ЦТЭ к
поддержанию низкого рН люмена. Это, в свою
очередь, ослабляет адаптивность фотосинтетиче-
ской системы в изменяющихся метаболических
условиях при ингибировании комплекса III в ми-
тохондриях. В нашем исследовании антимицин
индуцировал процессы ПОЛ сильнее, чем другие
ингибиторы, но только в ранний период зелене-
ния (до 6 ч) (рис. 5).

В целом, активность ПОЛ в присутствии всех
ингибиторов даже снижалась после 12 ч зелене-
ния и оставалась на постоянном уровне до конца
эксперимента. Это указывало на эффективность
функционирования клеточных систем защиты,
включая фотопротекторные механизмы в разви-
тых хлоропластах.

Вопрос о влиянии ингибиторов ЭТЦ на состоя-
ние фотосинтетического аппарата листа в процессе
зеленения требует более детальных исследований и
может быть полезен для выявления молекулярных
механизмов взаимодействий митохондрий с хло-
ропластами. В целом, полученные нами данные

Рис. 5. Активность перекисного окисления липидов, измеренная по содержанию ТБК-реагирующих продуктов
(ТБК-РП), в листе проростков пшеницы в процессе зеленения на непрерывном свету (190 мкмоль/м2 с) без воздействия
ингибиторов (1) и после воздействия 3 мМ салицилгидроксамовой кислоты (2), 10 мкМ антимицина (3), и ротенона (4).
Представлены среднеарифметические величины и их стандартные ошибки из трех независимых серий опытов (n = 3).
Разные надстрочные символы обозначают достоверность изменений параметра между вариантами (ANOVA, тест Дун-
кана, P < 0.05).
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свидетельствовали об участии АО и комплексов
ЦП в обеспечении оптимальных условий для
формирования фотосинтетического аппарата.

Необходимо отметить, что эффекты ингиби-
торов ЭТЦ на формирующийся фотосинтетиче-
ский аппарат проявлялись после 1 ч инкубации в
соответствующих растворах. Это свидетельство-
вало о быстрой передаче сигналов из митохон-
дрий в ядро и хлоропласты, “оповещающей” о на-
рушении функций дыхательных органелл. Зависи-
мость экспрессии ряда ядерных генов, кодирующих
хлоропластные белки, и транскрипционной актив-
ности хлоропластных генов от редокс-статуса мито-
хондриальной ЭТЦ показана в некоторых работах
[11, 30, 31]. Устойчивый негативный эффект на
экспрессию генов пластидной РНК-полимеразы
(NEP, PEP) проявлялся уже через 1 ч действия ин-
гибиторов ЭТЦ [31]. Считается, что сигнальными
молекулами митохондриальных ретроградных пу-
тей могут быть активные формы кислорода или азо-
та (АФК/АФА), редокс-статус НАД(Ф)·Н, соот-
ношение АТФ/АДФ, уровень антиоксидантов и
других метаболитов [2].

Реакция ФА на действие ингибиторов ЭТЦ
митохондрий, очевидно, была следствием нару-
шений функционирования дыхательной цепи. В
присутствии ингибиторов, по сравнению с кон-
трольным вариантом, основной подъем дыхания
обнаружен на более позднем этапе – после 12 ч
зеленения, что еще раз указывает на повышенную
чувствительность зеленеющей клетки в период
формирования тилакоидной системы. При этом
ингибиторы АО и комплексов ЭТЦ вызывали
разнонаправленные эффекты на активность ды-
хательных путей. СГК активировало ЦП и подав-
ляло АП и, наоборот, антимицин и ротенон сни-
жали активность ЦП и индуцировали активность
АП. В присутствии СГК относительная доля АП
не превышала 40%, а ингибиторов ЦП – достига-
ла 75% от общего дыхания. Усиление дыхания по
цитохромному пути при инкубации с ингибито-
рами АО, а также в антисенсовых и нокаутных по
АОХ1а растениях в стрессовых условиях показано
и в других работах [29, 32, 33]. Выявлено, что уси-
ление активности ЦП in vivo в антисенсовых по
АОХ1а растениях Arabidopsis thaliana при сильном
освещении было связано с тем, что АП функцио-
нировал на максимально возможном уровне, и в
этих условиях ЦП увеличивал свою емкость, при-
нимая большее количество электронов [32]. При
действии антимицина и ротенона перестройка
дыхательной системы была направлена на акти-
вацию АП. Повышение активности альтернатив-
ного дыхания в присутствии ингибиторов и дис-
функций комплексов ЦП, особенно в условиях
стресса, обнаружено в других исследованиях [12,
14, 34]. Полученные данные свидетельствуют о
тесном взаимодействии двух дыхательных путей
на метаболическом и сигнальном уровне и их

быстрой перестройке в ответ в митохондриаль-
ные дисфункции.

Компенсаторные реакции, выявленные в от-
вет на действие ингибиторов, особенно заметны
на тепловой карте, в которой представлены
усредненные величины относительной экспрес-
сии генов в процессе зеленения по сравнению с
величинами относительной экспрессии генов в
этиолированном листе (рис. 6). В условиях подав-
ления АО при инкубации с СГК на ранних этапах
зеленения (2‒6 ч) происходило увеличение отно-
сительного содержания транскриптов не только
генов субъединиц комплексов ЦП, но и некото-
рых генов компонентов других НФП – NDA2,
NDB2, UCP1b. В работах, в том числе проводимых
нами, часто обнаруживается усиление уровня от-
носительного содержания транскриптов “дыха-
тельных” генов в мутантных линиях с подавлен-
ной экспрессией АОХ1а на свету и/или при дей-
ствии других стресс-факторов [11, 33, 35]. Важная
роль АО в метаболизме растительной клетки вы-
явлена и при анализе транскриптома корней та-
бака в нормальных условиях роста при ингибиро-
вании СГК [36]. Авторы показали, что подавле-
ние АО ингибитором в концентрации 1‒5 мМ
вызывает изменение экспрессии генов биосинтеза
ауксина и систем восприятия гормона, детоксифи-
кации АФК, клеточного цикла, метаболизма кле-
точной стенки и, в целом, нарушения развития
корня и формирования клеточных волосков.

Ингибиторы комплексов ЦП, антимицин и
ротенон, несколько различались по эффектам на
экспрессию “дыхательных” генов. Ротенон вызы-
вал снижение относительного содержания тран-
скриптов NAD7 и почти не влиял на экспрессию
других генов ЦП. Это, вероятно, связано с роте-
нон-нечувствительными НАД(Ф)·Н-ДГ, распо-
ложенными с обеих сторон внутренней мембраны,
которые могут доставлять электроны к убихинону
из матрикса или из межмембранного простран-
ства и обеспечивать функционирование других
комплексов ЭТЦ и производство АТФ. Показано,
что дисфункции комплекса I вызывают экспрессию
генов НАД(Ф)·Н-ДГ совместно с АО, которая игра-
ет роль усилителя стресс-сигнала и стресс-ответа
[1, 2, 12]. Коэкспрессия генов АО и НАД(Ф)·Н-ДГ
часто обнаруживается при ограничении активности
ЦП и направлена на уменьшение повреждающих
флуктуаций стресса [1]. Хорошо известна коэкс-
прессия АОХ1а с NDB2 при стрессе. Выявлено,
что промоторы AtAOX1a и AtNDB2 содержат оди-
наковый цис-регуляторный элемент I1, отвечаю-
щий за МРР-зависимую индукцию их экспрессии
[37]. Однако идентичные паттерны экспрессии
AtAOX1a и AtNDB2 обнаружены в большинстве, но
не во всех вариантах экспериментов (свет, уровень
СО2, химические агенты), что, в целом, указывает

на существование разных путей передачи сигнала,
регулирующих экспрессию данных генов [38].



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 69  № 6  2022

ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОРОВ ЭЛЕКТРОННОГО ТРАНСПОРТА 609

Действительно, в контрольных условиях зеленения
относительное содержание транскриптов NDB2
увеличивалось в более поздний период, чем АОХ1а,
а при действии ингибиторов, напротив, динамика
изменения уровня мРНК данных генов имела
схожий характер (рис. 3).

Среди генов субъединиц переносчиков ЦП
подавляющий эффект антимицина проявился в
отношении COB, что очевидно связано с блоки-
рующим эффектом антимицина на Qin-сайт ком-

плекса III и транспорт электронов от цитохрома b
к окисленному убихинону Q. В работе [30] повыше-
ние содержания транскриптов митохондриальных
генов после 4 ч действия антимицина авторы объяс-
нили в соответствии с механизмом редокс-регуля-
ции генной экспрессии в митохондриях. В отли-
чие от антимицина, индуцирующего создание
участка дыхательной цепи с “более низким по-
тенциалом” и накопление нестабильного семи-
хинона на Qout-сайте [13], цианид калия, ингиби-

рующий комплекс IV и приводящий дыхательную
цепь в полностью восстановленное состояние,
подавлял накопление транскриптов почти всех
исследованных митохондриальных генов [30].

Известно, что антимицин приводит к накопле-
нию нестабильного семихинона, который является
основным источником электронов для генерации
супероксид-радикала комплексом III. Увеличение
генерации АФК индуцирует МРР-путь и экспрес-
сию генов компонентов НФП, участвующих в
предотвращении окислительного стресса [14]. МРР-
сигнальный путь экспрессии AtAOX1a регулиру-
ется такими факторами транскрипции как ABI4,
WRKY, MYB29 и NAC [1, 4]. В присутствии анти-
мицина относительный уровень мРНК АОХ1а в
зеленеющем листе был наиболее высоким, по
сравнению с контрольным вариантом и при дей-
ствии других ингибиторов, в течение всего экспе-

римента, с пиком после 6 ч (рис. 3). Поддержание
высокого уровня экспрессии АОХ1а в уже зеле-
ном листе после 24 ч, по-видимому, связано с ин-
гибирующим влиянием антимицина на ЦТЭ в
ФС I, участвующем в предотвращении перевос-

становления пула НАДФ+. Ранее нами показана
активация после 12 ч окислительной способности
митохондрий в присутствии экзогенного НАД·Н
и глицина, свидетельствующая об увеличении на-
грузки на дыхательную цепь в результате усиле-
ния фотосинтетической и фотодыхательной ак-
тивности [23].

В целом, в отличие от контрольного варианта,
дыхание, накопление транскриптов генов и син-
тез кодируемых ими белков дыхательных компо-
нентов, особенно НФП, в присутствии ингибито-
ров проявляли более поздний характер активации
(после 6 ч). Очевидно, это связано с реакцией раз-
вивающегося фотосинтетического аппарата на
изменение редокс-статуса ЭТЦ митохондрий и
сигналами пластид в ядро об изменении соб-
ственного статуса и, как следствие этого, подав-
лением экспрессии “дыхательных” генов. В усло-
виях постоянного ингибирования ЭТЦ это могло
привести к задержке развития хлоропластов, как
это показано в экспериментах с воздействием
СГК и с нокаутными по АОХ линиями растений
[21, 29]. Полученные данные косвенно указывают
на взаимодействие МРР-путей с ретроградными
сигнальными системами пластид, а также их пе-
ресечения с гормональной сигнализацией и други-
ми сигнальными путями клетки [4]. В настоящее
время эти вопросы имеют дискуссионный харак-
тер и являются предметом углубленных деталь-
ных исследований.

АТФ, образованный при дыхании, является
основным источником энергии для биосинтети-
ческих процессов. Считается, что АТФ-синтаза

Рис. 6. Тепловые карты генов, кодирующих некоторые белки митохондрий в листе пшеницы при зеленении относи-
тельно величин содержания транскриптов генов в этиолированном листе (принято за единицу, 1), полученные в усло-
виях действия разных ингибиторов (салицилгидроксамовой кислоты, СГК, 3 мМ; антимицина и ротенона, 10 мкМ).
Черный цвет обозначает увеличение, белый – снижение относительного содержания транскриптов гена.
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чувствительна к окислительному стрессу [17]. Об-
работка антимицином и перекисью снижала со-
держание субъединиц α, β и d АТФ-синтазы и
экспрессию некоторых генов [34]. Однако экспе-
рименты, проведенные с помощью технологии
ДНК-микрочип, не выявили явного подавляюще-
го эффекта ингибиторов на экспрессию ядерных
генов, кодирующих АТФ-синтазу в растениях
A. thaliana [39].

В процессе зеленения листа пшеницы в кон-
трольных условиях динамика содержания тран-
скриптов ATP6, гена субъединицы а фактора Fo

АТФ-синтазы, как и генов компонентов ЦП,
имела тенденцию к снижению в период 2‒12 ч. В
присутствии СГК уровень мРНК ATP6 заметно
повышался в ранний период зеленения (2‒6 ч).
Ингибиторы ЦП оказывали слабый стимулирую-
щий эффект на экспрессию гена субъединицы
АТФ-синтазы, поскольку пропускная способ-
ность по ЦП хоть и снижалась, но не полностью
ингибировалась.

Интересным фактом было усиление относи-
тельного содержания транскриптов UCP1b и
ANT1 в период 2‒6 ч, в том числе, в сравнении с
контрольными величинами (без ингибиторов).
Разобщающие белки UCP и адениннуклеотидная
транслоказа ANT катализируют протонную про-
водимость через митохондриальные мембраны и
рассеивают протонный градиент [18]. Активация
UCP и ANT, по-видимому, была направлена на
стабилизацию редокс-баланса ЭТЦ. Функция
ANT также могла быть связана с усилением пере-
носа АТФ/АДФ и улучшением снабжения АТФ
для быстро развивающихся хлоропластов в усло-
виях дефицита энергии при действии ингибито-
ров ЭТЦ. Это согласуется с результатами других
исследований. При изучении состава и активно-
сти OXPHOS в корнях пшеницы, обработанных
смесью ротенона и антимицина, обнаружено по-
явление белков ANT и увеличение содержания 8'-
гидроксилазы АБК, снимающей ингибирующее
влияние АБК на перенос АТФ белками ANT [19].
8'-гидроксилаза АБК или цитохром P450-зависи-
мая монооксигеназа, участвующая в окислении
различных соединений, в основном связана с ЭР
(некоторые формы локализованы и во внутренней
мембране митохондрий), поэтому может считаться
компонентом немитохондриального (остаточного)
дыхания. При стрессе часто обнаруживается усиле-
ние немитохондриального дыхания, которое мож-
но связать с его участием в защите клетки от избыт-
ка кислорода и АФК [40]. В процессе зеленения в
присутствии всех ингибиторов нами также выяв-
лено увеличение доли остаточного дыхания в пе-
риод 1‒12 ч.

Обратил также на себя внимание факт увели-
чения количества VDAC1 при действии антими-
цина в период 4‒12 ч. Известно, что помимо ANT

и даже АТФ-синтазы как возможных компонен-
тов PTP, в формировании поры не исключено
участие потенциал-зависимого анионного канала
(VDAC) [17]. Усиление экспрессии ANT1 и коли-
чества VDAC1 при действии ингибиторов ЭТЦ
может косвенно указывать на активацию PTP как
механизма “рассеивания” мембранного потенци-
ала и поддержания редокс-баланса. Вопрос нуж-
дается в более детальных исследованиях.

Таким образом, ингибиторы ЭТЦ оказали
наиболее сильное влияние на физиологические
параметры зеленеющего листа в период 1‒6 ч, со-
ответствующего этапу формирования тилакоид-
ной системы хлоропластов из этиопластов. При
действии всех ингибиторов ЭТЦ в этот период
обнаружено, в сравнении с контрольным вариан-
том, снижение величины Fv/Fm, свидетельствующее

о повышенной чувствительности развивающегося
фотосинтетического аппарата к изменению мета-
болического состояния митохондрий, и спад ды-
хательной активности. При этом ингибиторы
оказывали разнонаправленный эффект на соот-
ношение дыхательных путей и экспрессию “ды-
хательных” генов. Подавление АО приводило к
активации транспорта электронов по ЦП и, по-
видимому, АТФ-синтазной активности, а инги-
бирование комплексов ЦП в большей степени
вызывало усиление дыхания по АП и экспрессии
генов компонентов НФП. Активация систем разоб-
щенного дыхания (UCP) и адениннуклеотидной
транслоказы (ANT), очевидно, была направлена на
стабилизацию редокс-баланса ЭТЦ и усиление
переноса АДФ/АТФ для улучшения снабжения
АТФ и преодоления дефицита энергии при огра-
ничении активности ЦП. В целом, обнаружен-
ные эффекты нарушения функций АО и ЦП на
экспрессию “дыхательных” генов и состояние
фотосинтетического аппарата могут быть ча-
стью сложных сигнальных путей, регулирующих
реакцию генома ядра, хлоропластов и митохон-
дрий в соответствии с метаболическим состоя-
нием дыхательных органелл. Необходимо более
глубокое изучение компонентов сигнальных пу-
тей, связывающих дыхательную и фотосинтети-
ческую функцию.

Работа выполнена в рамках темы Государ-
ственных бюджетных НИОКТР “Фотосинтез,
дыхание и биоэнергетика растений и фототроф-
ных организмов (физиолого-биохимические, мо-
лекулярно-генетические и экологические аспек-
ты)” (№ 122040600021-4).

Для проведения ОТ-ПЦР использовано обо-
рудование ЦКП “Молекулярная биология”, Ин-
ститут биологии Коми НЦ УрО РАН.
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