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Изучены процесс гибели клеток суспензионной культуры сахарного тростника (Saccharum offici-
narum L.) после действия отрицательной температуры –8°С и особенности функционирования ми-
тохондрий в этот период. Выявлено, что причиной гибели клеток после окончания действия стрес-
сового фактора оказалось развитие окислительного стресса и повреждения отдельных компонентов
ЭТЦ митохондрий – субъединицы II цитохром с оксидазы и α- и β-субъединиц АТФ-синтазы.
В этих условиях активность альтернативного пути дыхания (АП) сохранялась на контрольном уров-
не значительно дольше и снижалась медленнее, чем активность цитохромного пути. Коллапс дыха-
ния происходил через 6 ч после действия отрицательной температуры после выхода цитохрома с из ми-
тохондрий. При этом вклад АП в дыхание целых клеток и изолированных митохондрий у суспензион-
ной культуры S. officinarum возрастал до 70%. Таким образом, функционирование AП способствовало
поддержанию дыхательного метаболизма в клетках S. officinarum после стрессовой обработки и способ-
ствовало выживанию почти 20% клеток в культуре.
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ВВЕДЕНИЕ

Температура является одним из главных эко-
логических факторов, определяющих распро-
странение и продуктивность растений. Верхним
температурным пределом, ограничивающим
жизнедеятельность организмов, считается темпера-
тура денатурации большинства клеточных белков,
нижним – температура замерзания внутриклеточ-
ной воды [1, 2]. Растения способны выдерживать
действие низких неблагоприятных температур
благодаря развитию механизмов низкотемпера-
турной адаптации, затрагивающей разные уровни
клеточного метаболизма. В период адаптации из-
меняется экспрессия генов и синтезируются спе-
циализированные белки (например, дегидрины и
антифризные белки), накапливаются раствори-
мые сахара и другие соединения, выполняющие
криопротекторную функцию, увеличивается со-
держание ненасыщенных жирных кислот в составе
мембранных липидов, повышается текучесть
мембран и др. [2, 3]. Клеточное дыхание пред-

ставляет собой важное звено в механизмах адап-
тации. С одной стороны, для реализации адапта-
ционных механизмов требуется дополнительная
энергия, а с другой стороны, ростовые процессы
растений в условиях пониженных температур
угнетены и, соответственно, расход энергии со-
кращается. В связи с этим, в результате охлажде-
ния растений интенсивность дыхания может как
возрастать, так и снижаться. Подавление окисли-
тельного фосфорилирования в последействии
низкой температуры сопряжено со снижением
окислительной активности [4]. Уменьшение интен-
сивности дыхания при формировании устойчиво-
сти к неблагоприятным низким температурам мо-
жет происходить вследствие ингибирования ак-
тивности водорастворимых и мембраносвязанных
ферментов дыхания пониженными температура-
ми [5]. В целом реакции дыхания растений на дей-
ствие низких положительных и отрицательных
температур весьма сходны, а различия определяют-
ся чувствительностью изучаемых видов к холоду и
морозу и интенсивностью воздействия [6–9]. Так,
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для устойчивых видов древесных растений пока-
зано повышение дыхательной активности после
действия отрицательных температур, в то время
как неустойчивые виды реагировали на снижение
температуры ниже 0°С падением скорости дыха-
ния [8]. У растений арабидопсиса (экотип Colum-
bia) наблюдали увеличение дыхательной активно-
сти в период восстановления после заморажива-
ния до сублетальных температур [9]. Напротив, у
озимой пшеницы Triticum aestivum L. снижение
дыхательной активности клеток суспензионной
культуры и скорости дыхания митохондрий из
этиолированных проростков после действия тем-
пературы –8°С предшествовало гибели клеток и
проростков, соответственно [10, 11]. Однако неяс-
но, являлось ли снижение дыхания, наблюдаемое в
последействии летальной отрицательной темпера-
туры, итогом непосредственных повреждений,
вызванных замерзанием тканей, либо результа-
том коллапса метаболизма из-за неспособности
клетки восстановиться после сильного стрессо-
вого воздействия. Поскольку ограничение интен-
сивности дыхания у растений в условиях низко-
температурного воздействия может происходить
в результате снижения ферментативной активно-
сти, важно знать, как реагируют отдельные ком-
поненты ЭТЦ митохондрий на действие низких
температур. В ЭТЦ митохондрий растений поми-
мо основного цитохромного пути (ЦП) функцио-
нирует альтернативный путь дыхания (АП), связан-
ный с функционированием цианид-резистентной
альтернативной оксидазы (АО). АО ответвляется от
основной ЭТЦ на уровне пула убихинон/убихи-
нол и окисляет непосредственно убихинол, восста-
навливая кислород до воды. АО не способна к пере-
носу протонов, и энергия потока электронов вы-
свобождается в виде тепла. Показано, что АО
принимает участие в адаптации к гипотермии, а че-
рез АП осуществляется транспорт электронов в
условиях ограничения функционирования ЦП
[12, 13]. Хотя роль АП в процессе адаптации дыха-
ния растений к холоду широко освещена в литера-
туре, полное понимание реакции данного пути
дыхания на низкотемпературные воздействия,
особенно действие отрицательной температуры,
отсутствует. О большой вариативности реакций АО
на снижение температуры свидетельствует тот факт,
что при кратковременном действии низких темпе-
ратур чувствительность АП может быть сопоставима
с чувствительностью ЦП [14]. Увеличение или
уменьшение активности АП в условиях низкотем-
пературного стресса, вероятно, является одним из
механизмов регуляции фосфорилирующего и не-
фосфорилирующего дыхания в митохондриях рас-
тений в этих условиях. Другим механизмом может
быть ингибирование АТФ-синтазы низкими тем-
пературами, поскольку из всех компонентов ЭТЦ
митохондрий данный фермент отличается наи-
большей чувствительностью к холоду [15, 16].

Целью данной работы было изучение измене-
ний в функционировании митохондрий в клетках
S. officinarum, вызванных действием отрицатель-
ной температуры, и выявление роли этих измене-
ний в дальнейшей судьбе клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследования использова-
ли суспензионную культуру клеток сахарного
тростника Saccharum officinarum L. (сорт POJ2878,
линия, устойчивая к аноксии, полученная в Ин-
ституте физиологии растений им. К.А. Тимирязе-
ва РАН, любезно предоставленная к.б.н., с.н.с.
Сибирского института физиологии и биохимии
растений СО РАН В.Н. Шмаковым). Культуру
выращивали на модифицированной MS-среде в
200 мл колбах Эрленмейера, в темноте в термоста-
тируемой комнате при 26°С с постоянным переме-
шиванием на роторном шейкере при 130 об/мин
[16]. Культуру пересаживали каждые 14 суток с
разведением свежей средой 1 : 7. Через 8 суток
культивирования, когда культура находилась в
ранней логарифмической фазе, ее подвергали
воздействию отрицательной температуры.

В стерильных условиях культуру S. officinarum
(по 10 мл) перемещали в 50 мл колбы Эрленмейе-
ра и подвергали воздействию отрицательной тем-
пературы. Обработку проводили в инкубаторах
MIR-153 и MIR-154 (“Sanyo”, Япония). Охлажде-
ние культуры S. officinarum до действующей темпе-
ратуры –8°С осуществляли в течение 45–50 мин (по
0.5–1°С/мин), после чего культуру выдерживали
при данной температуре в течение 2 ч. Замерза-
ния питательной среды во время охлаждения и в
период экспонирования не происходило. Нагре-
вание культуры до 26°С осуществляли в течение
15–20 мин после обработки.

Микроскопический анализ клеток проводили
с помощью светового микроскопа Axiostar plus
(“Carl Zeiss”, Германия) и инвертированного
флюоресцентного микроскопа AxioObserver Z1
(“Carl Zeiss”, Германия) с цифровой монохром-
ной камерой AxioCam MRm3 и пакетом про-
граммного обеспечения для захвата и анализа
изображений “AxioVision Rel.4.6”. В работе были
использованы следующие фильтры: Filter set 15
(EX BP 546/12, BS FT 580, EM LP 590) и Filter set 10
(EX BP 450-490, BS FT 510, EM BP 565).

Доли живых и мертвых клеток в культуре опре-
деляли с помощью двойного окрашивания флюо-
ресцентными зондами: прижизненным флюорес-
цеин диацетатом (FDA, 50 мкМ) и летальным
пропидий иодидом (PI, 7 мкМ) [17]. 100 мкл куль-
туры помещали в микроцентрифужные пробирки
объемом 2 мл и инкубировали в течение 2 мин
при 26°С в присутствии красителей FDA и PI при
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постоянном перемешивании на минитермошей-
кере TS-100 (“BioSan”, Латвия).

Для определения уровня АФК использовали
флюоресцентный зонд 2',7'-дихлородигидрофлюо-
ресцеин диацетат (H2DCF-DA, 1 мкM) в соответ-
ствии с методом, описанным ранее [10]. 100 мкл
культуры помещали в микроцентрифужные про-
бирки объемом 2 мл и инкубировали в присут-
ствии H2DCF-DA в течение 10 мин при 26°C при
постоянном перемешивании на минитермошей-
кере TS-100 (“BioSan”, Латвия).

Для количественной визуализации электрохи-
мического потенциала на внутренней митохон-
дриальной мембране (ΔΨm) применяли потенци-
ал-зависимый флюоресцентный катионный зонд
5,5',6,6'-тетрахлоро-1,1',2,2'-тетраэтилбензими-
дазолокарбоцианин (JC-1, 20 мкM) в соответ-
ствии с методом, описанным ранее [10]. 100 мкл
культуры помещали в микроцентрифужные про-
бирки объемом 2 мл, добавляли 100 мкл буфера для
окрашивания (25 мM MES, 2% глицерол, pH 5.5).
Смесь инкубировали в присутствии JC-1 в тече-
ние 10 мин при 26°С при постоянном перемеши-
вании на минитермошейкере TS-100 (“BioSan”,
Латвия). Определение уровня АФК и ΔΨm также
проводили в присутствии 0.8 мМ цианида калия
(KCN, ингибитор комплекса IV дыхательной цепи),
20 мМ карбонил-цианид-m хлорофенилгидразина
(CCCP, протонофор) и 1 мМ монойодацетата Na
(МИА, ингибитор глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназы).

Для выделения митохондрий отфильтрован-
ную культуру (5–8 г) заливали средой для гомоге-
низации (0.002 мM ЭДТА, 0.01 M Трис-HCl, 0.3 M
сахароза, pH 7.5) в соотношении 1 : 4. Культуру
гомогенизировали в охлажденной фарфоровой
ступке для устранения крупных комков, а затем
гомогенат переносили в пробирки, которые по-
мещали в охлажденную ультразвуковую ванну
объемом 1.3 л с рабочей частотой 35 кГц (“Сап-
фир”, Россия) для разрушения клеточной стенки
и плазмалеммы. Обработку ультразвуком прово-
дили в четыре этапа по 10 мин, в промежутках
осуществляя аккуратное помешивание содержи-
мого пробирок. В дальнейшем митохондрии вы-
деляли с помощью дифференциального центри-
фугирования с использованием центрифуги с
охлаждением Allegra 64R (“Beckman Coulter”,
США) [13]. Суспензию митохондрий хранили на
льду и использовали для анализа целостности
внешней мембраны и дыхательной активности.
Интактность внешней мембраны митохондрий
рассчитывали по скорости аскорбат-зависимого
стимулируемого цитохромом с KCN-чувстви-
тельного поглощения кислорода в отсутствие и в
присутствии 0.04% Тритона Х-100.

Скорость поглощения кислорода клетками
суспензионной культуры S. officinarum и дыха-

тельную активность изолированных митохондрий
измеряли при 26°С с использованием системы
“Oxytherm” (“Hansatech Instruments”, Велико-
британия). Чтобы отделить митохондриальное
дыхание от неспецифического поглощения кис-
лорода, в полярографическую ячейку с культурой
клеток последовательно добавляли 0.8 мМ KCN и
2 мМ бензгидроксамовую кислоту (БГК – ингиби-
тор АО). Оптимальные концентрации ингибиторов
определяли титрованием культуры клеток с повы-
шающейся концентрацией ингибиторов до мини-
мальной насыщающейся скорости поглощения О2.
Поглощение кислорода, оставшееся после добав-
ления ингибиторов, считали неспецифическим и
не принимали в расчет дыхательной активности.
Скорость дыхания культуры клеток выражали в
нмоль О2/(мин г сырой массы).

Среда для определения дыхательной активности
изолированных митохондрий содержала 300 мМ са-
харозу, 18 мM KH2PO4 (pH 7.4), 5 мМ ЭДТА, 10 мМ
KCl и 0.3% БСА. В качестве субстрата окисления
использовали 10 мМ малат в присутствии 10 мМ
глутамата (для предотвращения оксалоацетатно-
го ингибирования). Скорость окисления субстра-
тов измеряли в присутствии 200 мМ АДФ (состо-
яние 3 по Чансу). KCN-чувствительное дыхание
(цитохромный путь дыхания, ЦП) рассчитыва-
лось как часть дыхания в состоянии 3, которое
ингибировалось 0.4 мМ цианидом калия (KCN).
KCN-резистентное дыхание, связанное с функ-
ционированием АО (альтернативный путь дыха-
ния, АП) рассчитывалось как часть дыхания в со-
стоянии 3, которое ингибировалось 1 мМ БГК в
присутствии KCN. Концентрацию белка опреде-
ляли по методу Лоури [18], с использованием
БСА (“Merck”, Германия) в качестве стандарта.

Для получения цитоплазматической и мито-
хондриальной белковых фракций использовали
метод дифференциального центрифугирования.
Белки цитоплазматической фракции из суперна-
танта осаждали трехкратным объемом ацетона с
последующим центрифугированием при 7000 g в
течение 10 мин. Выделенные белки денатурировали
в присутствии 65.2 мM Трис-HCl (pH 6.8), 1 мM
ЭДТА, 1% SDS, 20% глицерола и 5% β-меркапто-
этанола при 97°C в течение 5 мин. Белковые
фракции разделяли электрофоретически в 12.5–
15% ПААГ в модифицированной системе Лэммли
[18] с использованием системы Mini-PROTEAN 3
Cell (“Bio-Rad”, “Hercules”, США). Белки перено-
сили на нитроцеллюлозную мембрану (“GE
Healthcare”, Германия). Вестерн-блоттинг про-
водили с первичными антителами против цито-
хрома с (SPA-807, “StressGen”, Канада), субъеди-
ницы SDH1-1 сукцинатдегидрогеназы в разведении
1 : 1000 (любезно предоставлены Dr. K. Peters, In-
stitute of Plant Genetics, Leibniz Universität Han-
nover, Германия), α- и β-субъединиц ATP-синта-
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зы в разведении 1 : 1000 (любезно предоставлены
Prof. T. Elthon), AO (AS10 699, “Agrisera”, Шве-
ция), субъединицы COXII цитохром с оксидазы
(AS04 053A, “Agrisera”, Швеция) и порина (лю-
безно предоставлены Prof. T. Elthon, University of
Nebraska, США) в разведении 1 : 100. Использова-
ли вторичные антитела, конъюгированные с ще-
лочной фосфатазой, детекцию белков проводили с
5-бромо-4-хлоро-3-индолил фосфатом (“Merck”,
Германия) и нитротетразолием синим (“Merck”,
Германия). Концентрацию белка определяли по
методу Лоури [19]. Для электрофореза на трек на-
носили от 10 до 70 мкг белка.

ДНК выделяли по модифицированной мето-
дике Duval с соавт. [20]. Буфер экстракции содер-
жал 140 мМ сорбитол, 220 мМ трис-HCl, pH 8.0,
22 мМ ЭДТА, 800 мМ NaCl, 1% саркозил,
0.8% цетилтриметиламмоний бромид, 10 мМ β-мер-
каптоэтанол. От РНК избавлялись путем инкуба-
ции с РНКазой А (“Fermentas”, Латвия) 2 ч при
37°С. Очистку ДНК проводили экстракцией сме-
сью фенол/хлороформ (1 : 1) и хлороформом.
ДНК разделяли электрофоретически в 1.5% ага-
розном геле. Гель окрашивали бромистым этиди-
ем (0.5 мг/л) и фотографировали в УФ-свете с по-
мощью “GelDoc (“Bio-Rad”, США).

Было проведено не менее 3 независимых экспе-
риментов. Нормальность распределения определя-
ли с помощью теста Шапиро-Уилкса. В случае нор-
мального распределения данные представлены как

M ± S.D. Если распределение отличалось от нор-
мального, то данные представлены как медиана
(Q50) и процентили (Q25 и Q75). Данные по уровню
АФК в клетках и ΔΨm представлены в виде “ящиков
с усами”. Линия в “ящике” – это Q50, границы
“ящика” определяют межквартильный промежуток
между Q25 и Q75. “Усы” представляют максимальное
и минимальное значения. Статистическую значи-
мость различий между вариантами определяли с
помощью ANOVA. Различающиеся варианты от-
мечены на графиках и диаграммах одинаковыми
буквами при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Гибель клеток суспензионной культуры
S. officinarum, вызванная 

отрицательной температурой

При изучении процесса гибели клеток в куль-
туре S. officinarum под действием отрицательной
температуры учет мертвых клеток вели по двум
параметрам – не окрашиваемые красителями
(FDA и PI) клетки и клетки, окрашенные PI (рис. 1).
Краситель PI проникает в мертвые или погибаю-
щие клетки с нарушенной плазматической мембра-
ной и в дальнейшем неспецифически связывается с
ДНК [21]. В связи с этим различали недавно погиб-
шие клетки, в которых еще содержалась ДНК, и
клетки на последних стадиях реализации процес-
са гибели, в которых нуклеиновых кислот уже не

Рис. 1. Процесс гибели клеток в суспензионной культуре S. officinarum после действия температуры –8°С. 1 – клетки,
окрашенные FDA, 50 мкМ; 2 – клетки, окрашенные PI, 7 мкМ; 3 – неокрашенные клетки. Представлены медиана Q50,
планки погрешностей отмечают Q25 и Q75. n = 5–7, P < 0.05.
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было. В контрольной культуре доля живых клеток
составляла около 95%, а на долю мертвых клеток,
не окрашиваемых красителями и окрашенными
PI, суммарно приходилось около 5% (рис. 1). В
процессе гибели клеток в культуре S. officinarum,
наблюдавшемся после действия отрицательной
температуры, можно выделить несколько перио-
дов. Первый период – это интервал времени,
включавший непосредственно обработку культуры
отрицательной температурой и первые 2 ч после
оттаивания. В это время в культуре погибало при-
мерно 25–30% клеток, процесс гибели был доста-
точно интенсивным и только половина всех кле-
ток, погибших в этот период, окрашивалась PI.
Второй период длился от 2 до 6 ч после воздей-
ствия – погибало около 30% клеток, при этом по-
чти все погибшие клетки окрашивались PI. В пе-
риод от 6 до 18 ч после обработки процесс гибели
замедлялся – в культуре погибало только около

10% клеток. Особенностью этого периода было
уменьшение доли клеток, окрашенных PI, и уве-
личение доли неокрашенных клеток, что явилось
следствием распада ДНК. Затем процесс гибели
останавливался, и в период от 18 до 24 ч наблюда-
лось небольшое увеличение доли живых клеток в
культуре (рис. 1). Таким образом, процесс гибели
клеток в культуре S. officinarum после действия от-
рицательной температуры происходил поэтапно,
что указывает на его упорядоченность.

Данные, полученные при анализе накопления
красителя PI в клетках культуры, подтверждаются
результатами анализа ДНК. Показано, что ДНК,
выделенная из клеток контрольной культуры
S. officinarum, была представлена, главным образом,
высокомолекулярной формой. Фрагментация ДНК
на межнуклеосомные линкерные области происхо-
дила через 12 ч после воздействия отрицательной
температурой на культуру, что отмечалось на элек-
трофорезе образованием “лестницы” из фрагментов
ДНК (рис. 2). В это время в культуре увеличивалась
доля клеток, неокрашиваемых ни прижизненным
красителем FDA, ни летальным красителем PI
(рис. 1).

Изменение дыхательной активности клеток 
суспензионной культуры S. officinarum после 

действия отрицательной температуры

В данной работе показано, что суспензионная
культура S. officinarum в контрольных условиях
характеризовалась высокой скоростью дыхания,
которая составляла около 3000 нмоль О2/(мин г
сырой массы) (рис. 3). Вклад АП в дыхание кле-
ток контрольной культуры на протяжении изу-
ченного периода варьировал от 30 до 50% (рис. 3).
Действие отрицательной температуры приводило
к снижению дыхательной активности клеток сра-
зу после обработки на 50%, главным образом, за
счет нарушения транспорта электронов по основ-
ному ЦП дыхания (рис. 3). Значимые изменения
активности АП наблюдались только через 2 ч по-
сле обработки – в этот период общая скорость по-
глощения кислорода клетками S. officinarum сни-
жалась на 80%, активность АП – на 60% (рис. 3).
Минимальных значений дыхательная активность
клеток S. officinarum достигала через 6 ч после
действия отрицательной температуры – она со-
ставляла около 10% от скорости поглощения кис-
лорода клетками контрольной культуры (рис. 3).
Через 24 ч мы отмечали некоторую стабилизацию
дыхательной активности: скорость поглощения
кислорода клетками в этот период повышалась и
составляла около 20% от контрольного уровня
(рис. 3). В целом, можно заключить, что темпера-
тура –8°С оказывала сильное ингибирующее воз-
действие на дыхание клеток S. officinarum, при
этом снижение активности ЦП дыхания проис-
ходило более интенсивно по сравнению с АП.

Рис. 2. Электрофореграммы ДНК, выделенной из
суспензионной культуры S. officinarum. 1 – ДНК из
контрольной культуры; 2 – ДНК из культуры, под-
вергнутой обработке отрицательной температурой –
8°С через 12 ч после воздействия; 3 – ДНК из культу-
ры, подвергнутой обработке отрицательной темпера-
турой –8°С через 24 ч после воздействия; М – марке-
ры молекулярного веса ДНК, п.н.

M M1 2 3
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Изменение уровня АФК и ΔΨm в клетках 
суспензионной культуры S. officinarum

Изменение дыхательной активности в услови-
ях стресса может сопровождаться изменением
уровня АФК в клетках [22]. Нами было установ-
лено, что сразу после низкотемпературной обра-
ботки содержание АФК в клетках S. officinarum
возрастало почти в 3 раза по сравнению с контро-
лем и сохранялось на повышенном уровне в тече-
ние еще 6 ч после воздействия (рис. 4а). Посколь-
ку повышение уровня АФК было не кратковре-
менным явлением, мы можем заключить, что
отрицательная температура вызывала развитие
окислительного стресса в клетках суспензионной
культуры S. officinarum.

Применение ингибиторов позволило выявить,
в какой мере образование АФК в клетках S. offici-
narum после обработки отрицательной темпера-
турой было обусловлено митохондриальной ак-
тивностью. Было установлено, что KCN и CCCP
снижали уровень АФК в клетках S. officinarum как
в контрольных условиях, так и при действии от-
рицательной температуры (рис. 4б). Обработка
культуры МИА не вызывала изменений уровня
АФК в клетках контрольной культуры, однако
снижала их содержание после воздействия темпе-
ратуры –8°С (рис. 4б). На основании полученных
данных можно заключить, что митохондрии были
одним из основных источников АФК в клетках
S. officinarum после действия отрицательной тем-
пературы.

Для визуализации изменений митохондриаль-
ной активности клеток S. officinarum после дей-
ствия температуры –8°С нами были исследованы
изменения ΔΨm. Применяемый в данной работе
флюоресцентный зонд JC-1 представляет собой
липофильное соединение. При соответствующей
рН и ионной силе он формирует J-агрегаты, кото-
рые накапливаются в матриксе энергезирован-
ных митохондрий. Мономеры JC-1 при уровне
ΔΨm от положительных значений до –100 мВ
флюоресцируют зеленым после освещения светом
с длиной волны 490 нм. В случае гиперполяризо-
ванного потенциала (со значениями ниже –140 мВ)
формируются J-агрегаты, флюоресцирующие
красным. Благодаря этой особенности JC-1 поз-
воляет визуализировать митохондрии с низким и
высоким значениями ΔΨm [23]. Исследование из-
менений ΔΨm показало, что сразу после обработки
культуры отрицательной температурой происхо-
дила гиперполяризация внутренней мембраны
митохондрий, о чем свидетельствовало увеличение
красной флюоресценции JC-1 в 11.5 раз (рис. 5а).
Гиперполяризация внутренней мембраны мито-
хондрий сохранялась на протяжении 4 ч после об-
работки, а через 6 ч происходило резкое сниже-
ние ΔΨm, т.е. деполяризация мембраны (рис. 5а).
Через 24 ч после действия температуры –8°С ΔΨm
в оставшихся живыми клетках S. officinarum не от-
личался от ΔΨm в клетках контрольной культуры
(рис. 5а).

Рис. 3. KCN-чувствительное и KCN-устойчивое дыхание клеток суспензионной культуры S. officinarum: 1 – KCN-чув-
ствительное дыхание, 2 – KCN-устойчивое дыхание, 26°C – контрольная культура, –8°С – культура клеток, подверг-
нутая действию отрицательной температуры, 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 – время после воздействия, ч. Пред-
ставлены медиана Q50, планки погрешностей отмечают Q25 и Q75. n = 5–7, P < 0.05.
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Изучение действия ингибиторов показало, что
в клетках контрольной культуры S. officinarum
снижение ΔΨm происходило при действии KCN,
ингибирующего транспорт электронов по ЦП
дыхания, и разобщителя дыхания CCCP (рис. 5б).
При изучении ΔΨm в клетках культуры, подвергну-
той действию отрицательной температуры, сниже-
ние данного показателя наблюдалось в равной мере
при действии всех изученных соединений (рис. 5б).
Это свидетельствует о значительных изменениях
дыхательного метаболизма в клетках S. officinarum
и высокой активности гликолиза в последей-
ствии отрицательной температуры.

Изменение митохондриального дыхания
и содержания некоторых белков в клетках

S. officinarum после действия отрицательной 
температуры

Изучение дыхательной активности изолиро-
ванных митохондрий выявило, что изменения
дыхания целых клеток культуры S. officinarum были
следствием изменений митохондриального дыха-
ния. Вклад АП в дыхание митохондрий, изолиро-
ванных из клеток контрольной культуры, составил
35%, что соответствовало вкладу АП в дыхание
целых клеток (рис. 3, 6а). Значения коэффициента
дыхательного контроля (ДК) по Чансу (состояние
3/состояние 4) и отношения АДФ:О у митохон-
дрий, изолированных из контрольной культуры
клеток, свидетельствуют о сопряжении процес-
сов окисления и фосфорилирования (табл. 1).
Действие отрицательной температуры снижало
активность ЦП на 45% сразу после обработки,
при этом вклад АП не изменялся (рис. 6а). Через
6 ч после обработки культуры мы отмечали даль-
нейшее снижение митохондриального дыхания.
В это время активность ЦП была на 75%, а АП –
на 33% ниже контрольных значений (рис. 6а). От-
ношение АДФ:О снижалось более чем на 50%

(табл. 1). Коэффициент ДК сразу и через 6 ч после
воздействия был ниже контрольного на 66–76%
(табл. 1). Через 24 ч после действия отрицатель-
ной температуры мы отмечали стабилизацию ми-
тохондриального дыхания – активность АП соот-
ветствовала контрольным значениям, а вклад ЦП
повышался в 3 раза по сравнению с 6-часовым пе-
риодом после обработки (рис. 6а). О стабилиза-
ции окислительного фосфорилирования свиде-
тельствовало повышение коэффициента ДК и от-
ношения АДФ:О (табл. 1). Таким образом, в
течение 6 ч после действия отрицательной темпе-
ратуры происходило нарушение митохондриаль-
ного дыхания, главным образом, за счет ингиби-
рования ЦП.

Отметим, что изменения в интактности внеш-
ней мембраны митохондрий указывали на нару-
шение целостности митохондрий после действия
отрицательной температуры. Если для препара-
тов митохондрий из контрольной культуры кле-
ток она составляла около 90%, то для препаратов
митохондрий, изолированных из культуры, под-
вергнутой действию отрицательной температуры,
данный показатель снижался на 4.5% сразу после
обработки и на 27% через 6 ч после воздействия
(табл. 1). Через 24 ч после воздействия он был на
17% ниже, чем в контроле.

Анализ белков митохондриальной и цитоплаз-
матической фракций показал незначительное при-
сутствие цитохрома с в цитозоле контрольной
культуры (рис. 6а). Через 6 и 24 ч после низкотем-
пературной обработки содержание цитохрома с
снижалось в митохондриальной и возрастало в ци-
топлазматической фракции, что свидетельствует о
выходе данного белка из митохондрий (рис. 6а). О
целостности внутренней мембраны митохондрий
свидетельствовало отсутствие в цитоплазматиче-
ской фракции маркера внутренней мембраны ми-
тохондрий – субъединицы SDH1-1 (рис. 6а).

Рис. 4. Уровень АФК в клетках суспензионной культуры S. officinarum после действия отрицательной температуры:
(а) – динамика изменения уровня АФК в клетках после обработки; (б) – уровень АФК в клетках в присутствии инги-
биторов. 26°C – контрольная культура; –8°С – культура клеток, подвергнутая действию отрицательной температуры;
0, 2, 4, 6, 24 – время после воздействия, ч; СП – светлое поле; DCF – 2,7-дихлорофлюоресцеин диацетат, 1 мкМ;
KCN – цианид калия, 0.8 мМ; CCCP – карбонил-цианид-m хлорофенилгидразин, 20 мМ; МИА – монойодацетат на-
трия, 1 мМ. Представлены медиана Q50, Q25 и Q75 процентили, планки погрешностей отмечают min и max значения.
Бар равен 10 мкм. n = 3–5, P < 0.05.

Таблица 1. Функциональные параметры митохондрий, изолированных из клеток суспензионной культуры S. of-
ficinarum L. сразу (0 ч) и через 6 и 24 ч после действия отрицательной температуры. Субстрат окисления 10 мМ
малат, n = 3. M ± S.D.

Параметры 26°С
–8°С

0 ч 6 ч 24 ч

Интактность митохондрий, % 90 ± 4 85 ± 2 63 ± 5 73 ± 5
Коэффициент ДК 2.03 ± 0.29 1.56 ± 0.40 1.34 ± 0.15 1.66 ± 0.12
АДФ:О 1.72 ± 0.16 1.30 ± 0.24 0.86 ± 0.10 1.26 ± 0.03
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Изучение содержания некоторых компонен-
тов дыхательной цепи митохондрий показало, что
в результате воздействия отрицательной температу-
ры в митохондриях снижалось содержание белка
АО, субъединицы II цитохромоксидазы (COXII),
а также α- и β-субъединиц АТФ-синтазы (рис. 6б).
Вероятно, окислительный стресс, развивавшийся
вследствие низкотемпературной обработки, при-
водил к повреждению отдельных компонентов
ЭТЦ митохондрий и последующему снижению
дыхательной активности и окислительного фос-
форилирования в митохондриях.

ОБСУЖДЕНИЕ

Физиолого-биохимические нарушения, вызыва-
емые действием пониженных температур в расти-
тельных клетках, могут быть подвержены репарации
или устранению, если восстановление нормального
температурного режима осуществляется до воз-
никновения необратимых фатальных изменений
в клеточных структурах или процессах [1, 24].
Еще в 50–60-х гг. XX в. в работах советских уче-
ных было установлено, что гибель клеток при
действии отрицательных температур может про-
исходить не во время обработки, а в течение не-
скольких часов и даже дней после возвращения
растений в нормальные условия [25, 26]. Однако
быстрая гибель обычно является результатом
формирования внутриклеточного льда и необрати-
мыми механическими повреждениями мембран [1,
24]. S. officinarum относится к теплолюбивым расте-
ниям, повреждающимся уже при низких положи-
тельных температурах. В то же время питательная
среда, в которой растут клетки суспензионной
культуры, отчасти играет роль защитного раствора,
ослабляя вредное воздействие пониженных тем-
ператур, в том числе и отрицательных. Такой эф-
фект мы наблюдали в работе с суспензионной
культурой T. aestivum, когда гибель клеток в культу-
ре вызывалась только 6-часовым периодом обра-
ботки отрицательной температурой [10]. В данной
работе период воздействия температуры –8°С со-
ставил всего 2 ч, при этом медленное охлаждение
культуры позволило избежать замерзания среды.
Процесс гибели можно было разделить на три пе-
риода (0–2 ч, 2–6 ч и 6–18 ч). В первый период (во
время обработки и на протяжении 2 ч после дей-
ствия температуры) клетки погибали, вероятнее
всего, вследствие необратимых повреждений
плазматической мембраны и внутриклеточных

структур, вызванных отрицательной температу-
рой (рис. 1). Примерно половина мертвых клеток
в это время не окрашивалась флюоресцентными
красителями FDA и PI, т.е. не имела ни живого
содержимого, ни нуклеиновых кислот, поэтому
погибали эти клетки, вероятно, вследствие меха-
нических повреждений (рис. 1).

Клетки, погибавшие во второй период в куль-
туре S. officinarum, в основном окрашивались PI
(рис. 1). Поскольку процесс гибели клеток в куль-
туре S. officinarum был достаточно медленным, это
указывало на отсутствие значительных поврежде-
ний клеточных структур (рис. 1). Отметим, что
наряду с высокомолекулярной ДНК, выделенной
из культуры в этот период, на электрофорезе детек-
тировались также низкомолекулярные фрагменты,
образовавшиеся вследствие действия эндонуклеаз
(рис. 2). Такие изменения обычно характерны для
процесса активной, или программируемой кле-
точной гибели (ПКГ) [27]. Обратим внимание,
что в задачи данной работы изучение процесса
ПКГ не входило, хотя определенные признаки
(фрагментация ДНК, выход цитохрома с) данно-
го типа гибели присутствовали (рис. 2, 6б). Нас
интересовали особенности функционирования
митохондрий во второй период гибели клеток,
поскольку они, вероятно, играли ключевую роль
в дальнейшей судьбе клеток.

На протяжении второго периода в клетках
S. officinarum сохранялся высокий уровень АФК
(рис. 4а). Это позволило считать окислительный
стресс одним из ключевых факторов, приводив-
ших к гибели клеток. Действительно, любое до-
статочно сильное стрессовое воздействие нару-
шает стабильный ход метаболических процессов
в растительных клетках, в том числе, фотосинте-
тические реакции и дыхательный обмен, в ре-
зультате чего усиливается образование АФК [22].
При понижении температуры снижение текуче-
сти мембран является одним из основных сигна-
лов для активации путей, приводящих к усиле-
нию генерации АФК [27]. Нарушение баланса
между процессами образования и детоксикации
АФК приводит к перекисному окислению липи-
дов и дальнейшему повреждению мембранных
структур [22, 28]. Таким образом, важным условием
выживания клеток после стрессового воздействия,
в том числе и после замораживания, является их
способность контролировать образование АФК [2].
В растительной клетке АФК могут образовывать-
ся в разных компартментах: хлоропластах, мито-

Рис. 5. Изменения ΔΨm в клетках суспензионной культуры S. officinarum после действия отрицательной температуры:
(а) – динамика изменения уровня ΔΨm в клетках после обработки; (б) – уровень ΔΨm в клетках в присутствии инги-
биторов. 26°C – контрольная культура; –8°С – культура клеток, подвергнутая действию отрицательной температуры;
0, 2, 4, 6, 24 – время после воздействия, ч; KCN – цианид калия, 0.8 мМ; CCCP – карбонил-цианид-m хлорофенил-
гидразин, 20 мМ; МИА – монойодацетат натрия, 1 мМ; СП – светлое поле; JC-1 – 5,5',6,6'-тетрахлоро-1,1',2,2'-тетра-
этилбензимидазолокарбоцианин, 20 мкМ. Представлены медиана Q50, Q25 и Q75 процентили, планки погрешностей
отмечают min и max значения. Бар равен 50 мкм. n = 3–5, P < 0.05.
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хондриях, пероксисомах и даже апопласте [22].
В фотосинтезирующих тканях основным источ-
ников АФК является ЭТЦ тилакоидов, однако в
гетеротрофной культуре клеток возрастает роль
митохондрий в генерации АФК [17]. В нашей ра-

боте применение ингибиторов митохондриаль-
ного дыхания (KCN) и гликолиза (МИА), а также
разобщителя окислительного фосфорилирова-
ния (CCCP) снижало как ΔΨm, так и уровень АФК
в клетках S. officinarum (рис. 4б, 5б). Использова-
ние ингибиторов, действующих на разных уров-
нях дыхательного метаболизма, а также разобщи-
теля CCCP позволило показать, что ЭТЦ митохон-
дрий участвует в генерации АФК в растительной
клетке при низкотемпературном стрессе.

Известно, что жесткое стрессовое воздействие
снижает дыхательную активность у неустойчивых
растений [8, 29]. Так, гибель проростков озимой
пшеницы предотвращалась их предварительным
закаливанием при низкой положительной темпера-
туре, при котором скорости дыхания митохондрий
снижались, но были сопряжены с фосфорилирова-
нием и оставались на том же уровне при последую-
щем действии отрицательной температуры [11]. В
данной работе действие отрицательной температу-
ры угнетало дыхательную активность клеток и изо-
лированных митохондрий S. officinarum, что прояв-
лялось в ингибировании ЦП дыхания сразу после
возвращения культуры в контрольные условия
(рис. 3, 6а). Резкое снижение окислительного
фосфорилирования, о чем свидетельствовали пока-
затели АДФ:О и коэффициент ДК в критически
важный период и, как результат, недостаток энер-
гии, препятствовали успешному восстановлению
повреждений (табл. 1). Основным поставщиком
энергии во второй период гибели клеток, вероятнее
всего, являлся гликолиз, на что указывало сниже-
ние ΔΨm в присутствии МИА в клетках S. officinarum

после низкотемпературной обработки (рис. 5б).
Имеются данные, что в условиях абиотического
стресса активность гликолитического пути и бро-
жения у растений возрастают [30].

Одним из важных вопросов, возникших в ходе
нашей работы, явился вопрос о причинах гипер-
поляризации внутренней мембраны митохон-
дрий в клетках S. officinarum, наблюдавшейся на
протяжении 4 ч после действия отрицательной
температуры (рис. 5а). Каким образом высокий
ΔΨm поддерживался в митохондриях, в то время
как дыхательная активность снижалась? Величина
ΔΨm определяется согласованным транспортом
протонов в межмембранное пространство мито-
хондрий при работе компонентов ЭТЦ и обрат-
ным током протонов в матрикс при работе АТФ-
синтазы, разобщающих белков и разнообразных
ионных каналов [31]. Мы предполагаем, что ос-
новной причиной высокого ΔΨm в нашей работе
могли быть необратимые повреждения АТФ-син-
тазы, о чем свидетельствовало снижение показа-
теля АДФ:О и содержания α- и β-субъединиц
данного фермента (рис. 6в). Показано, что АТФ-
синтаза более чувствительна к пониженным тем-
пературам, чем другие компоненты ЭТЦ мито-

Рис. 6. Изменения активности и содержания белков в
митохондриях, изолированных из клеток S. offici-
narum после действия отрицательной температуры:
(а) – KCN-чувствительное (1) и KCN-устойчивое (2)
дыхание митохондрий; (б) – иммуноблот, иллюстри-
рующий выход цитохрома с из митохондрий в цито-
золь; (в) – иммуноблот, иллюстрирующий измене-
ния содержания некоторых митохондриальных бел-
ков. 26°C – контрольная культура; –8°С – культура
клеток, подвергнутая действию отрицательной тем-
пературы, 0, 6, 24 – время после обработки, ч,
SDH1-1 – субъединица SDH1-1 сукцинатдегидроге-
назы, porin – порин, cyt c – цитохром с, AO – альтер-
нативная оксидаза, COXII – субъединица COXII ци-
тохром с оксидазы, α-ATPase и β- ATPase – субъеди-
ницы α и β АТФ-синтазы. n = 3, M ± S.D.
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хондрий [16]. Снижение температуры приводит к
увеличению энергии активации, необходимой
для высвобождения АТФ из активного центра F1-
АТФ-синтазы, и, как следствие, к уменьшению
активности фермента [15].

Известно, что в митохондриях растений суще-
ствует несколько механизмов, предназначенных
для снижения и предотвращения чрезмерной ге-
нерации АФК, одним из которых является функ-
ционирование АП дыхания [12]. АО перехватывает
электроны на уровне убихинона, что, с одной сто-
роны, снижает энергетическую эффективность
окисления субстратов, а с другой – уменьшает ве-
роятность образования АФК, поскольку дыха-
тельные комплексы III и IV не задействованы в
переносе электронов при такой организации
ЭТЦ [13]. Активность АО зависит от возраста рас-
тений и увеличивается в ответ на различные воздей-
ствия, в том числе в процессе низкотемпературного
закаливания [12, 13, 32]. В условиях низкотемпера-
турной обработки, проводимой в нашем экспери-
менте, в клетках S. officinarum возрастания актив-
ности или содержания АО выявлено не было (рис.
3, 6а, в). Однако по сравнению с ЦП активность АП
в дыхании клеток (рис. 3) и митохондрий (рис. 6а)
сразу после действия отрицательной температуры
оставалась на таком же уровне, что и до обработ-
ки, а ее доля в дыхании существенно возрастала.
Предполагается, что для индукции экспрессии
АО требуется не только повышение уровня АФК
в клетке, но и деполяризация внутренней мем-
браны митохондрий, вызываемая открытием поры
высокой проницаемости при чрезмерной генера-
ции АФК [33]. В нашей работе падение ΔΨm про-
исходило только через 6 ч обработки вследствие
выхода цитохрома с из митохондрий (рис. 5а, 6б) –
процесса, который служит пусковым механизмом
для активации сигнальных путей, приводящих к
гибели клеток [27].

В то же время вклад АП в дыхание клеток и ми-
тохондрий суспензионной культуры S. officinarum
уже в контрольных условиях был достаточно ве-
лик и составлял около 30–35% (рис. 3, 6а). Это
могло явиться фактором, способствующим вы-
живанию небольшой доли клеток (около 18%) в
культуре после действия отрицательной темпера-
туры (рис. 1). Высокая активность АО в контроль-
ных условиях отмечалась нами в более ранних ра-
ботах с суспензионными культурами T. aestivum и
S. officinarum [10, 17]. О высоком вкладе АП в ды-
хание клеток и митохондрий суспензионных
культур сообщали в своих работах Horn и Mertz
[34]. Такое распределение активности между ЦП
и АП транспорта электронов в митохондриях мо-
жет представлять собой особенность организа-
ции дыхания у суспензионных культур клеток.

В заключение мы можем предположить следу-
ющую последовательность событий в клетках

S. officinarum после воздействия отрицательной
температурой. Первичные нарушения митохон-
дриального дыхания (в частности, ингибирование
ЦП), происходившие вследствие действия отрица-
тельной температуры, приводили к интенсифика-
ции образования АФК, что в дальнейшем вызывало
повреждения АТФ-синтазного комплекса и спо-
собствовало гиперполяризации внутренней ми-
тохондриальной мембраны, перевосстановлению
компонентов ЭТЦ митохондрий и дальнейшему
усилению генерации АФК. Клетки, не сумевшие
стабилизировать дыхательный метаболизм и сни-
зить уровень АФК, погибали вследствие выхода
цитохрома с из митохондрий и окончательного
коллапса ЭТЦ. Те клетки, которым удалось восста-
новить контроль над процессами энергообмена и
детоксикации АФК, выживали. И хотя в нашей ра-
боте повышения активности АО в критический пе-
риод не наблюдалось, тем не менее, активность
АП сохранялась на первоначальном уровне значи-
тельно дольше, чем активность ЦП. Таким образом,
функционирование АО способствовало стабилиза-
ции митохондриального метаболизма и выживанию
клеток в суспензионной культуре S. officinarum по-
сле действия отрицательной температуры.
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