
ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2023, том 70, № 4, с. 382–391

382

БЕЛОК МЕМБРАННЫХ НАНОДОМЕНОВ FLOT1 УЧАСТВУЕТ
В ОБРАЗОВАНИИ РАННИХ ЭНДОСОМ В КЛЕТКАХ КОРНЕЙ A. thaliana1
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Растения в ходе всей своей жизни подвергаются различным стрессовым воздействиям. Плазмати-
ческая мембрана – основной компартмент клетки, отвечающий за адаптацию растений к стрессу и
способный ремоделировать состав входящих в нее белков посредством эндоцитоза. Основным пу-
тем эндоцитоза у растений служит клатрин-зависимый эндоцитоз, но кроме него также известны
несколько альтернативных, клатрин-независимых путей эндоцитоза. Одним из белков, участвую-
щих в таком эндоцитозе, является Flot1. В данном исследовании на модельной системе корней про-
ростков A. thaliana дикого типа и нокаут-мутанта (Atflot1ko) методами световой микроскопии с флу-
оресцентным липофильным зондом FM4-64 и электронной микроскопии была исследована роль
Flot1 в процессе эндоцитоза. Одновременная обработка корней проростков ингибитором клатри-
нового эндоцитоза (1-нафталинуксусной кислотой) и агентом, обедняющим плазмалемму по сте-
ринам (метил-β-циклодекстрином), блокировала эндоцитоз в клетках корней дикого типа. Вслед-
ствие этого, наблюдалось снижение везикуляции цитоплазмы (ранних эндосом, мелких везикул,
образованных агранулярным эндоплазматическим ретикулумом, и микровакуолей из его фрагмен-
тов, а также клатриновых везикул) как в контрольном варианте, так и в условиях стресса – при вне-
сении в среду 100 мМ NaCl. При этом у мутанта Atflot1ko происходило замыкание цистерн комплекса
Гольджи в кольцо с полным блокированием процесса формирования ранних эндосом. Таким обра-
зом, полученные результаты наводят на мысль, что при действии ингибиторов на клетки корней
A. thaliana присутствующий в микродоменах плазматической мембраны белок Flot1 сохраняет
структуру комплекса Гольджи и его способность к формированию на транс-стороне ранних эндо-
сом, а также принимает участие в образовании ранних эндосом из транс-Гольджи сети.
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талинуксусная кислота, ультраструктура клеток, флотиллин
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ВВЕДЕНИЕ

В течение всей своей жизни клетки постоянно
сталкиваются со случайными и сложными изме-
нениями в окружающей среде. Ярким примером
такого действия является солевой стресс. Отклоне-
ния от гомеостатических условий часто неблагопри-
ятны для клеточной жизни и вызывают различные
стрессовые реакции, что обеспечивает адаптацию и
выживание клеток в неблагоприятных условиях [1].

Плазматическая мембрана (ПМ) считается цен-
тральным компартментом в клеточной адаптации
к разным стрессовым условиям, поскольку она
является барьером между внутренней и внешней
средой клеток [2]. Динамическое ремоделирова-
ние ПМ является важнейшим процессом клеточ-
ной адаптации к различным стрессовым условиям.
Регулируемый обмен молекулами и сигналами
через ПМ достигается с помощью трансмембран-
ных белков – таких как каналы, транспортеры и
рецепторы [3]. Белки удаляются из ПМ путем ин-
тернализации мембранных участков в везикулы
при эндоцитозе [4]. Внутри эндосом этот материал
затем сортируется для деградации или рециркули-
руется обратно на поверхность клетки. Перерабо-
танные белки вместе с вновь синтезированными
секретируются в виде транспортных пузырьков
для пополнения функциональной популяции бел-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0015330323600067 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: НУК – 1-нафталинуксусная кислота, MβЦД –
метил-β-циклодекстрин, ПМ – плазмалемма, ТГС –
транс-Гольджи сеть, РЭ – ранние эндосомы, КГ – ком-
плекс Гольджи, МВ – микровакуоли, ПП – переплазмати-
ческое пространство, КЗЭ – клатрин-зависимый эндоцитоз,
КНЗЭ – клатрин-независимый эндоцитоз.
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ков плазматической мембраны [5]. У растений
описано несколько вариантов эндоцитоза, обу-
словленных специфическим набором белков в
различных местах вдоль эндоцитарного пути [4].
Наиболее заметным из них считают клатрин-за-
висимый эндоцитоз (КЗЭ), при котором на ПМ
образуются впячивания с высокой концентраци-
ей белков, подлежащих транспортировке [6]. Ре-
зультатом инвагинации мембраны является обра-
зование пузырьков, покрытых клатрином, кото-
рые затем нацеливаются на перенос груза (карго)
в эндосомальные компартменты [7]. Значитель-
ная часть зарождающихся пузырьков может не
созреть, тем самым блокируя процесс поглоще-
ния и переноса груза. КЗЭ – строго регулируе-
мый процесс, ориентированный только на пере-
нос груза.

На сегодняшний день наиболее широко ис-
пользуемый метод визуализации и количествен-
ной оценки скорости эндоцитоза – использова-
ние липофильного красителя FM4-64, который
флуоресцирует только при связывании с мембра-
нами и легко проникает в клетки корней посред-
ством эндоцитоза, что позволяет оценить потоки
мембранного транспорта [8–10]. Эксперименты
по отслеживанию эндоцитоза FM4-64 показыва-
ют, что нарушение КЗЭ с использованием доми-
нантно-негативной формы клатрина резко сни-
жает общую интернализацию материала ПМ, по-
этому данный путь может быть преобладающим в
клетках растений. Было обнаружено, что КЗЭ
функционирует во всех клетках корня A. thaliana,
что указывает на его глобальное значение в фи-
зиологии растений [11, 12].

Ингибиторы КЗЭ дрожжей и животных также
являются мощными ингибиторами эндоцитоза
растений [11, 13]. Они препятствуют взаимодей-
ствию между белками-грузами и клатрин-рекру-
тинговыми адаптерными белковыми комплексами
в растениях, тем самым блокируя процесс КЗЭ [14].
Неспецифически воздействуя на КЗЭ, ауксины
могут увеличивать свой собственный отток, ста-
билизируя мембранные белки (например, PIN) и,
следовательно, организуя свой полярный транс-
порт в тканях [15, 16]. Различные эффекты аукси-
нов на транспорт PIN в клетке были получены
при использовании его изоформ, преимущественно
1-нафталинуксусной кислоты (НУК) [15–17].

Большинство изученных до сих пор трансмем-
бранных белков следуют по клатрин-зависимому
пути поглощения, который действует во всех кле-
точных слоях корня A. thaliana [12, 16, 18]. Однако
в растениях существуют альтернативы КЗЭ. Не-
зависимый от клатрина путь, нацеленный на за-
крепленные на мембране, но не трансмембран-
ные белки, был описан в клетках эпидермиса кор-
ней A. thaliana при стандартных условиях роста
[12]. В то же время обнаружено, что солевой

стресс индуцирует другой независимый от кла-
трина путь для трансмембранных и мембраносвя-
занных (заякоренных GPI) белков, на который
влияет сортировка вакуолярных белков фактора
АДФ-рибозилирования, т.е фактора обмена гуа-
нидина (ARF-GEF) 6. Данный факт согласуется с
тем, что независимый от клатрина эндоцитоз бел-
ка плазмалеммы – трансмембранного аквапори-
на 2;1 (PIP2;1) – усиливался при солевом стрессе
[12, 19]. Таким образом, тип эндоцитоза, которо-
му будет подвергаться растительный белок, не яв-
ляется фиксированным и может зависеть от мно-
жества факторов, таких как положение клетки,
состояние ее развития и сигналы/стимулы, фак-
торы окружающей среды. Одним из клатрин-не-
зависимых путей эндоцитоза (КНЗЭ) является
флотиллин-опосредованный эндоцитоз. Мем-
бранные рафты ПМ, богатые сфинголипидами и
холестерином, представляют собой упорядочен-
ные микродомены с уникальным белком флотил-
лином (Flot1). Нокдаун флотилина-1 ингибирует
поглощение GPI-связанных белков [20]. Мем-
бранный микродомен-ассоциированный эндо-
цитоз с помощью Flot1, обнаруженный у A. thaliana,
участвует в регуляции передачи сигнала посред-
ством эндоцитоза [19, 21–23]. Ранее нами было
показано, что у мутанта со сверхэкспрессией гена
flot1 наблюдалось снижение числа диктиосом в
комплексах Гольджи (КГ) и их деформация с об-
разованием кольцеобразных структур на транс-
стороне КГ, что было особенно заметно в условиях
засоления. Такие изменения КГ также могут от-
ражать активирование везикулярного транспорта
и ускоренное расходование материала транс-сторо-
ны КГ на образование эндосом [24]. Хотя функции
флотиллинов у растений исследованы в значи-
тельно меньшей степени, чем у представителей
других царств, их участие в ряде процессов тоже
было показано. Однако есть данные об очень низ-
кой частоте образования инвагинаций, связанных с
Flot1, что согласуется с отсутствием действия исто-
щения флотилина на скорость эндоцитоза холер-
ного токсина [25].

КНЗЭ заякоренных GPI-белков в клетках жи-
вотных критически зависит от содержания стери-
нов в мембране [26]. Предварительная обработка
корней проростков метил-β-циклодекстрином
(MβЦД) – соединением, обедняющим ПМ расте-
ний по стеринам [19, 27], снижает поглощение
FM4-64 в эпидермальных клетках корня A. thali-
ana [12]. MβЦД может выводить стерины из ПМ,
тем самым способствуя MβЦД-индуцированно-
му истощению мембраны, что, в свою очередь,
приводит к ослаблению динамики фосфорилиро-
вания, димеризации и интернализации расти-
тельных белков [28].

Целью данной работы было показать участие
белка Flot1 в образовании ранних эндосом (РЭ)
на транс-стороне комплекса Гольджи. Для дости-
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жения данной цели были проведены исследова-
ния с ингибиторами эндоцитоза на клетках кор-
ней проростков A. thaliana дикого типа (ДТ) и его
нокаут-мутанта по гену flot1, а также изучена уль-
траструктура клеток корней этих растений при
действии на них данных ингибиторов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. Работу выполняли на рас-
тениях Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (экотип Col-0)
ДТ и его нокаут-мутанте Atflot1ko (SALK_205125C).
Данные о вставке и характеристика мутанта были
показаны нами ранее [29]. 5-дневные проростки
A. thaliana ДТ и нокаут-мутанта Atflot1ko как для
FM-окрашивания, так и для трансмиссионной
электронной микроскопии (ТЭМ) были выраще-
ны на агаризованной ½ МС-среде с 0.5% сахаро-
зой при температуре 23 ± 2°С, относительной
влажности воздуха 70 ± 5%, фотопериоде 16 ч/сут
и интенсивности света 80 мкмоль квантов/м2 с,
полученного от люминесцентных ламп ЛБ-80
(“Philips”, Польша).

FM4-64 окрашивание. В ходе эксперимента
5-дневные проростки инкубировали в 1 мл жидкой
½ MС-среде (без 0.5% сахарозы, рН 5.8). В кон-
трольном варианте опыта проростки инкубирова-
ли с эндоцитозным красителем FM4-64 (2 мкМ)
при комнатной температуре в течение 30 мин. В
опытном варианте в среду инкубации одновре-
менно с красителем вносили 100 мМ NaCl. Далее
проростки переносили на предметное стекло и
визуализировали с помощью микроскопа Axio-
Imager Z2 (“Carl Zeiss”, Германия). Изображения
получали с помощью монохромной высокочув-
ствительной камеры AxioCamMRm (“Carl Zeiss”,
Германия) в программе AxioVision 4.8. Флуоресцен-
цию FM4-64 (красный псевдоцвет) детектировали,
используя наборы фильтров №14 (λex 510–560 нм,
λem > 590 нм; “Carl Zeiss”, Германия). Средняя
интенсивность пикселей цитозольной стороны
клеток, исключая плазматическую мембрану, бы-
ли измерены с помощью программы ZEN Blue
(“Carl Zeiss”, Германия). Для анализа использо-
вали не менее 50 снимков в каждой точке.

Обработка корней НУК и MßЦД. 5-дневные
проростки инкубировали в 1 мл жидкой ½ MС-
среде (без 0.5% сахарозы, рН 5.8) с добавлением
100 мкМ НУК (“Sigma”, #N1641, Великобрита-
ния) и прединкубировали в течение 30 мин. Далее
в инкубирующий раствор добавляли 2 мкМ FM4-64
при комнатной температуре и продолжали инку-
бацию еще 30 мин. В опытном варианте в среду
инкубации вместе с FM4-64 добавляли 100 мМ
NaCl. При одновременной обработке проростков
НУК и MßЦД в раствор ½ MС-среды добавляли
100 мкм НУК и 10 мМ MßЦД (“Sigma”, #128446-
36-6, Китай) и прединкубировали при комнатной

температуре в течение 30 мин. Далее все так же,
как при обработке НУК. Обработка изображений
была такая же, как при окрашивании FM4-64.

Трансмиссионная электронная микроскопия.
Изучение ультраструктуры клеток корней про-
ростков A. thaliana ДТ и нокаут-мутанта Atflot1ko
проводили с помощью трансмиссионной элек-
тронной микроскопии. Образцы подготавливали
в соответствии со стандартной методикой [24].
Кусочки корней (2–3 мм) для ТЭМ были выреза-
ны на расстоянии 1‒2 мм от кончика корня. Об-
разцы фиксировали в 2.5% растворе глутарового
альдегида в течение 3 ч и далее постфиксировали
в 1% OsO4 при 4°С в течение одних суток. Фикси-
рующие растворы готовили на основе 0.05 М ка-
кодилатного буфера, рН 7.2. После фиксации об-
разцы обезвоживали в спиртах (30 и 40% ‒ 2 раза
по 15 мин; 50 и 60% ‒ 2 раза по 30 мин; 70% ‒ на
ночь при 4°С). На следующий день образцы пере-
носили в 96% этанол ‒ 1 ч; 100% этанол : 100%
ацетон – 1 : 1 (об/об) – 1 ч; 100% ацетон – 1 ч и да-
лее в смесь эпоксидной смолы (“Fluka”, cat.
№ 2920114, Германия) и ацетона в соотношении
1 : 8, 1 : 4, 1 : 1 (об/об). После полимеризации об-
разцов с помощью ультрамикротома Om U3
(“Reihert”, Австрия) были получены ультратон-
кие срезы. Для просмотра в ТЭМ LIBRA 120
(“Carl Zeiss”, Германия) срезы помещали на сет-
ки и контрастировали 1% уранилацетатом.

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовали факторный дисперсион-
ный анализ с апостериорным критерием HSD для
неравных выборок в программе STATISTICA10
(StatSoft). На графиках представлены средние
значения и их стандартные отклонения, разными
буквами указаны достоверно отличающиеся ве-
личины при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для мониторинга общего эндоцитоза, проте-
кающего в клетках корней 5-дневных проростков
растений A. thaliana ДТ и его нокаут-мутанта (At-
flot1ko), мы проанализировали внутриклеточное
накопление эндоцитарного индикатора FM4-64,
гидрофобные молекулы которого поглощаются
клетками корня путем связывания с липидами
ПМ. Поглощенный краситель интернализуется с
помощью эндоцитозных пузырьков [30].

Интенсивность флуоресценции FM4-64 в клет-
ках корня у Atflot1ko в зоне растяжения была в 2 ра-
за больше, чем у ДТ, как в отсутствие соли, так и
при внесении 100 мМ NaCl в среду (рис. 1; Допол-
нительные материалы, рис. 1). Внесение NaCl в
среду инкубирования не оказало влияния на ско-
рость интернализации красителя у ДТ и у At-
flot1ko, что согласуется с данными, полученными
нами ранее [28]. Инкубация проростков в раство-
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ре, содержащем 2 мкМ FM4-64, привела к замет-
ному эндоцитозу красителя клетками корня
Atflot1ko в исследуемой зоне.

Анализ влияния НУК на эндоцитоз в клетках
корней проростков исследуемых нами линий
A. thaliana показал, что в корнях ДТ, предобрабо-
танных раствором 100 мкМ НУК, и в отсутствие
соли в среде ингибирование эндоцитоза состави-
ло 70%. Внесение в среду инкубации 100 мМ NaCl
возвращало значения интенсивности флуорес-
ценции FM4-64 у растений ДТ до контрольных
значений (рис. 1). Следует отметить, что клеточ-
ные мембраны оставались очерченными FM4-64,
поэтому доступ красителя ко всем клеткам корня
не нарушался обработкой корней НУК (Допол-
нительные материалы, рис. 1).

Обработка корней проростков Atflot1ko 100 мкМ
НУК ингибировала эндоцитоз FM4-64 в клетках
на 35% в условиях отсутствия соли в среде. Внесе-
ние NaCl в среду инкубации не оказало действия
на интернализацию красителя клетками корней
проростков и оставалось на том же уровне, что и в
контроле (рис. 1).

Одновременная обработка корней проростков
растений A. thaliana ДТ и нокаут-мутанта НУК и
MßЦД (агентом, вымывающим стерины из ПМ),
способствовала сильному снижению сигнала флуо-
ресценции маркера FM4-64. Совместное действие
этих двух агентов на клетки корня проростков ДТ
в контрольных условиях привело к снижению
сигнала FM4-64 на 84% от контрольных значе-
ний, а у нокаут-мутанта – на 82% в аналогичных
условиях. Внесение в среду 100 мМ NaCl также
приводило к ингибированию сигнала флуорес-
ценции на 76% у ДТ и на 75% у нокаут-мутанта по
сравнению с контролем (рис. 1; Дополнительные
материалы, рис. 1). Общий эффект ингибирова-
ния сохранялся у обеих линий. Кроме того, по-
глощение FM4-64, которое было невосприимчи-
вым к обработке НУК в клетках корней ДТ в
условиях засоления, было значительно снижено в
ответ на одновременное действие двух агентов
(рис. 1; Дополнительные материалы, рис. 1). Од-
новременная обработка корней НУК и MßЦД
блокировала все вызванные солью увеличения
поглощения FM4-64 у ДТ.

Трансмиссионная электронная микроскопия. Изу-
чение ультраструктуры клеток корней 5-дневных
проростков растений A. thaliana ДТ и его нокаут-
мутанта по гену flot1 (Atflot1ko) в исследуемой на-
ми зоне растяжения как в контрольных условиях,
так и в условиях стресса (100 мМ NaCl) (рис. 2а–в)
показало отсутствие различий с морфологией
структур клеток зоны поглощения, которая была
описана нами ранее [29]. Обработка ауксином
корней проростков ДТ в контрольных условиях
привела к выраженному уменьшению кривизны
ПМ (рис. 2ж–и) и ее плотному прилеганию к кле-

точной стенке, за исключением редких участков
скопления экзосом (Экз) между ПМ и периплаз-
маческим пространством (ПП) (рис. 2з). ТГС ак-
тивно формировала РЭ на транс-стороне (рис. 2з).
Действие НУК сказалось и на структуре хорошо
развитого эндоплазматического ретикулума (ЭР),
имеющего в контроле форму разветвленных тру-
бочек (рис. 2а–е), которое привело к расшире-
нию просветов и переходу из трубчатой формы в
форму цистерн, а затем и к его фрагментирова-
нию. Мелкие фрагменты ЭР образовывали мно-
жество микровакуолей (МВ) угловатой формы
(рис. 2и). Наблюдалась повышенная извилистость
тонопласта (рис. 2ж–и), что, по-видимому, связано
с усилением потока транспорта везикул в сторону
вакуоли и увеличением общей площади мембраны.
Активное состояние ТГС в условиях контроля де-
монстрировало усиление везикуляции цитоплазмы
в целом (рис. 2з, и) и активацию процесса экзоци-
тоза в клетках корней проростков при ингибирова-
нии КЗЭ. В корнях растений ДТ, не обработанных
ауксином, в условиях отсутствия соли в среде такой
сильной везикуляции не наблюдалось (рис. 2а–в).

При внесении в среду инкубации 100 мМ NaCl
наблюдались некоторые изменения ультраструк-
туры клеток. Обработка ауксином в этих условиях
деформировала ТГС с образованием полукольце-
образных структур (рис. 2л, м), однако на транс-
стороне КГ автивно формировались РЭ крупных
размеров (рис. 2л), по сравнению с контролем.
Просветы ЭР были также расширены, фрагмен-
тированных участков ЭР в цитоплазме не наблю-
далось (рис. 2м). Уменьшение общей везикуля-
ции и вакуолизации цитоплазмы при обработке
корней ДТ 100 мМ NaCl является результатом
снижения интенсивного образования везикул и

Рис. 1. Интенсивность флуоресценции FM4-64 в клет-
ках корней 5-дневных проростков растений A. thaliana:
1 – дикий тип, 0 мМ NaCl; 2 – дикий тип, 100 мМ NaCl;
3 – Atflot1ko, 0 мМ NaCl; 4 – Atflot1ko, 100 мМ NaCl.
Контроль – FM4-64, 2 мкМ; НУК – 100 мкМ; МßЦД –
10 мМ.

2250

2000

1750

1500

1000

500

1250

750

250

0
Контроль НУК НУК + М�ЦД

И
н

т
е
н

с
и

в
н

о
с

т
ь

 ф
л

у
о

р
е
с

ц
е
н

ц
и

и

F
M

4
-
6

4
, 

о
т
н

. 
е
д

.

1 2

3
4

bc bc

a
a

d

d

d
d d

c

b b



386

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 4  2023

ХАЛИЛОВА, ВОРОНКОВ

активирования экзоцитоза в сторону вакуоли
(рис. 2к–м). При этом в условиях засоления и от-
сутствия ауксина в среде инкубирования в клет-
ках корней проростков ДТ наблюдалась повы-
шенная вакуолизация цитоплазмы (рис. 2г–е).

Изучение ультраструктуры клеток нокаут-му-
танта, обработанных НУК, показало, что мутация
Atflot1 не выявила особых различий между кон-
трольными и опытными вариантами растений.
Тем не менее, в условиях отсутствия соли в среде
в клетках корня нокаут-мутанта наблюдалось от-
сутствие извилистости ПМ и ее плотное прилега-
ние к клеточной стенке, кроме редких участков
скопления Экз в ПП (рис. 3ж–и, и-(вставка)).
ТГС дефомировались с образованием кольцеоб-
разных структур (рис. 3ж, з) по сравнению с ана-
логичными условиями инкубации корней про-
ростков ДТ (рис. 2ж–и). На транс-стороне КГ
формировались единичные эндосомы. Просветы
ЭР были расширены, при этом сам ЭР не был
фрагментирован (рис. 3з, и). Цитоплазма клеток
не была вакуолизирована. Внесение NaCl в среду
инкубирования и обработка проростков нокаут-му-
танта НУК не привело к заметным ультраструктур-
ным изменениям (рис. 3к–м) по сравнению с кон-
трольными условиями (рис. 3ж–и). Однако, следует
отметить, что в условиях засоления ТГС полно-
стью замыкалась в кольцо, тем самым блокируя
образование РЭ на транс-стороне. В аналогичных
условиях, но без обработки НУК, КГ сохраняли
структуру и процесс образования РЭ на транс-
стороне был ярко выражен (рис. 3г–е).

Обработка корней проростков ДТ одновре-
менно НУК и MßЦД не привела к заметным из-
менениям в ультраструктуре клеток – они были
аналогичны действию ауксина на корни. В усло-
виях отсутствия соли в среде КГ активно отшнуро-
вывал от транс-стороны РЭ (рис. 2н–п). Расшире-
ние ЭР, его фрагментация и образование мелких
МВ неправильной формы вызвало усиление вези-
куляции и вакуолизации цитоплазмы (рис. 2н–п).
Внесение в среду 100 мМ NaCl имело аналогич-
ное действие на структуру клеток корня ДТ, как и
при действии только НУК в условиях засоления
(рис. 2р–т). Следует отметить, что у растений ДТ
изменение ультраструктуры КГ наблюдалось
только в условиях засоления как при обработке
НУК, так и при одновременной обработке НУК
и MßЦД.

Совместная обработка корней нокаут-мутан-
та НУК и MßЦД в контрольных условиях приво-
дила в целом к увеличению везикуляции и ваку-

олизации цитоплазмы за счет образования более
крупных РЭ на транс-стороне КГ и увеличению
просветов ЭР с образованием МВ неправильной
формы (рис. 3н–п). В условиях засоления выра-
женная везикуляция цитоплазмы снижалась,
ТГС замыкались в кольцо, активности на их
транс-стороне не происходило (рис. 3с). Фраг-
ментации и расширения просветов ЭР не наблю-
далось (рис. 3т), в отличие от варианта, когда кор-
ни были обработаны только НУК (рис. 3м).

Таким образом, все описанные изменения уль-
траструктуры клеток корней были вызванны скорее
действием НУК, чем двойным действием агентов.
Добавление в среду инкубации NaCl приводило к
уменьшению вакуолизации цитоплазмы клеток
корня как у ДТ, так и у нокаут-мутанта.

ОБСУЖДЕНИЕ

Мембранный транспорт у эукариот включает
сложную сеть транспортных систем везикул, иду-
щих во многих направлениях и соединяющих прак-
тически каждый внутриклеточный компартмент.
По большей части, внутренний транспорт опосре-
дован клатрином, тогда как транспортные везику-
лы, происходящие из ПМ, могут иметь различное
происхождение. Эти эндоцитарные пузырьки, как
правило, имеют разные размеры (60–200 нм) [30,
31]. После формирования везикулы сливаются и
обмениваются грузом в пре-вакуолярном ком-
партменте, в том числе и в ТГС/РЭ [32, 33].

Ранее нами было показано, что в зоне погло-
щения в клетках корня ДТ и нокаут-мутанта не
было выявлено различий в скорости поглощения
зонда FM4-64 как в контрольном варианте, так и
в присутствии NaCl в среде [29]. Исследования
показали, что в разных зонах корня, а также в раз-
личных слоях клеток корня протекают разные
процессы эндоцитоза (клатрин-зависимые и кла-
трин-независимые) [12]. В данной работе исследо-
вания были проведены в зоне растяжения корня.
Известно, что в зоне роста (растяжения) клетки
сильно удлиняются путем растяжения. Интенсив-
ность данного процесса во всей зоне роста не оди-
наковая и своего максимума достигает в цен-
тральной части. Для этих процессов необходим
постоянный активный транспорт веществ и мем-
бранного материала, который доставляется в ре-
зультате везикулярного транспорта (эндо- и экзо-
цитоза), идущего в обоих направлениях в клетке.

Единственным хорошо охарактеризованным
эндоцитарным путем в растениях является кла-

Рис. 2. Ультраструктура клеток корней 5-дневных проростков дикого типа растений A. thaliana: а–в – 0 мМ NaCl;
г–е – 100 мМ NaCl; ж–и – 0 мМ NaCl + 100 мкМ НУК; к–м – 100 мМ NaCl + 100 мкМ НУК; н–п – 0 мМ NaCl +
+ 100 мкМ НУК + 10 мМ MßЦД; р–т – ДТ 100 мМ NaCl + 100 мкМ НУК + 10 мМ MßЦД. ЭР – эндоплазматический
ретикулум, В – вакуоль, белая звездочка – транс-Гольджи сеть/ранние эндосомы, черная стрелка – плазматическая
мембрана, белая стрелка – экзосомы. Масштаб – 0.5 мкм.
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трин-зависимый путь, в основном из-за доступ-
ности специфических химических ингибиторов –
НУК, Tyr-A23, HUB1 [11, 18]. Каждый из этих
агентов эффективно блокирует поглощение боль-
шинства трансмембранных белков (PIN2, LTI6b,
PIN1), подтверждая, что эти белки поглощаются
исключительно клатрин-зависимым путем. Было
показано, что этот путь действует конститутивно
во всех слоях корня [12].

Для выявления эффектов ауксина на транс-
порт везикул предпочтительно используется син-
тетическая форма НУК из-за ее более высокой
стабильности по сравнению с природным аукси-
ном, индол-3-уксусной кислотой (ИУК) [15, 16].
Ауксины влияют на эндоцитоз, а точнее на кла-
трин-зависимый эндоцитоз, что подтверждено
ауксин-опосредованным ингибированием интер-
нализации эндоцитарного индикатора FM4-64 [8] и
снижением его сигнала в клетках [15, 16]. Показа-
но, что при добавлении 100 мкМ НУК в среду ин-
кубации практически отсутствует внутриклеточ-
ный сигнал FM4-64 [34]. В нашей работе такая
концентрация НУК вызвала максимальный эф-
фект ингибирования КЗЭ в клетках обоих иссле-
дуемых линий растений (рис. 1; Дополнительные
материалы, рис. 1). Обработка проростков ДТ
ауксином привела к сильному ингибированию
КЗЭ (на ≈70%), тогда как эффект ингибирования
этого процесса у нокаут-мутанта составил ≈15%
(рис. 1). Вероятно, КЗЭ в клетках корней нокаут-
мутантов является доминирующим, и полное ин-
гибирование данного процесса в клетках корней
мутантных растений могло бы привести к нару-
шению транспортных функций клетки в целом.
При этом не исключено, что у данных растений
существуют альтернативные пути КНЗЭ, в кото-
ром не участвует Flot1 (например, рецептор-опо-
средованный эндоцитоз). Отсутствие усиления
сигнала в ответ на внесение в среду ингибирования
100 мМ NaCl в клетках корней нокаут-мутанта под-
тверждает данные об усилении КНЗЭ в условиях
засоления с участием белка Flot1 [19, 21].

Использование ТЭМ показало, что обработка
проростков НУК привела к изменению уль-
траструктуры клеток как у ДТ, так и у нокаут-му-
танта (рис. 2ж–м, 3ж–м). По-видимому, НУК в
высокой концентрации (100 мкМ) эффективно
ингибирует КЗЭ и оказывает сильное влияние на
эндомембранную систему, в том числе и на ее
морфологию (деформация ТГС, фрагментация ЭР).
Действие ауксина в контрольных условиях при-
вело к скоплению Экз в ПП (рис. 3з), что, в свою

очередь, указывает на активный процесс экзоцито-
за, протекающий в клетках корней ДТ. Усиление
сигнала FM4-64 в клетках корней ДТ в условиях
засоления, по-видимому, происходит за счет пе-
рераспределения потоков везикулярного транс-
порта (активации КНЗЭ и направления экзоци-
тоза в сторону вакуоли).

В клетках корней растений A. thaliana клатрин-
зависимый и клатрин-независимый пути эндо-
цитоза действуют повсеместно [12]. Показано,
что обработка кончиков корней растений A. thali-
ana ауксинами снижала скорость КЗЭ и ингиби-
ровала поглощение мембранного белка PIP2;1
[19, 21, 35]. Однако следует отметить, что эндоци-
тоз PIP2;1 также происходит независимо от кла-
трина через нанодомен-опосредованный путь.
Действительно, при солевом стрессе (100 мМ NaCl)
совместная локализация между PIP2;1 с нанодо-
менным постоянным белком Flot1 увеличивалась
[19]. Это согласуется с нашими данными по инги-
биторному анализу эндоцитоза с НУК у ДТ и уси-
ления сигнала FM4-64 при добавлении NaCl в
среду (рис. 1).

Одновременное внесение НУК и MβЦД в сре-
ду инкубирования проростков ДТ блокировало
все индуцированные солью увеличения поглоще-
ния FM4-64. Внесение NaCl в среду не приводило
к увеличению внутриклеточного сигнала марке-
ра. Это наблюдение указывает на то, что все до-
полнительные и индуцированные различными
факторами пути эндоцитоза чувствительны к то-
му или иному из этих реагентов.

Микродомены мембран, обогащенные стери-
нами и сфинголипидами, могут модулировать ло-
кализацию и активность определенных мембран-
ных белков [36]. Флотиллины были обнаружены в
мембранных рафтах ПМ у A. thaliana, что указывает
на его потенциальную связь с доменами, богатыми
стеринами [21]. Известно, что флотиллины в соста-
ве рафтов входят в состав детергент-устойчивых
мембран (ДУМ). Показано, что обработка фракции
ДУМ MßЦД, выделенной в градиенте сахарозы
[37], приводит к истощению фитостеринов и уда-
лению плавающей фракции ДУМ из градиента
плотности сахарозы, что, скорее всего, связано с
нарушением свойств ДУМ [38], при этом гло-
бальный белковый состав ПМ после обработки
MßЦД сохранялся [27]. По-видимому, истоще-
ние свободного фитостерина из ПM клеток после
обработки корней MßЦД приводит к полному
удалению фракции ДУМ и, в некоторой степени,
к нарушению гетерогенности мембраны, в част-

Рис. 3. Ультраструктура клеток корней 5-дневных проростков нокаут-мутанта A. thaliana: а–в – 0 мМ NaCl; г–е – 100 мМ
NaCl; ж–и – 0 мМ NaCl + 100 мкМ НУК; к–м – 100 мМ NaCl + 100 мкМ НУК; н–п – 0 мМ NaCl + 100 мкМ НУК +
+ 10 мМ MßЦД; р–т – ДТ 100 мМ NaCl + 100 мкМ НУК + 10 мМ MßЦД. ЭР – эндоплазматический ретикулум, В – ва-
куоль, белая звездочка – транс-Гольджи сеть/ранние эндосомы, черная стрелка – плазматическая мембрана, белая
стрелка – экзосомы. Масштаб – 0.5 мкм.
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ности богатых стерином доменов. Таким образом,
фитостерины в ПМ клеток, возможно, являются
ключевыми соединениями для структурирования
липидных рафтов путем упорядочивания ациль-
ной цепи липидов и продвижения их в качестве
платформ рекрутирования мембранных белков, в
состав которых входит и Flot1. Таким образом,
наблюдаемые нами изменения в ультраструктуре
клеток исследуемых линий растений A. thaliana
(деформация ТГС, фрагментация ЭР), обрабо-
танных отдельно ауксином и одновременно НУК
с MßЦД, могут быть объяснены изменениями в
уровнях и/или составе свободных стеринов в
мембранах в целом.

Одновременная обработка корней нокаут-му-
тантов ауксином и MßЦД оказала сильное ингиби-
рующее действие на КЗЭ. Изучение ультраструкту-
ры клеток растений Atflot1ko, обработанных одно-
временно двумя агентами, показало, что небольшое
количество РЭ и МВ в цитоплазме клеток, на-
блюдаемых в условиях отсутствия соли в среде,
полностью исчезло при внесении в среду 100 мМ
NaCl. Вероятно, засоление среды приводит к
быстрому слиянию образовавшихся в цитоплазме
клеток РЭ между собой и/или с вакуолью, а также
к полному замыканию цистерн КГ в кольцо, что,
в свою очередь, блокирует процесс образования
РЭ на транс-стороне.

Нами показано, что наличие в микродоменах
ПМ клеток корней белка Flot1 сохраняет структуру
КГ и его способность к формированию на транс-
стороне РЭ при ингибировании КЗЭ и обработке
корней MßЦД как в контрольных условиях, так и
при засолении. При этом аналогичное действие
ауксина и MßЦД на клетки корней нокаут-мутанта
сильно деформировало структуру ТГС. Внесение
в среду NaCl приводило к полному блокированию
способности ТГС формировать везикулы на транс-
стороне. Таким образом, мы можем утверждать,
что функционирование микродоменного белка
ПМ Flot1 сохраняет структуру КГ в клетках кор-
ней A. thaliana и принимает участие в образова-
нии РЭ из ТГС.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Министерства образования и науки Рос-
сийской Федерации (№ темы 122042700044-6).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов. Авторы заявляют об отсутствии
конфликта интересов.
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