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Изучено действие растительного антиоксиданта ресвератрола на структуру мембран митохондрий,
выделенных из проростков гороха Pisum sativum L., подвергнутых воздействию теплового стресс-
фактора. В качестве структурных характеристик мембран использовали температурную зависи-
мость микровязкости. Микровязкость определяли методом электронного парамагнитного резонан-
са спиновых зондов. Тепловой шок приводил к уменьшению кристалличности мембран митохон-
дрий. Показано, что сверхмалые дозы ресвератрола возвращают структуру липидного бислоя мито-
хондрий после воздействия теплового шока до состояния, свойственного нативным растениям.
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ВВЕДЕНИЕ
Как известно, растения в природе подвергают-

ся воздействиям многих биотических и абиотиче-
ских факторов. Тепловой шок (ТШ) является од-
ним из наиболее распространенных абиотиче-
ских стрессовых факторов. Высокая температура
может не только задерживать рост всего растения,
листьев, корней, но и прорастание семян, а также
скорость роста проростков. В ответ на действие
любого стресс-фактора резко возрастают синтез и
активность белков теплового шока (БТШ) [1].
Последние (БТШ) в клетке, подвергнутой стрес-
су, интенсивно связываются с белками, препят-
ствуя их денатурации, и поддерживают повре-
жденные белки в состоянии, способном к последу-
ющему восстановлению [2–4], а также участвуют в
процессах транспортировки белковых молекул че-
рез мембраны митохондрий и ядерную оболочку
[5]. Изменение структуры мембранных белков ча-
сто приводит к изменению структуры липидного
бислоя [6, 7]. Таким образом, тепловой шок, как
и любой другой стресс-фактор, может влиять на
структуру мембран митохондрий как напрямую,
так и через воздействие БТШ.

Природный антиоксидант ресвератрол синте-
зируется в качестве защиты от биотических фак-
торов, таких как паразитическое действие бакте-
рий и грибов, а также от абиотических факторов,
таких как окислительный стресс [8]. Ресвератрол
как полифенольное соединение может оказывать
непосредственное влияние на структуру и функ-
цию митохондрий [9]. Растительные полифенолы
взаимодействуют с белками, такими как сигналь-
ные киназы, факторы транскрипции и ионные ка-
налы [6], и регулируют окислительно-восстанови-
тельные процессы, аналогичные митохондриаль-
ным. На уровень пероксидного окисления липидов
(ПОЛ) значительно влияют стресс-факторы, в ре-
зультате чего могут изменяться структурные харак-
теристики мембран, одной из которых является
микровязкость [10, 11]. Действие антиоксидантов
также приводит к изменению микровязкости
мембран через систему регуляции пероксидного
окисления липидов [12–14].

Таким образом, целью нашей работы было ис-
следование влияния ресвератрола на структурные
характеристики мембран митохондрий, выделен-
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ных из проростков гороха, подвергнутого тепло-
вому шоку.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работу проводили на митохондриях пятиднев-

ных этиолированных проростков гороха Pisum sa-
tivum L. сорта Флора 2. Семена гороха перед про-
ращиванием промывали мыльной водой (хозяй-
ственное мыло) и 0.01%-ным раствором КMnO4,
а затем тщательно промывали дистиллированной
водой в течение 2 мин. Проростки на 2 ч помеща-
ли в термостат при температуре 47°С на влажной
фильтровальной бумаге. Для поддержания влажно-
сти в термостате находились две чашки Петри с во-
дой. Спустя 2 ч выделяли митохондрии из пророст-
ков гороха методом дифференциального центрифу-
гирования в калий-фосфатном буфере, описанным

в работе [15]. Для приготовления образца митохон-
дрии разбавляли в среде выделения таким образом,
чтобы содержание белка в конечном растворе со-
ставляло 2 мг белка на 1 мл суспензии митохон-
дрий. Ресвератрол готовили последовательным раз-
бавлением в среде выделения так, чтобы концен-
трации в образцах с митохондриями при конечном
разбавлении составляли 5 ∙ 10–6 М и 5 ∙ 10–14 М.

Микровязкость липидного бислоя мембран
определяли методом электронного парамагнит-
ного резонанса (ЭПР) спиновых зондов. В каче-
стве зондов использовали стабильные нитрок-
сильные радикалы 2,2,6,6-тетраметил-4-капри-
лоилоксилпиперидин-1-оксил (зонд I) и
5,6-бензо-2,2,6,6-тетраметил-1,2,3,4-тетрагидро-
γ-карболин-3-оксил (зонд II):

В работе [16] показано, что зонд I преимуще-
ственно локализуется в поверхностном слое ли-
пидных компонент мембраны, а зонд II – в липи-
дах, прилегающих к белкам, что позволяет по по-
ведению зондов I и II в липидном бислое судить о
липид-белковых взаимодействиях в мембранах.
Для удобства изложения мы в последующем бу-
дем называть зонд I “липидным”, а зонд II –
“белковым”.

Из полученных спектров ЭПР рассчитывали
время корреляции вращательной подвижности
(τс), характеризующее микровязкость компонен-
тов мембраны, по формуле τс = 6.65 ∙ 10–10∆H+ ×
× [(I+/I–)0.5 – 1], приведенной в работе [17]. Реги-
страцию спектров ЭПР проводили в диапазоне
температур 285–305 К (10–32 °C) на радиоспек-
трометре ER 200D-SRC фирмы “Brucker”.

Известное соотношение Стокса–Энштейна
(см., например, [18]) связывает параметр τc и вяз-
кость среды, окружающей зонд τc = ηV/kT, где V –
объем радикала (его можно считать прямо пропор-
циональным молекулярному весу), η – динамиче-
ская вязкость среды, k – постоянная Больцмана и
Т – абсолютная температура. Динамическая вяз-
кость η связана с температурой следующим эмпи-
рическим соотношением: η = А'eb/T [19], откуда сле-
дует lnτc = А'' + b/T + ln(1/T), где А', А'', b – кон-
станты. Исследуемый нами температурный

интервал (от 285 до 305 К) достаточно узок, и на
его протяжении ln(1/T) меняется очень незначи-
тельно по сравнению со слагаемым b/T, поэтому
можно считать lnτс = a + b/T.

Исходя из этой точки зрения, график зависи-
мости lnτc от 1/Т для таких структур должен пред-
ставлять собой ломаную, точки излома которой
являются точками структурных переходов [20]. На-
клон этих прямых позволяет определить энергию
активации перехода Eа = bR [21], где b – угловой ко-
эффициент наклона соответствующего прямого
участка, а R – универсальная газовая постоянная.
Энергия активации соответствует энергии пере-
стройки одного моля липидов мембран [21].

Статистическая обработка данных осуществ-
лялась методами параметрической статистики с
использованием пакетов компьютерных про-
грамм Microsoft® OfficeExcel и Origin® 6.1 при
статистической надежности 95%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В работе было изучено изменение структуры
мембран митохондрий, выделенных из пророст-
ков гороха Pisum sativum L., после воздействия на
них теплового шока по сравнению с нативными
растениями (контроль). Термоиндуцированные
структурные переходы в прибелковых областях
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мембран митохондрий (рис. 1б) наблюдались при
температурах от 23 до 26°С (296–299 К), тогда как
в контрольной группе – при температурах от 18 до
20°С (291–293 К). При температурах свыше 26°С
(>299 К) зависимость lnτc от 1/Т для прибелковых
областей после воздействия теплового шока ле-
жала выше и имела меньший угол наклона, чем
для нативных растений (рис. 1б). То есть с ростом
температуры наблюдалась тенденция к увеличе-
нию микровязкости после воздействия ТШ по
сравнению с нативными растениями.

Графики зависимостей времен вращательной
корреляции от температуры для липидной и при-
белковой фаз мембран митохондрий после воз-
действия ТШ в областях температур, меньших
299 К, лежат ниже, чем для нативных растений
(рис. 1). Поэтому можно предположить, что в
данном диапазоне температур ТШ приводит к
увеличению текучести как прибелковой, так и ли-
пидной фазы мембран. При этом структурный
переход в липидной фазе сдвигается в область бо-
лее низких температур (рис. 1а): 12–18°С (285–
291 К), относительно контроля. Данную струк-
турную перестройку связывают с переходом ли-
пидного бислоя из кристаллического в жидко-
кристаллическое состояние [22, 23]. Сдвиг струк-
турной перестройки в область более низких
температур на фоне повышенной текучести ука-
зывает на увеличение “жидкостности” мембран
(уменьшение кристалличности). Вследствие
уменьшения кристалличности липидного бислоя
растет подвижность липидных молекул [22] и па-
дает способность мембраны сохранять опреде-
ленную упорядоченность, структурность.

Это, в свою очередь, может приводить к нару-
шению функций мембранных белков и ферментов,
что неблагоприятно скажется на функционирова-
нии митохондрий в целом. Температура фазового
перехода и текучесть мембран существенно зависят
как от длины углеводородных цепей, наличия и по-
ложения двойных связей [23, 24], так и от плотно-
сти упаковки липидов в бислое. Тепловой шок
может приводить к увеличению размеров мито-
хондрий, а также к уменьшению индекса ненасы-
щенности жирных кислот из-за увеличения уровня
пероксидного окисления липидов [25]. В нашем
случае вследствие увеличения размеров митохон-
дрий увеличивалась площадь поверхности мем-
бран, что приводило, по-видимому, к уменьшению
плотности упаковки липидов и, следовательно, к
увеличению текучести липидного бислоя (рис. 1),
несмотря на уменьшение соотношения ненасы-
щенных к насыщенным жирным кислотам [25]. За-
тем вырабатываемые при тепловом шоке БТШ из-
меняли структуру мембранных белков, что, вероят-
но, приводило к консолидации липидов вокруг
белков и ферментов за счет миграции липидов из
липидной фазы. В результате этого увеличивалась
микровязкость прибелковых областей мембран
по сравнению с нативными растениями при тем-
пературах свыше 299 К. Вероятно, благодаря та-
ким структурным перестройкам мембраны воз-
можно нормальное функционирование митохон-
дрий при высоких температурах.

Тепловой шок приводит к увеличению уровня
пероксидного окисления липидов в мембране
[25–27], поэтому было интересным исследовать
действие антиоксиданта ресвератрола на структу-
ру мембран митохондрий после воздействия теп-

Рис. 1. Температурная зависимость микровязкости мембран митохондрий, выделенных из проростков гороха Pisum
sativum L., в аррениусовских координатах (lnτс от 1/T, для удобства указана еще и Т): 1 – для контрольной группы, 2 –
после воздействия теплового шока; а – “липидный” зонд, б – “белковый” зонд.

–1.6

–1.2

–0.8

–0.4

0

3.30 3.35 3.40 3.503.45

305 299 293 288 285

–0.4

0

0.4

0.8

3.30 3.35 3.40 3.503.45

305 299 293 288 285
T, K

1/T · 103, K–1

1

2

1

2

ln(τc · 1010)
а б



ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА  том 42  № 1  2023

ЭФФЕКТ СВЕРХМАЛЫХ ДОЗ АНТИОКСИДАНТА РЕСВЕРАТРОЛА 25

лового шока in vitro. Показано, что введение ре-
свератрола в дозе 5 ∙ 10–6 М приводило к сдвигу
термоиндуцированных структурных переходов в
липидной и прибелковой фазе мембран в область
более высоких температур относительно мембран
митохондрий после воздействия ТШ (рис. 2).
При этом структурные перестройки в липидных
областях (15–23°С) возвращались к состоянию,
свойственному нативным растениям (табл. 1).

Стоит отметить, что энергии активации струк-
турных состояний при высоких температурах

(>296 К) в липидной фазе и при низких темпера-
турах (<296 К) в прибелковой фазе мембран оста-
вались такими же, как и при ТШ (табл. 1). Кроме
того, ресвератрол увеличивал микровязкость
мембран после воздействия ТШ в липидной фазе
(рис. 2а). По-видимому, тепловой шок приводил
к окислительному стрессу, из-за чего жирнокис-
лотные хвосты липидов мембран митохондрий
окислялись. В результате окисления образовыва-
лись более короткие липиды, альдегиды и диеновые
конъюгаты, которые, оставаясь в мембране, не да-

Рис. 2. Температурная зависимость микровязкости мембран митохондрий, выделенных из проростков гороха Pisum
sativum L., подвергнутого тепловому шоку, в аррениусовских координатах (lnτс от 1/T, для удобства указана еще и Т):
1 – без ресвератрола, 2 – в присутствии ресвератрола в концентрации 5 ∙ 10–6 М; а – “липидный” зонд, б – “белковый” зонд.
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Таблица 1. Термоиндуцированные структурные переходы в мембранах митохондрий проростков гороха
Pisum sativum L. и энергии активации (Ea) соответствующих структурных состояний

Примечание: К – контроль (нативные растения), ТШ – после воздействия теплового шока, ТШ + ФД – после воздействия
теплового шока и ресвератрола в физиологической дозе 5 ∙ 10–6 М, ТШ + СМД – после воздействия теплового шока и ресве-
ратрола в сверхмалой дозе 5 ∙ 10–14 М. Серые зоны соответствуют структурным перестройкам. Белые зоны – мембрана нахо-
дится в определенном структурном состоянии с соответствующими Ea.

T, K

Еа ± ΔЕа, кДж/моль

К ТШ ТШ + ФД ТШ + СМД К ТШ ТШ + ФД ТШ + СМД

липидные области прибелковые области

285
170 ± 50

90 ± 30 70 ± 30 90 ± 20

36 ± 5

32 ± 2

100 ± 30

288

291

293

47 ± 5
296

40 ± 7 25 ± 5
299

60 ± 10 49 ± 5 140 ± 30302
27 ± 7

305
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вали липидам образовывать связанные структуры.
Вследствие этого увеличивалась текучесть мем-
бран. Ресвератрол, будучи антиоксидантом, зна-
чительно уменьшал скорость окисления липидов,
не давая тем самым липидам распадаться на ко-
роткие фрагменты. Это приводило к увеличению
структурированности мембран митохондрий, вы-
деленных из проростков гороха, подвергнутого
ТШ, вместе с тем – и к увеличению микровязко-
сти липидной фазы. Введение физиологической
дозы ресвератрола практически не изменяло
микровязкость прибелковых областей мембран
митохондрий после воздействия ТШ (рис. 2б) и
лишь немного (на 2–4°С) смещало структурный
переход в область более высоких температур: 26–
32°С (299–305 К). Это означает, что кристаллич-
ность прибелковых областей мембран повышает-
ся. Такое смещение может оказаться полезным
для функционирования митохондрий в условиях
длительного воздействия высоких температур
(свыше 32 °С).

Особый интерес представляло изучение дей-
ствия биологически активных веществ в сверхма-
лых дозах (СМД). Эффект СМД в изменении мик-
ровязкости мембран может носить бимодальный и
гетерогенный характер [28]. Бимодальность прояв-
ляется в том, что при уменьшении дозы, от физиоло-
гической (>10–8 М) до очень низкой (10–8–10–11 М),
эффект от препарата исчезает, сменяясь так назы-
ваемой “мертвой зоной”, где он отсутствует, и вновь
усиливается при концентрациях ниже ∼10–12 М
(СМД-эффект) [23]. Этот СМД-эффект часто но-
сит гетерогенный характер, т.е. отличается от
действия биологически активных веществ в фи-

зиологических доз [28]. Поэтому было также ис-
следовано действие ресвератрола в концентрации
5 ∙ 10–14 М на структурные характеристики мем-
бран митохондрий проростков гороха, подверг-
нутых тепловому шоку (рис. 3). Введение in vitro
ресвератрола в сверхмалой дозе в митохондрии
после воздействия ТШ приводило к сдвигу тер-
моиндуцированных структурных переходов как в
липидной, так и прибелковой фазе мембран до
состояния нативных растений. При этом харак-
тер зависимости времен вращательной корреля-
ции “липидного” и “белкового” зондов от темпе-
ратуры при введении антиоксиданта в сверхма-
лой дозе в митохондрии после ТШ был схожим с
соответствующими зависимостями для кон-
трольных групп (рис. 3). Следовательно, ресвера-
трол в сверхмалой дозе восстанавливал структуру
мембран митохондрий, выделенных из проростков
гороха, подвергнутого ТШ, до нормального состоя-
ния, свойственного нативным растениям. Таким
образом, ресвератрол в концентрации 5 ∙ 10–14 М
способен защищать растения от теплового шока.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Тепловой шок приводил к уменьшению кри-
сталличности мембран митохондрий проростков
гороха, о чем свидетельствует сдвиг термоинду-
цированных структурных перестроек на фоне по-
вышенной текучести мембран. Ресвератрол в
сверхмалых дозах способен возвращать структур-
ное состояние мембран митохондрий проростков
гороха, подвергнутого тепловому шоку, к состоя-
нию, свойственному нативным растениям. По-

Рис. 3. Температурная зависимость микровязкости мембран митохондрий, выделенных из проростков гороха Pisum
sativum L., подвергнутого тепловому шоку, в аррениусовских координатах (lnτс от 1/T, для удобства указана еще и Т):
1 – для нативных растений (контроль), 2 – без ресвератрола, 3 – в присутствии ресвератрола в концентрации 5 ∙ 10–14 М;
а – “липидный” зонд, б – “белковый” зонд.
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этому мы предполагаем, что ресвератрол в сверх-
малых дозах может защищать проростки гороха
от теплового шока. В физиологических концен-
трациях исследуемый антиоксидант приводил к
сдвигу термоиндуцированных структурных пере-
строек в мембранах митохондрий проростков го-
роха после воздействия теплового шока в сторону
более высоких температур, что, вероятно, может
оказаться полезным для нормальной работы ми-
тохондрий при длительном воздействии высоких
температур (свыше 32°С).

Работа выполнена в рамках госзадания Мини-
стерства науки и высшего образования Россий-
ской Федерации (тема № 1201253310).
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