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Aftereffect of freezing temperature (-8 ° C, 1-6 h) on the content of reactive oxygen species 
(ROS),  intactness  mitochondria,  their  oxidative  and  phosphorylating  activity  and  the 
contribution  of  uncoupling  proteins  (UCPs)  and  ATP/ADP  antiporter  to  linoleate-induced 
mitochondrial respiration in winter wheat seedlings have been studied. It has been shown that  
the  survival  of  seedlings  during  cold  exposure  is  dependent  on  the  activity  of  pUCP  and  
ATP/ADP antiporter in mitochondria, the function of which under cold stress is probably the  
regulation of ROS content.
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teins, Triticum aestivum L.
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Изучено последействие отрицательной температуры (-8 °С, 1-6 ч)  на содержание активных 
форм кислорода (АФК),  интактность  митохондрий,  их  окислительную и фосфорилирующую 
активность  и  вклад  разобщающих  белков  (UCPs)  и  АТФ/АДФ  антипортера  в  линолеат-
индуцированное  дыхание  митохондрий  в  проростках  озимой  пшеницы.  Показано,  что 
выживаемость  проростков  при  холодовом  воздействии  зависит  от  активности  pUCP  и 
АТФ/АДФ  антипортера  в  митохондриях,  функцией  которых  при  холодовом  стрессе,  по-
видимому, является регуляция содержания АФК.

Key words: cold stress, reactive oxygen species, mitochondria, ATP/ADP antiporter, uncoupling pro-
teins, Triticum aestivum L.

Ранее  было  показано,  что  кратковременная 

обработка  отрицательной  температурой 

вызывает  переход  митохондрий 

морозоустойчивых  злаков  в 

низкоэнергетическое  состояние,  сменяющееся 

при  увеличении  длительности  охлаждения 

снижением окислительной и фосфорилирующей 

активности  органелл  (Войников,  1987).  В 

митохондриях  неустойчивых  к  морозу  злаков 

такая реакция на охлаждение отсутствовала, что 

позволило предположить наличие генетического 

контроля  за  функционированием  митохондрий 

при  низкотемпературном  стрессе  (Войников, 

1987).  Предполагалось,  и  было  доказано  с 

использованием  ингибиторов,  что  переход 

митохондрий  в  низкоэнергетическое  состояние 

обусловлен  разобщающим  действием 

эндогенных  свободных  жирных  кислот  (СЖК) 
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(Войников,  1987).  Разобщение  окислительного 

фосфорилирования,  обусловленное  СЖК, 

является механизмом адаптации к холодовому, 

гиперосмотическому,  окислительному и другим 

стрессам как в митохондриях животных, так и у 

растений (Войников, 1987; Скулачев  и др., 2010; 

Nantes et al., 1999;  Casolo et al., 2000;  Pastore et 

al., 2000;  Popov et al., 2002).  Образование 

эндогенных  СЖК  возможно  осуществляется  с 

участием  недавно  обнаруженной  в 

митохондриях  растений фосфолипазы А2 (Trono 

et  al., 2013).  У  растений  показана  роль  СЖК  в 

разобщении окислительного фосфорилирования 

митохондрий  посредством  нескольких 

механизмов, в том числе за счет активации ими 

АТФ/АДФ  антипортера  (Vianello et al., 1994; 

Saviani and Martins,  1998;  Popov et al., 2002)  и 

pUCP (plant UnCoupling Protein)-подобных белков 

(Vercesi et al., 1995, 2006; Ježek et al., 1996; Nantes 

et al., 1999;  Borecky et al., 2001;  Hourton-Cabassa 

et al.,  2002;  Navet et al., 2005).  Нами показано, 

что  вклад  разобщающих  белков  и  АТФ/АДФ 

антипортера  в  разобщение  насыщенными  и 

ненасыщенными  СЖК  в  митохондриях  озимой 

пшеницы неодинаков: активность разобщающих 

белков  в  основном  обеспечивается 

ненасыщенными СЖК, в то время как АТФ/АДФ 

антипортера – насыщенными (Грабельных и др., 

2009). UCP1 озимой пшеницы кодируется генами 

WhUCP1а и  WhUCP1b и,  хотя их индукцию под 

действием  низкой  температуры  не  наблюдали 

(Murayama and Handa,  2000),  в  промоторной 

области другого гена AtUCP1, кодирующего UCP1 

у  арабидопсиса,  идентифицированы  АБК-

связанный  элемент  (ABRE)  и  четыре  G-box 

элемента  (Nogueira et al., 2011).  Присутствие 

таких  регуляторных  элементов  согласуется  с 

индукцией  синтеза  UCP1  и  увеличением  его 

активности  при  длительном  действии  низкой 

положительной  температуры,  что  было 

обнаружено у  арабидопсиса  (Maia et al., 1998; 

Armstrong et al., 2008;  Hourton-Cabassa et al., 

2009;  Figuera and Arruda,  2011),  картофеля 

(Nantes et al.,  1999;  Calegario  et al., 2003)  и 

араукарии  (Valente et al., 2012).  Увеличение 

активности  АТФ/АДФ  антипортера  при  низкой 

положительной  температуре  показано  в 

митохондриях  клубней картофеля (Popov et al., 

2002),  в  митохондриях  из  проростков  кукурузы 

(De Santis et  al., 1999),  а  его  экспрессия  -  в 

суспензионной культуре клеток риса (Hashimoto 

et al., 1993). В то же время отсутствуют данные о 

функционировании этих белков у растений при 

отрицательных  температурах.  Поскольку 

митохондрии морозоустойчивых озимых злаков 

при  кратковременном  холодовом  стрессе 

переходят  в  низкоэнергетическое  состояние, 

связанное  с  увеличением  содержания  СЖК 

(Войников,  1987),  то  мы  предположили,  что  в 

этом  механизме  задействованы  разобщающие 

белки  и  АТФ/АДФ  антипортер.  В  связи  с  этим, 

целью  нашего  исследования  явилось  изучение 

функционирования  разобщающих  белков  и 

АТФ/АДФ  антипортера  в  митохондриях  из 

проростков  озимой  пшеницы,  подвергнутых 

кратковременной  обработке  отрицательной 

температурой (-8 °С).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом  исследования  служили 

этиолированные  проростки  озимой  пшеницы 

(Triticum aestivum L.,  сорт  Иркутская), 

выращенные  на  влажной  фильтровальной 

бумаге при 25-26 °С в темноте в течение 3 суток. 

3-х  суточные  проростки  подвергали  действию 

отрицательной температуры -8 °С в течение 1, 3 

и  6  часов.  Одну  часть  проростков  оттаивали  и 
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оставляли  на  отрастание  для  определения 

выживаемости.  Другую  часть  проростков 

использовали для определения содержания АФК 

и выделения митохондрий.

Общее  содержание  АФК  в  тканях  побегов 

определяли  с  использованием  2’,7’-

дихлорофлуоресцеин  диацетата  (H2DCF-DA)  по 

методике,  опубликованной  ранее (Корсукова  и 

др., 2013).  Флуоресценцию  DCF  измеряли  на 

спектрофлуорофотометре RF-5301PC (SHIMADZU, 

Япония).

Митохондрии  из  побегов  проростков 

выделяли по  методике,  опубликованной  ранее 

(Грабельных  и др., 2011).  Скорость поглощения 

кислорода  митохондриями  измеряли  с 

использованием  кислородного  электрода 

Кларка на полярографе ОН-105 (Венгрия) при 26 

°С.  Реакционная  среда  содержала  300  мМ 

сахарозу, 10 мM KCl, 18 мM KH2PO4, 1 мM MgCl2, 

5  мM ЭДTA,  pH 7.4.  Интактность  внешней 

мембраны  митохондрий  определяли  по 

скорости  аскорбат-зависимого  стимулируемого 

цитохромом  с  KCN-чувствительного поглощения 

кислорода  в  отсутствие  и  присутствии  0.04% 

Тритона  Х-100.  Параметры  окислительной  и 

фосфорилирующей  активности  митохондрий 

рассчитывали из полярограмм: состояние 3 (V3) – 

скорость  поглощения  кислорода  при 

фосфорилировании  АДФ,  состояние  4  (V4)  - 

скорость  поглощения  кислорода  после 

истощения АДФ, дыхательный контроль по Чансу 

и  Вильямсу  (ДК=V3/V4),  Vолиго –  скорость 

нефосфорилирующего  дыхания,  вызванная 

добавлением  ингибитора  АТФ-синтазы 

олигомицина (2,5 мкг/мг белка митохондрий) к 

митохондриям в состоянии 3, отношение АДФ/О 

-  отношение  фосфорилированного  АДФ  к 

количеству  утилизированного  при  этом 

кислорода  (Еstabrook,  1967).  В  качестве 

субстрата окисления использовали 10 мМ малат 

в присутствии 10 мМ глутамата. Максимальную 

скорость  окисления  малата  измеряли  в 

присутствии  100  мкМ  АДФ.  Концентрацию 

митохондриального белка определяли согласно 

методу Лоури (Lowry et al., 1951).

Активацию  АТФ/АДФ  антипортера  и  UCP-

подобных  разобщающих  белков  вызывали 

инкубацией митохондрий с линолевой кислотой 

(10  мкМ),  а  вклад  этих  белков  в  линолеат-

индуцированное  дыхание  –  последовательным 

добавлением  ингибиторов  АТФ/АДФ 

антипортера  (2  мкМ  карбоксиатрактилозида)  и 

разобщающих белков (2 мМ ГДФ или 2 мМ АТФ).

Белок  из  суспензии  митохондрий 

экстрагировали буфером, содержащим  62.5 мМ 

Трис-НСl  (рН 6.8),  1  мМ ЭДТА, 1% ДДС-Na, 20% 

глицерин,  5%  β-меркаптоэтанол  и  0.001% 

бромфеноловый синий,  и  инкубировали  5  мин 

при 97 ºС. После центрифугирования (10000g, 15 

мин)  супернатант  использовали  для 

электрофореза  и  вестерн-блоттинга.  Белки 

фракционировали электрофоретически в 12,5%-

ном  ПААГе  с  ДДС-Na в  модифицированной 

системе Laemmli (Laemmli, 1970), используя Mini-

PROTEAN 3  Electrophoretic Cell (BIO-RAD,  США). 

Перенос  анализируемых  белков  на 

нитроцеллюлозную  мембрану  (Sigma,  США) 

проводили в Towbin-буфере (25 мМ Трис-HCl (pH 

9,2),  192  мМ  глицин,  10%  метанол)  в 

соответствии  с  рекомендациями  фирмы 

производителя,  используя  Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad,  США).  В 

работе  использовали  антитела  против  UCP1/2 

(AS12 1850,  Agrisera, Швеция), порина (любезно 

предоставленные  Prof.  T.  Elthon,  University of 

Nebraska,  США)  (Armstrong et al., 2008), 
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цитохрома с (7H8.2C12, Pharmingen, США).

Проводили  не  менее  трех  независимых 

экспериментов.  Представлены  средние 

арифметические  значения  и  их  стандартные 

отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На  основе  анализа  жизнеспособности 

проростков  озимой  пшеницы  в  качестве 

отрицательной  температуры  в  работе  была 

выбрана  температура  -8  °С,  одночасовое 

охлаждение при которой не вызывает снижения 

жизнеспособности  проростков,  в  то  время  как 

повышение  длительности  воздействия  до  3 

часов приводит к  снижению жизнеспособности 

на  29%,  а  до  6  часов  -  к  полной  гибели 

проростков  (табл.  1).  При  этом  одночасовое 

воздействие  не  сопровождалось  значительным 

повышением содержания АФК в тканях побегов 

и  снижением  интактности  изолированных  из 

побегов  митохондрий,  в  то  время  как  3  и 

особенно  6  часов  обработки  приводили  к 

увеличению содержания АФК в тканях побегов и 

снижению интактности митохондрий (табл. 1).

С помощью антител против UCP1/2 показано 

некоторое  повышение  содержания  UCP  в 

митохондриях  озимой  пшеницы  после  1  часа 

обработки  проростков,  а  затем  снижение, 

особенно  выраженное  в  митохондриях, 

изолированных  из  проростков,  подвергнутых  6 

часовой  обработке  (рис.  1,  а).  Обработка 

отрицательной температурой в течение 6 часов 

приводила  к  значительной  элиминации 

цитохрома с из митохондрий (рис. 1,  а), что, по-

видимому,  было  обусловлено  нарушением 

интактности  этих  органелл  (табл.  1).  Действие 

температуры -8 °С на проростки в течение 1 часа 

сопровождалось  увеличением  скоростей 

дыхания  в  состояниях  3  и  4  у  митохондрий, 

выделенных из побегов этих проростков, а также 

снижением величины отношения АДФ/О (рис. 1, 

б).  При  этой  температуре  линолевая  кислота 

вызывала  более  существенную  стимуляцию 

скорости  нефосфорилирующего  дыхания, 

которая была связана с возрастанием активности 

как  АТФ/АДФ  антипортера  (в  2.5  раза  по 

сравнению  с  контрольными  митохондриями), 

так  и  pUCPs (в  1.8  раза  по  сравнению  с 

контрольными  митохондриями)  (рис.  2). 

Увеличение длительности обработки до 3 часов 

сопровождалось снижением скоростей дыхания 

митохондрий,  в  основном,  скорости дыхания в 

состоянии 3 и падением величин коэффициента 

ДК  и  отношения  АДФ/О  (рис.  1,  табл.  1).  При 

этом  также  снижалось  линолеат-

индуцированное  дыхание  и  вклад  АТФ/АДФ 

антипортера  и  pUCPs  (рис.  2).  Полученные 

данные  свидетельствуют,  что  только  при 

холодовом  стрессе,  вызванном  обработкой 

проростков  -8  °С  в  течение  1  часа,  происходит 

активация  линолеат-индуцированного  дыхания, 

чувствительного к карбоксиатрактилозиду и ГДФ 

(АТФ). В то же время холодовой шок, вызванный 

обработкой  проростков  температурой  -8  °С  в 

течение  3  и  6  часов,  которая  приводила  к 

частичной (3-х часовое воздействие) или полной 

(6-ти  часовое  воздействие)  гибели  проростков, 

вызывал  повреждение  окислительной  и 

фосфорилирующей  активности  митохондрий, 

опосредованное  действием  АФК,  которое 

сопровождалось  снижением  содержания 

цитохрома  с в  митохондриях.  Таким  образом, 

стимуляция  дыхания  ненасыщенными  СЖК 

может представлять собой защитный механизм, 

обеспечивающий  выживание  растений  на 

начальном  этапе  действия  отрицательной 

температуры.
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Рисунок 1. Изменения  в  содержании  митохондриальных  белков  (а)  и  скорости  дыхания  в 

состояниях 3 и 4 (б) в митохондриях озимой пшеницы, изолированных из проростков, 
подвергнутых действию отрицательной температуры -8 °С.
Обозначения: К (контроль) – до воздействия отрицательной температурой.

Таблица  1.  Изменение  параметров  функциональной  активности  митохондрий,  содержания 
АФК  и  выживаемости  проростков  озимой  пшеницы  после  действия  на  проростки 
отрицательной температуры -8 °С длительностью 1-6 часов

Длительность 
обработки 

(часы)

Параметры изолированных митохондрий Содержание 
АФК в 

побегах** (%)

Выживаемость 
проростков (%)КДК* АДФ/О Интактность 

(%)
0 2.25±0.25 2.13±0.18 96.1±1.8 100 100
1 2.11±0.34 1.45±0.17 93.5±2.8 133.7±2.6 100
3 1.50±0.10 1.57±0.04 80.5±5.4 182.1±3.3 71
6 1.29±0.05 1.03±0.05 68.8±9.2 230.1±19.3 0
Примечание. *КДК – коэффициент ДК; ** - за 100% принято содержание АФК в тканях побегов 
проростков, не подвергнутых действию отрицательной температуры.
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Рисунок  2. Влияние  линолевой  кислоты  и  ингибиторов  АТФ/АДФ  антипортера  и  UCPs  на 

скорость  нефосфорилирующего  дыхания  в  митохондриях  озимой  пшеницы, 
изолированных из проростков, подвергнутых действию отрицательной температуры -8 
°С. Последовательность добавления соединений указана слева направо. Представлены 
данные типичного эксперимента.
Обозначения: К (контроль) – до воздействия отрицательной температурой, олиго – скорость 
нефосфорилирующего  дыхания,  вызванная  добавлением  ингибитора  АТФ-синтазы 
олигомицина (2.5 мкг/мг белка митохондрий), ЛК – скорость нефосфорилирующего дыхания в 
присутствии 10 мкМ линолевой кислоты, Катр – скорость дыхания после добавления 2 мкМ 
карбоксиатрактилозида, ГДФ, АТФ – скорость дыхания после добавления 2 мМ ГДФ или 2 мМ 
АТФ.

У  растений  показано  участие  UCP-подобных 

белков  в  термогенезе  (Onda et al.,  2008),  в 

предотвращении  окислительного  стресса 

(Brandlise  et al., 2003;  Smith et al., 2004;  Begcy et 

al., 2011), в поддержании работы цикла Кребса 

(Smith et al., 2004)  и  фотосинтетического 

метаболизма  (Sweetlove et al., 2006)  в  листьях 

растений  на  свету.  Как  известно,  АТФ/АДФ 

антипортер и UCP-подобные белки катализируют 

протонную  проводимость  через 

митохондриальные  мембраны  и  рассеивают 

протонный градиент (Скулачев  и др., 2010). При 

этом  некоторое  повышение  протонной 

проводимости  внутренней  мембраны 

митохондрий  представляет  собой  механизм 

«мягкого»  разобщения,  важной 

физиологической  функцией  которого  у 

млекопитающих  является  продукция  тепла  для 

поддержания  необходимой  температуры  тела 

при низкой температуре и снижение генерации 

О2
•¯ дыхательной цепью (Скулачев  и др., 2010). 

Поскольку  в  промоторных  областях  генов 

AtUCP1 и  AtUCP2 обнаружен  ABRE-элемент 

(Nogueira et al., 2011), эти данные предполагают, 

что активация синтеза UCP1/2 является ответной 

реакцией на холодовой стресс, а, следовательно, 

эти белки могут выполнять защитную роль при 

действии  низких  температур  на  растения.  При 

этом  pUCP и  АТФ/АДФ антипортер  вносят  свой 

вклад в разобщение не только при длительном 

действии  низкой  положительной  температуры, 

но,  согласно  нашим  данным,  и  при 

кратковременном  действии  отрицательной 

температуры.
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