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РОЛЬ ФОСФОЛИПАЗЫ D 
В РЕАКЦИЯХ МЕТАБОЛИЗМА 

КЛЕТОК ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ 
ТАБАКА cax1 НА ДЕЙСТВИЕ 

СОЛЕВОГО СТРЕССА

Èññëåäîâàíèÿ íàïðàâëåíû íà âûÿâëåíèå ïåðâè÷-
íûõ ðåàêöèé ìåòàáîëèçìà êëåòîê ðàñòåíèé ïðè
äåéñòâèè ñîëåâîãî ñòðåññà. Îáíàðóæåíà àêòèâàöèÿ 
ðåãóëÿòîðíîãî ôåðìåíòà ôîñôîëèïàçû D ó ðàñòå-
íèé òàáàêà äèêîãî òèïà, à òàêæå ó òðàíñãåííûõ 
ðàñòåíèé òàáàêà cax1 íà ðàííèõ ýòàïàõ äåéñòâèÿ 
ñîëåâîãî ñòðåññà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íàðóøåíèå âíó-
òðèêëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà èîíîâ êàëüöèÿ, à òàêæå 
óãíåòåíèå àêòèâíîñòè ôîñôîëèïàçû D ñíèæàþò 
ñòîéêîñòü ðàñòåíèé òàáàêà ê âîçäåéñòâèþ çàñîëå-
íèÿ è óêàçûâàþò íà âîâëå÷åíèå óïîìÿíóòûõ ñèñòåì 
â ñèãíàëèíã ïðè ñòðåññ-àäàïòàöèè ðàñòåíèé. 

Ââåäåíèå. Ðàñïðîñòðàíåííîñòü è ñòåïåíü íå-
áëàãîïðèÿòíîãî âëèÿíèÿ ñîëåâîãî ñòðåññà îá-
óñëîâëèâàþò åãî ïîçèöèîíèðîâàíèå â êà÷åñ-
òâå îäíîãî èç êëþ÷åâûõ ëèìèòèðóþùèõ ôàê-
òîðîâ ðîñòà. Ó áîëüøèíñòâà ðàñòåíèé ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ê åãî âîçäåéñòâèþ ñîõðàíÿåòñÿ íà 
ïðîòÿæåíèè âñåãî îíòîãåíåçà è ñïîñîáñòâóåò 
ñóùåñòâåííîìó óãíåòåíèþ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ. Îäíàêî ðàñòèòåëüíûå îðãàíèçìû ñïî-
ñîáíû íåïîñðåäñòâåííî ðåàãèðîâàòü íà èç-
ìåíåíèå óñëîâèé ñðåäû è èíèöèèðîâàòü íà 
áèîõèìè÷åñêîì óðîâíå àêòèâàöèþ êîìïåíñà-
òîðíûõ ìåõàíèçìîâ [1, 2]. 

Ñðåäè ðàññìàòðèâàåìûõ ïîñðåäíèêîâ ðå-
öåïöèè ñòðåññîâûõ ñèãíàëîâ îäíî èç âåäóùèõ 
ìåñò çàíèìàþò ôîñôîëèïàçû – ôåðìåíòû, 
ñïîñîáíûå îáåñïå÷èâàòü ïðîäóêöèþ ñèãíàëü-
íûõ ìîëåêóë ïðè ãèäðîëèçå ïîëÿðíûõ ôîñ-
ôîëèïèäîâ ìåìáðàí [3]. Ðÿä èçîôîðì ôîñ-
ôîëèïàç D (ÔËD) ðàñòåíèé õàðàêòåðèçóþòñÿ 
ëîêàëèçàöèåé íà ïëàçìàëåììå [4], íà óðîâíå 
êîòîðîé îïîñðåäóåòñÿ ïåðâè÷íûé êîíòàêò áèî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ öèòîçîëÿ ñ èçìåí÷è-
âîé âíåøíåé ñðåäîé. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî 
âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ ñ ðåöåïòîðíûìè ñâîé-
ñòâàìè, àêòèâàòîðíûõ G-áåëêîâ è ôîñôîëè-
ïàç ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ,
ñïîñîáíûõ îáåñïå÷èòü èíèöèèðîâàíèå òðàíñ-
äóêöèè ñèãíàëîâ è àêòèâàöèþ çàùèòíûõ ðå-
àêöèé ó ðàñòåíèé â îòâåò íà äåéñòâèå ñòðåñ-
ñîâûõ ôàêòîðîâ [5, 6]. Â ïîäòâåðæäåíèå ýòî-
ìó áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâàöèÿ ÔËD è âîç-
ðàñòàíèå ïðîäóêöèè ôîñôàòèäíîé êèñëîòû è 
ðÿäà äðóãèõ  âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ ëèïèä-
íîé ïðèðîäû íàáëþäàåòñÿ íà ðàííèõ ýòàïàõ 
äåéñòâèÿ ðÿäà àáèîòè÷åñêèõ [7] è áèîòè÷å-
ñêèõ ñòðåññîâ [8], à òàêæå â îòâåò íà äåéñòâèå 
ãîðìîíîâ [9]. 

Âìåñòå ñ òåì èîíû êàëüöèÿ â êëåòêàõ ðàñ-
òåíèé òàêæå èçâåñòíû êàê âàæíûå ñèãíàëüíûå
àãåíòû, à îñîáåííîñòè èõ âíóòðèêëåòî÷íîé 
êîìïàðòìåíòàëèçàöèè è êîíöåíòðàöèîííûõ 
ãðàäèåíòîâ íåïîñðåäñòâåííî ìîäóëèðóþò ïðî-
òåêàíèå ðÿäà ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåññîâ ïðè 
íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ ðîñòà è ïðè âîçäåéñ-
òâèè ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ [10, 11]. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ìíîãèå ðåãóëÿòîðíûå ôåðìåíòû 
êëåòîê ðàñòåíèé ÿâëÿþòñÿ Ñà2+-çàâèñèìûìè, 
âêëþ÷àÿ áîëüøèíñòâî èçîôîðì ðàñòèòåëüíûõ
ÔËD, ñîäåðæàùèõ Ñ2-äîìåí [12], à òàêæå 
áåëîê SOS3 [13] – êîìïîíåíò êëþ÷åâîé êëå-
òî÷íîé àäàïòàöèîííîé ñèñòåìû salt-overly-
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sensitive (SOS) ðàñòåíèé, êîòîðàÿ àêòèâèðóåò-
ñÿ ïðè äåéñòâèè ñîëåâîãî ñòðåññà è îáåñïå÷è-
âàåò    -

 Na2+ â öèòîçîëü [2]. Èíòåðåñíî îòìåòèòü,
÷òî ôîñôàòèäíàÿ êèñëîòà, ÿâëÿÿñü ïðîäóê-
òîì ÔËD, ñïîñîáñòâóåò àêòèâàöèè âàêóîëÿð-
íîãî Na+/H+ àíòèïîðòåðà SOS1 – ýôôåê-
òîðíîãî êîìïîíåíòà ñèñòåìû SOS [14], ÷òî 
ìîæåò óêàçûâàòü íà èíòåãðàöèþ ñèãíàëüíûõ 
ñèñòåì êëåòîê ðàñòåíèé ïðè ñòðåññ-ñèãíàëèíãå.  

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäïîëàãàåìîå ðåãóëÿòîð-
íîå âçàèìîäåéñòâèå ðàñòèòåëüíûõ ôîñôîëè-
ïàçíûõ ôåðìåíòîâ è èîíîâ Ñà2+, à òàêæå èõ 
íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â êëåòî÷íîé ðåãó-
ëÿöèè íà ñåãîäíÿ ïðåäñòàâëÿåòñÿ âàæíûì ìå-
õàíèçìîì ðàçâèòèÿ çàùèòíîãî îòâåòà â ñòðåñ-
ñîâûõ óñëîâèÿõ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ìîäåëè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé 
ïðîàíàëèçèðîâàíû îñîáåííîñòè âîâëå÷åíèÿ 
ÔËD è âíóòðèêëåòî÷íûõ òðàíñïîðòåðîâ èî-
íîâ Ñà2+ â ðåãóëÿöèþ ìåòàáîëèçìà â óñëî-
âèÿõ âîçäåéñòâèÿ ñîëåâîãî ñòðåññà è èõ ðîëü 
â ðàçâèòèè àäàïòèâíûõ ðåàêöèé ðàñòåíèé. 

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Â ðàáîòå èñïîëüçî-
âàíû ðàñòåíèÿ òàáàêà Nicotiana tabacum KY-
160, à òàêæå òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà 
cax1, ýêñïðåññèðóþùèå êîäèðóþùóþ îáëàñòü 
ãåíà H+/Ca2+ âàêóîëÿðíîãî àíòèïîðòåðà Àðà-
áèäîïñèñà cax1 (Cation Exchanger 1, At2g38170) ñ 
ïðèìåíåíèåì ïðîìîòîðà âèðóñà ìîçàèêè öâåò-
íîé êàïóñòû [15]. 

Àêòèâíîñòü ÔËD in vivo îïðåäåëÿëè ïî ðå-
àêöèè òðàíñôîñôàòèäèëèðîâàíèÿ P33 ìå÷åíûõ 

ëèïèäîâ èç âûñå÷åê ëèñòüåâ òàáàêà â ïðèñóò-
ñòâèè 0,8%-íîãî í-áóòàíîëà â ñðåäå èíêóáàöèè 
[9] â îòâåò íà êðàòêîâðåìåííîå äåéñòâèå ñîëå-
âîãî ñòðåññà â ôîðìå 50 ìÌ NaCl. Ôîñôîëè-
ïèäû ðàçäåëÿëè íà ñèëèêàãåëåâûõ ïëàñòèíàõ 
äëÿ òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè â îðãàíè-
÷åñêîé ôàçå ñèñòåìû ýòèëàöåòàò : èçîîêòàí : 
ìóðàâüèíàÿ êèñëîòà : âîäà (12:2:3:10 îá./îá.). 
Â öåëÿõ èäåíòèôèêàöèè ïðîäóêòîâ èñïîëüçî-
âàëè âåùåñòâà-ñòàíäàðòû («Sigma», ÑØÀ). Ìå-
÷åíûå ôîñôîëèïèäû âèçóàëèçèðîâàëè ìåòî-
äîì àâòîðàäèîãðàôèè íà ðåíòãåíîâñêîé ïëåí-
êå. Êîëè÷åñòâåííóþ àêòèâíîñòü îáðàçöîâ ôîñ-
ôîëèïèäîâ îïðåäåëÿëè íà æèäêîñòíî-ñöèí-
òèëëÿöèîííîì ñ÷åò÷èêå LKB-Wallac Rack-
Beta 1219.

Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ àäàïòèðîâàííîñòè ðàñ-
òåíèé òàáàêà ê äåéñòâèþ ñîëåâîãî ñòðåññà, 
ìîäåëèðóåìîãî â ñðåäå Õîãëàíäà–Àðíîíà âîç-
äåéñòâèåì 200 ìÌ ñîëè NaCl, â òêàíÿõ ëè-
ñòüåâ îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå ìàëîíîâîãî äè-
àëüäåãèäà (ÌÄÀ) è àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ àí-
òèîêñèäàíòíîé çàùèòû ñóïåðîêñèääèñìóòàçû 
(ÑÎÄ) è êàòàëàçû. Îá èíòåíñèâíîñòè ïåðå-
êèñíîãî îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ ñóäèëè ïî óðîâíþ 
ÌÄÀ â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé [16]. Àá-
ñîðáöèþ ñóïåðíàòàíòà èçìåðÿëè ïðè 532 íì,
èñïîëüçóÿ ïðè ðàñ÷åòå êîíöåíòðàöèè êîýô-
ôèöèåíò ìèëëèìîëÿðíîé ýêñòèíêöèè ÌÄÀ 
155/ìÌ·ñì–1. Àêòèâíîñòü ñóïåðîêñèääèñìóòà-
çû îïðåäåëÿëè ïóòåì àíàëèçà ñíèæåíèÿ èí-
òåíñèâíîñòè ôîòîõèìè÷åñêîãî âîññòàíîâëå-
íèÿ íèòðîñèíåãî òåòðàçîëèÿ [17]. 

Àêòèâíîñòü êàòàëàçû îïðåäåëÿëè ïî ñíè-
æåíèþ êîëè÷åñòâà îêðàøåííîãî êîìïëåêñà 
ìîëèáäàòà àììîíèÿ, âñòóïàþùåãî â ðåàêöèþ 
ñ ïåðîêñèäîì âîäîðîäà, ïðè èñïîëüçîâàíèè 
êîýôôèöèåíòà ìèëëèìîëÿðíîé ýêñòèíêöèè 
Í2O2 22,2·10–3 ìÌ–1·ñì–1 [18].

Óäåëüíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ îïðåäå-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ ðàñòâî-
ðèìûõ áåëêîâ â èññëåäóåìûõ ýêñòðàêòàõ ïî 
ìåòîäó Áðåäôîðä [19] è âûðàæàëè â åäèíè-
öàõ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà (ìêìîëü/ìèí·ë)/ìã 
áåëêà.  

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ è èõ îáñóæäåíèå. 
Ðàñòåíèÿ òàáàêà îòíîñÿòñÿ ê ãëèêîôèòíûì 
îðãàíèçìàì, ÷óâñòâèòåëüíûì ê âîçäåéñòâèþ 
çàñîëåííîñòè, è øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â êà÷å-
ñòâå îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ íåãàòèâíîãî ñòðåñ-

Ðèñ. 1. Íàêîïëåíèå ÌÄÀ â òêàíÿõ ëèñòüåâ òàáàêà 
ïðè äåéñòâèè ñîëåâîãî ñòðåññà: ïî âåðòèêàëè – 
êîíöåíòðàöèÿ ÌÄÀ, ìêìîëü/ìã ñûðîãî âåñà; ïî 

ãîðèçîíòàëè – äåéñòâèå ñîëåâîãî ñòðåññà, ñóò
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ñîâîãî âëèÿíèÿ è âîçìîæíîñòåé åãî êîìïåí-
ñàöèè áèîòåõíîëîãè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Âîç-
äåéñòâèå ñîëåâîãî ñòðåññà âûçûâàëî ïîâûøå-
íèå êîíöåíòðàöèè ìàëîíîâîãî äèàëüäåãèäà 
(ÌÄÀ) â òêàíÿõ ëèñòüåâ òàáàêà, è åãî ñîäåð-
æàíèå áîëåå ÷åì â äâà ðàçà ïðåâûñèëî ôèçè-
îëîãè÷åñêèé óðîâåíü âñëåä çà ñóòî÷íûì ïðå-
áûâàíèåì ðàñòåíèé â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé 200 ìÌ NaCl (ðèñ. 1). Èçâåñòíî, ÷òî 
ÌÄÀ ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì äåãðàäàöèè ïîëèíå-
íàñûùåííûõ ëèïèäîâ, à åãî íàêîïëåíèå ñâè-
äåòåëüñòâóåò î ïîâðåæäåíèè êëåòî÷íûõ ìåì-
áðàí è ðàçâèòèè ñîñòîÿíèÿ îêñèäàòèâíîãî 
ñòðåññà. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñòðåìèòåëü-
íîì óãíåòåíèè ìåòàáîëèçìà ðàñòåíèé òàáàêà 
â óñëîâèÿõ çàñîëåííîñòè è óêàçûâàþò íà íå-
îáõîäèìîñòü áûñòðîé èíäóêöèè çàùèòíûõ 
ðåàêöèé îðãàíèçìà ïðè äåéñòâèè ñòðåññîðà.

Â ñâÿçè ñ ýòèì íàìè óñòàíîâëåíà ñóùå-
ñòâåííàÿ àêòèâàöèÿ ôîñôîëèïàçû D in vivo 
ó ðàñòåíèé òàáàêà íà ðàííèõ ýòàïàõ äåéñòâèÿ 
ñîëåâîãî ñòðåññà (ðèñ. 2), ÷òî ðàíåå áûëî 
ïîêàçàíî äëÿ ðàñòåíèé àðàáèäîïñèñà [20] è 
ðèñà [21]. Âîçðàñòàíèå ïðîäóêöèè ôîñôàòè-
äèëáóòàíîëà â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè òðàíñôîñ-
ôàòèäèëèðîâàíèÿ, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ïîêàçà-
òåëåì àêòèâàöèè ÔËD, íàáëþäàëè óæå ÷åðåç 
10 ìèí âîçäåéñòâèÿ 50 ìÌ ñîëè NaCl. Ýòî 
ìîæåò óêàçûâàòü íà íåïîñðåäñòâåííîå âîâëå-
÷åíèå ÔËD, à òàêæå ôîñôàòèäíîé êèñëîòû â 
êà÷åñòâå ëèïîôèëüíîãî âòîðè÷íîãî ìåññåíä-
æåðà, â èíèöèàöèþ ñèãíàëèíãà, íàïðàâëåí-
íîãî íà àêòèâàöèþ êîìïåíñàòîðíûõ ðåàêöèé 
â óñëîâèÿõ çàñîëåííîñòè.

Ñ öåëüþ èññëåäîâàíèÿ îñîáåííîñòåé ðåà-
ëèçàöèè çàùèòíûõ ðåàêöèé ðàñòåíèé â ñòðåñ-
ñîâûõ óñëîâèÿõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà cax1, 
õàðàêòåðèçóþùèåñÿ ãèïåðýêñïðåññèåé ãåíà 
CAX1 àðàáèäîïñèñà. CAX àíòèïîðòåðû îáå-
ñïå÷èâàþò íèçêîàôôèííûé òðàíñïîðò öèòî-
çîëüíûõ èîíîâ Ca2+ â âàêóîëü – êîìïàðòìåíò 
àêêóìóëèðóþùèé èîíû Ca2+ â çðåëûõ êëåò-
êàõ ðàñòåíèé [22]. 

Ðàíåå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî òðàíñãåííûå 
ðàñòåíèÿ òàáàêà cax1 õàðàêòåðèçóþòñÿ èñòî-
ùåíèåì öèòîçîëüíîãî ïóëà èîíîâ Ca2+ (÷òî 
îáóñëîâëèâàåò íàðóøåíèå èõ îáùåãî êëåòî÷-
íîãî ãîìåîñòàçà è ôóíêöèé ñèãíàëèíãà), à 

Ðèñ. 2. Àêòèâàöèÿ ôîñôîëèïàçû D ïðè äåéñò-
âèè ñîëåâîãî ñòðåññà: à – àâòîðàäèîãðàììà õðîìà-
òîãðàììû Ð33 ìå÷åíûõ ëèïèäîâ ðàñòåíèé òàáàêà; 
á – ñöèíòèëëÿöèîííûé ñ÷åò çîí ôîñôàòèäèëáó-
òàíîëà è ôîñôàòèäíîé êèñëîòû àâòîðàäèîãðàì-
ìû: ïî âåðòèêàëè – êîëè÷åñòâî ðàäèîìå÷åííûõ 
ïðîäóêòîâ, ðàñïàäîâ â 1 ìèí; ïî ãîðèçîíòàëè – 
1 – ðàñòåíèÿ äèêîãî òèïà, êîíòðîëü; 2 – ðàñòåíèÿ 
ñàõ1, êîíòðîëü; 3 – ðàñòåíèÿ äèêîãî òèïà, ñîëåâîé 
ñòðåññ, 10 ìèí; 4 – ðàñòåíèÿ ñàõ1, ñîëåâîé ñòðåññ, 
10 ìèí; 5 – ðàñòåíèÿ äèêîãî òèïà, ñîëåâîé ñòðåññ, 
20 ìèí; 6 – ðàñòåíèÿ ñàõ1, ñîëåâîé ñòðåññ, 20 ìèí; 
Ôáóò – ôîñôàòèäèëáóòàíîë,  Ôê – ôîñôàòèäíàÿ 

êèñëîòà, Ñôë – ñòðóêòóðíûå ôîñôîëèïèäû
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òàêæå ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê äåé-
ñòâèþ õîëîäîâîãî øîêà [15]. Ýêñïðåññèÿ ãåíà 
CAX1 àðàáèäîïñèñà âûçûâàëà íàðóøåíèÿ êîì-
ïàðòìåíòàëèçàöèè èîíîâ Ca2+ ó òîìàòîâ [23], 
à ó ãàëîôèòíîãî ðàñòåíèÿ Suaeda salsa ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíî âîâëå÷åíèå àíòèïîðòåðà 
SsCAX1 â ðåãóëÿöèþ Ca2+-ñèãíàëèíãà ïðè 
äåéñòâèè ñîëåâîãî ñòðåññà [24]. Â ðåçóëüòàòå 
ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé íàìè îáíàðóæå-
íî, ÷òî ó òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà cax1 

ïðè äåéñòâèè ñîëåâîãî ñòðåññà òàêæå íàáëþ-
äàåòñÿ àêòèâàöèÿ ÔËD (ðèñ. 2). Íåñìîòðÿ íà 
òî, ÷òî ÔËD ðàñòåíèé èçâåñòíû â êà÷åñòâå 
Ca2+-çàâèñèìûõ ôåðìåíòîâ [12], àêòèâàöèÿ 
ÔËD â ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ, î÷åâèäíî, ñïî-
ñîáíà ïðîõîäèòü â óñëîâèÿõ äåôèöèòà óðîâíÿ 
öèòîçîëüíûõ èîíîâ Ca2+. Ýòî ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î íàëè÷èè âíóòðèêëåòî÷íûõ ìå-
õàíèçìîâ ëîêàëüíîãî ïîääåðæàíèÿ êîíöåí-
òðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ â ìèêðîäîìåíàõ ìåì-
áðàí è ëèïèäíûõ ðàôòàõ, íåîáõîäèìîé äëÿ 
èíèöèàöèè ñèãíàëèíãà ïðè èçìåíåíèè óñ-
ëîâèé ñðåäû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò 
óêàçûâàòü íà âîçìîæíîñòü ïðåâàëèðóþùåãî 
ó÷àñòèÿ êàëüöèé-íåçàâèñèìûõ èçîôîðì ÔËD 
[25] â ïðîöåññàõ òðàíñäóêöèè ñèãíàëîâ, èí-
äóöèðóåìûõ ïðè äåéñòâèè ñîëåâîãî ñòðåññà, 
à òàêæå èçîôîðì ÔËD  è , êîòîðûå ñïî-
ñîáíû ïðîÿâëÿòü àêòèâíîñòü â ïðèñóòñòâèè 
ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé èîíîâ Ca2+.

Àíàëèç òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà cax1 
ïîçâîëèë óñòàíîâèòü, ÷òî íàðóøåíèå ìåòà-
áîëèçìà è ôóíêöèé ñèãíàëèíãà èîíîâ Ca2+ ó 
èçó÷åííûõ ðàñòåíèé îáóñëîâëèâàåò ñíèæåíèå 
èõ îáùåé ñòîéêîñòè ê âîçäåéñòâèþ çàñîëåí-
íîñòè. Ðàñòåíèÿ cax1 ïîñëå 120 ÷ âîçäåéñòâèÿ 
ñîëåâîãî ñòðåññà â ôîðìå 200 ìÌ NaCl õà-
ðàêòåðèçîâàëèñü  ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì 
ÌÄÀ (áîëåå ÷åì íà 25 %) â òêàíÿõ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ðàñòåíèÿìè äèêîãî òèïà â èäåíòè÷íûõ 
óñëîâèÿõ (ðèñ. 1). Îöåíêó óðîâíÿ àäàïòàöèè 
ðàñòåíèé è ñòåïåíè íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ ñî-
ëåâîãî ñòðåññà îñóùåñòâëÿëè ïóòåì îïðåäåëå-
íèÿ àêòèâíîñòè êëåòî÷íûõ àíòèîêñèäàíòíûõ 
ôåðìåíòîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ðîñò ðàñòåíèé â óñ-
ëîâèÿõ çàñîëåííîñòè âûçûâàåò óãíåòåíèå ôî-
òîñèíòåçà è ÷ðåçìåðíîå âîññòàíîâëåíèå ýëåê-
òðîí-òðàíñïîðòíîé öåïè â õëîðîïëàñòàõ è 
ìèòîõîíäðèÿõ. Ýòî ñïîñîáñòâóåò ìíîãîêðàò-
íîìó ïîâûøåíèþ ïðîäóêöèè àêòèâíûõ ôîðì 
êèñëîðîä  (ÀÔÊ). Ðåçóëüòèðóþùåå íàêîïëå-
íèå ÀÔÊ â êëåòêàõ ðàñòåíèé ñïîñîáíî âûçû-
âàòü òîêñè÷åñêèå ýôôåêòû, âêëþ÷àþùèå ïåðå-
êèñíîå îêèñëåíèå ëèïèäîâ è îêèñëèòåëüíîå 
ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è áåëêîâ. Ñïîñîáíîñòü êëå-
òîê ýôôåêòèâíî ïîäàâëÿòü èçáûòî÷íîå íà-
êîïëåíèå ÀÔÊ â óñëîâèÿõ âîçäåéñòâèÿ ñî-
ëåâîãî ñòðåññà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îïðåäåëÿ-
þùèõ ôàêòîðîâ àäàïòàöèè ðàñòèòåëüíîãî îð-
ãàíèçìà [26]. Áîëåå òîãî, èíäóêöèÿ àêòèâ-

Ðèñ. 3. Àêòèâàöèÿ ÑÎÄ â òêàíÿõ ëèñòüåâ òàáàêà 
ïðè äåéñòâèè ñîëåâîãî ñòðåññà: ïî âåðòèêàëè – àê-
òèâíîñòü ÑÎÄ, åä. àêò./ìã áåëêà; ïî ãîðèçîíòàëè – 

äåéñòâèå ñîëåâîãî ñòðåññà, ñóò

Ðèñ. 4. Àêòèâàöèÿ êàòàëàçû â òêàíÿõ ëèñòüåâ òàáà-
êà ïðè äåéñòâèè ñîëåâîãî ñòðåññà: ïî âåðòèêàëè – 
àêòèâíîñòü êàòàëàçû, åä. àêò./ìã áåëêà; ïî ãîðè-

çîíòàëè – äåéñòâèå ñîëåâîãî ñòðåññà, ñóò



7

Ðîëü ôîñôîëèïàçû D â ðåàêöèÿõ ìåòàáîëèçìà êëåòîê òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà

ISSN 0564–3783. Öèòîëîãèÿ è ãåíåòèêà. 2012. ¹ 3

íîñòè àíòèîêñèäàíòíûõ ôåðìåíòîâ ðàññìà-
òðèâàåòñÿ â êà÷åñòâå ïåðñïåêòèâíîãî ìåòîäà 
óâåëè÷åíèÿ ñòîéêîñòè ðàñòåíèé ê äåéñòâèþ 
ñòðåññîâ [27]. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èñ-
ñëåäîâàíèé óñòàíîâëåíî, ÷òî â óñëîâèÿõ âîç-
äåéñòâèÿ ñîëåâîãî ñòðåññà ó ðàñòåíèé òàáàêà 
ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ ôåðìåíòîâ àíòèîêñè-
äàíòíîé çàùèòû, âêëþ÷àþùèõ ñóïåðîêñèä-
äèñìóòàçó (ðèñ. 3) è êàòàëàçó (ðèñ. 4). Â òî æå 
âðåìÿ òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ñàõ1 õàðàêòåðè-
çîâàëèñü ñóùåñòâåííûì îòíîñèòåëüíûì ñíèæå-
íèåì àêòèâíîñòè êàòàëàçû ïîñëå 120 ÷ äåé-
ñòâèÿ ñîëåâîãî ñòðåññà â ñðàâíåíèè ñ ðàñòå-
íèÿìè äèêîãî òèïà. Îòíîñèòåëüíîå ñíèæåíèå 
àêòèâíîñòè ñóïåðîêñèääèñìóòàçû ó òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèé cax1 áûëî ìåíåå âûðàæåííûì 
è ñîñòàâëÿëî îêîëî 15 % ïîñëå 72 ÷ äåéñòâèÿ 
ñòðåññîðà. Ïîëó÷åííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå 
äàííûå ìîãóò óêàçûâàòü íà âàæíîñòü ïîä-
äåðæàíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêè çíà÷èìîãî óðîâíÿ 
èîíîâ Ca2+ â öèòîçîëå è âåðîÿòíîå âîâëå÷å-
íèå êàëüöèåâîãî ñèãíàëèíãà â ôîðìèðîâàíèå 
çàùèòíûõ ðåàêöèé ìåòàáîëèçìà â óñëîâèÿõ 
çàñîëåííîñòè. 

Ïðèìåíåíèå èíãèáèòîðà àêòèâíîñòè ÔËD 
í-áóòàíîëà [28] â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè 
ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü ðîëü ôîñôîëèïàçíûõ 
ôåðìåíòîâ â ðàçâèòèè çàùèòíûõ ðåàêöèé 
ðàñòèòåëüíîãî îðãàíèçìà ïðè ñòðåññîâûõ 
óñëîâèÿõ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî âîçäåéñòâèå 
50 ìÌ í-áóòàíîëà ïðèâîäèëî ê ïîâûøåíèþ 
êîíöåíòðàöèè ÌÄÀ â ëèñòüÿõ ðàñòåíèé òà-
áàêà ïðè äåéñòâèè ñîëåâîãî ñòðåññà (ðèñ. 1). 
Óãíåòåíèå àêòèâíîñòè ÔËD òàêæå îáóñëîâ-
ëèâàëî îòíîñèòåëüíîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè 
ñóïåðîêñèääèñìóòàçû â òêàíÿõ ëèñòüåâ òà-
áàêà äèêîãî òèïà íà 30 % (ðèñ. 3). Êðî-
ìå òîãî, îòíîñèòåëüíîå ñíèæåíèå àêòèâíîñ-
òè êàòàëàçû áûëî áîëåå ñóùåñòâåííûì è
ñîñòàâëÿëî îêîëî 60 % åå àêòèâíîñòè ó êîí-
òðîëüíûõ ðàñòåíèé (ðèñ. 4). Èñõîäÿ èç ïî-
ëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, 
÷òî ðåãóëÿòîðíûé ôåðìåíò ÔËD, à òàêæå 
ëèïèäíûå ìåññåíäæåðû, ïðîäóêöèþ êîòîðûõ 
îíà îáåñïå÷èâàåò, ó÷àñòâóþò â ðàçâèòèè çà-
ùèòíûõ ðåàêöèé îðãàíèçìà, îáåñïå÷èâàþùèõ 
àêòèâàöèþ ôåðìåíòîâ àíòèîêñèäàíòíîé çà-
ùèòû, à óãíåòåíèå ôóíêöèé ÔËD îáóñëîâëè-
âàåò ïîâûøåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ðàñòåíèé 
ê ñîëåâîìó ñòðåññó. 

Êðîìå òîãî, óäàëîñü âûÿñíèòü, ÷òî èíãèáè-
ðîâàíèå àêòèâíîñòè ÔËD ó òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé cax1 îáóñëîâëèâàåò àääèòèâíîå óãíåòå-
íèå àäàïòèâíûõ ðåàêöèé îðãàíèçìà â óñëî-
âèÿõ âîçäåéñòâèÿ ñîëåâîãî ñòðåññà è ïðèâî-
äèò ê ïîâûøåíèþ ñîäåðæàíèÿ ÌÄÀ â òêàíÿõ
ëèñòüåâ áîëåå ÷åì â äâà ðàçà ïî ñðàâíåíèþ 
ñ ðàñòåíèÿìè äèêîãî òèïà (ðèñ. 1). Ïîêà-
çàíî, ÷òî ðàñòåíèÿ òàáàêà cax1 ïðè äåéñòâèè 
í-áóòàíîëà äîïîëíèòåëüíî õàðàêòåðèçîâàëèñü 
ñóùåñòâåííûì ñíèæåíèåì ïîêàçàòåëåé àêòèâ-
íîñòè àíòèîêñèäàíòíûõ ôåðìåíòîâ êàòàëàçû 
(ðèñ. 4) è ÑÎÄ (ðèñ. 3), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î 
íåñïîñîáíîñòè ðàñòåíèé òàáàêà ê àêòèâàöèè 
çàùèòíûõ ðåàêöèé ìåòàáîëèçìà â óñëîâèÿõ 
àôóíêöèîíàëüíîñòè êëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ 
ñèñòåì, âîâëåêàþùèõ ÔËD è èîíû Ca2+ . 

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ 
èññëåäîâàíèé óñòàíîâëåíî, ÷òî ó ðàñòåíèé òà-
áàêà äèêîãî òèïà, à òàêæå ó òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé òàáàêà cax1 íà ðàííèõ ýòàïàõ äåéñòâèÿ 
ñîëåâîãî ñòðåññà íàáëþäàåòñÿ àêòèâàöèÿ 
ôîñôîëèïàçû D. Êðîìå òîãî, ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âåðîÿò-
íîì äèñêðåòíîì âîâëå÷åíèè êàê ôîñôîëèïàç 
D, òàê è èîíîâ Ca2+ â ïðîöåññû àäàïòàöèè 
ìåòàáîëèçìà ðàñòåíèé òàáàêà ïðè äåéñòâèè 
ñîëåâîãî ñòðåññà.

Âûðàæàåì áëàãîäàðíîñòü ïðîôåññîðó Ê. Õèð-
øè çà ïðåäîñòàâëåííûå ñåìåíà ðàñòåíèé òà-
áàêà cax1. Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå 
ÍÀÍ Óêðàèíû 2.1.10.32–10. è ÖÍÏ 9.1-07.

I.V. Pokotylo, 
S.V. Kretinin, V.S. Kravets

ROLE OF PHOSPHOLIPASE D 
IN METABOLISM REACTIONS 

OF TRANSGENIC TOBACCO cax1 CELLS 
UNDER SALINITY STRESS 

The work was aimed at investigation of primary 
reactions of plant cell metabolism in response to salt 
stress influence. It was found that phospholipase D 
regulatory enzyme is activated in wild type tobacco 
plants and transgenic cax1 tobacco plants during the 
early stages of salt stress influence. We have shown that 
disturbance of intracellular calcium ions homeostasis 
and oppression of phospholipase D activity decrease 
resistance of tobacco plants under salinity influence 
and also indicate the implication of such systems to 
signaling during stress adaptation of plants.  
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².Â. Ïîêîòèëî, Ñ.Â. Êðåòèíèí, Â.Ñ. Êðàâåöü 

ÐÎËÜ ÔÎÑÔÎË²ÏÀÇÈ D Â ÐÅÀÊÖ²ßÕ 
ÌÅÒÀÁÎË²ÇÌÓ ÊË²ÒÈÍ ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÈÕ 

ÐÎÑËÈÍ ÒÞÒÞÍÓ ñax1 ÍÀ Ä²Þ 
ÑÎËÜÎÂÎÃÎ ÑÒÐÅÑÓ

Äîñë³äæåííÿ ñïðÿìîâàí³ íà ç’ÿñóâàííÿ ïåð-
âèííèõ ðåàêö³é ìåòàáîë³çìó êë³òèí ðîñëèí çà óìîâ 
ä³¿ ñîëüîâîãî ñòðåñó. Âèÿâëåíî àêòèâàö³þ ðåãóëÿ-
òîðíîãî ôåðìåíòó ôîñôîë³ïàçè D ó ðîñëèí òþ-
òþíó äèêîãî òèïó, à òàêîæ ó òðàíñãåííèõ ðîñëèí 
òþòþíó cax1 íà ðàíí³õ åòàïàõ ä³¿ ñîëüîâîãî ñòðåñó. 
Ïîêàçàíî, ùî ïîðóøåííÿ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî 
ãîìåîñòàçó ³îí³â êàëüö³þ, à òàêîæ ïðèãí³÷åííÿ àê-
òèâíîñò³ ôîñôîë³ïàçè D çíèæóþòü ñò³éê³ñòü òþòþ-
íó äî ä³¿ çàñîëåíîñò³ òà âêàçóþòü íà çàëó÷åííÿ çãà-
äàíèõ ñèñòåì äî ñèãíàë³íãó çà óìîâ ñòðåñ-àäàïòàö³¿ 
ðîñëèí. 
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