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ВВЕДЕНИЕ

Универсальным свойством живых клеток яв�
ляется активное поддержание внутриклеточного
гомеостаза, в первую очередь постоянного уровня
рН цитозоля. Тем не менее, как показывают мно�
гочисленные исследования, концентрация про�
тонов в цитоплазме не является величиной строго
постоянной. Изменение внутриклеточного рН
может служить признаком перехода клеток к но�
вой стадии онтогенеза, что свойственно как для
животных, так и для растительных клеток (Busa,
Niccitelli, 1984; Aerts et al., 1985; Галкина и др.,
1991). Примером могут служить изменения рН
цитозоля растительных клеток при поляризации
яйцеклеток водорослей (Gibbon, Kropf, 1993), а
также при завершении клеточного цикла, при пе�
реходе клетки к программируемой клеточной
смерти (Drew et al., 2000). Кратковременные и
пролонгированные (в ряде случаев осцилляцион�

ного характера) изменения рН возникают и в ре�
зультате действия широкого спектра внешних и
внутренних факторов. Резкие сдвиги рН цитозоля
регистрируются при изменении состава и интен�
сивности освещенности (Felle, Bertl, 1986), сниже�
нии уровня кислорода (Felle, 2005), при недостатке
воды (Wilkinson, 1999) и действии патогенов
(Mathieu et al., 1996). Кроме того, способностью
индуцировать изменения рН обладают фитогор�
моны. Так, закисление цитозоля регистрируется
при действии ауксина (Felle, 1988; Shishova, Lind�
berg, 1999), а защелачивание при обработке абсци�
зовой кислотой (Gering et al., 1990; Blatt, Armstrong,
1993). Участие протонов в развитии широкого
спектра физиологических реакций позволяет рас�
сматривать их в качестве компонентов протонной
сигнальной системы (Полевой, 1986; Felle, 2001;
Тарчевский, 2002), использующей ионы водорода
в качестве вторичных посредников. 

Хорошо известно, что ионы Н+ выполняют в
живой клетке важную регуляторную функцию.
Изменение рН водных растворов приводит к из�
менению соотношения протонированных и не�
протонированных кислотных и основных групп
биологически активных молекул, а, следователь�
но, модифицирует такие их свойства, как, напри�
мер, поверхностный заряд, сродство к лиганду
и т.д. Даже кратковременные сдвиги концентра�
ции ионов Н+ в цитозоле могут привести к изме�
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нению активности целого ряда ферментов (в свя�
зи с различиями в рН�оптимумах, изменения
сродства к субстрату, связывания с регуляторны�
ми белками, в первую очередь на уровне белок�
белковых взаимодействий, и т.д.). Кроме того,
протон�зависимые сигнальные каскады могут
быть тесно сопряжены с другой важнейшей сиг�
нальной системой – кальциевой, так как связы�
вание Са2+ с регуляторными белками (такими
как, кальмодулин) зависит от концентрации
свободных протонов.

Возвращение системы к первоначальному со�
стоянию может осуществляться с помощью раз�
личных механизмов, включающих ряд метаболи�
ческих реакций, потребляющих или продуцирую�
щих протоны, а также процессов трансмемб�
ранного транспорта ионов Н+ между цитоплазмой,
внутриклеточными компартментами и апопла�
стом. Активную транслокацию протонов в расти�
тельных клетках обеспечивают такие Н+�насосы,
как Н+�АТФазы плазмалеммы и тонопласта, а так�
же Н+�пирофосфатаза вакуолярного типа.

Н+�АТФаза плазмалеммы, характерная для
клеток растений и грибов, относится к АТФазам
Р�типа, т.е. фосфорилируется при катализе реак�
ции расщепления АТФ, (ЕС 3.6.3.6.), является
Mg2+�зависимой и K+�стимулируемой, играет
важную биоэнергетическую и регуляторную роль
в физиологии клеток (Полевой, 1986; Gaxiola
et al., 2007). За счет энергии гидролиза АТФ фер�
мент переносит протоны из цитоплазмы через
плазматическую мембрану клетки, создавая элек�
трохимический градиент протонов, который не�
обходим для поддержания живого состояния
клетки в целом, так как обеспечивает движущую
силу для вторичного транспорта веществ через
плазмалемму. Н+�АТФаза участвует в развитии
ответных реакций клеток на различные воздей�
ствия внешней и внутренней среды, такие как
свет, грибные токсины, регуляторы роста (Serra�
no, 1989; Palmgren, 1991). Одним из важных фи�
зиологических процессов, в которых принимает
участие Н+�АТФаза плазмалеммы, является акти�
вируемый ауксином специфичный для раститель�
ных клеток рост растяжением (Rayle, 1973; Поле�
вой, 1986; Hager, 2003). Активность Н+�АТФазы
одновременно создает условия для двух процес�
сов необходимых для роста клеток: поступления
осмотических веществ в клетку и, следовательно,
увеличения ее объема, а также увеличения растя�
жимости клеточной стенки (Serrano, 1993).

Н+�ATPаза вакуолярного типа (V�типа;
EC 3.6.1.3) – широко распространенный у эука�
риотических клеток протонный насос внутрикле�
точных мембран. Она организована как мульти�
субъединичный комплекс, образованный над�
мембранным каталитическим и трансмембран�
ным Н+�проводящим доменами общей молеку�

лярной массой около 750 кДа (Merzendorfer et al.,
1997; Ratajczak, 2000). По строению V�АТФаза
эволюционно родственна АТФ�синтазам F�типа
(Gruber et al., 2001; Kluge et al., 2003), но присут�
ствует в мембранах, ограничивающих различные
внутриклеточные компартменты с более кислым,
чем цитоплазма содержимым. В клетках растений
основным местом локализации V�ATPаз является
вакуолярная мембрана. Кислые значения рН со�
дер�жимого литических вакуолей и секреторных
везикул, поддерживаемые Н+�ATФазами, требу�
ются для активности гидролитических ферментов.
Экспериментально установлено участие V�АТФаз
в процессах эндо� и экзоцитоза (Dettmer et al.,
2006; Schumacher, 2006). Исследования последних
лет показали, что V�АТФаза играет важную роль в
регуляции эмбрионального развития и роста рас�
тяжением (Strompen et al., 2005).

Н+�пирофосфатаза вакуолярного типа
(EC 3.6.1.1.) обнаружена в клетках высших расте�
ний, некоторых зеленых водорослей и однокле�
точных паразитических организмов, родственной
ей формой считают обратимую пирофосфат�син�
тазу несерных пурпурных бактерий (Rea, Poole,
1993; Maeshima, 2000). кДНК V�пирофосфатазы,
клонированные из ряда растений, бактерий и не�
которых протист обладали очень высокой степе�
нью гомологии (86–91%) (Lin et al., 2005; Van
et al., 2005). Она представляет собой гомодимер�
ный белок, с молекулярной массой субъединицы
75–81 кДа и 14 трансмембранными доменами.
Н+�пирофосфатаза V�типа локализована в вакуо�
лярной мембране, в мембранах аппарата Гольджи,
у некоторых объектов – в плазматической мем�
бране (Baltscheffsky et al., 1999). Установлено, что
помимо регуляции рН вакуоли, она играет важ�
ную роль в регуляции интенсивности везикуляр�
ного транспорта, и тем самым оказывает влияние
на количество ряда физиологически значимых
белков, таких как Н+�АТФаза и переносчики аук�
сина PIN1 на плазмалемме (Li et al., 2005).

Таким образом, все рассмотренные протонные
насосы играют огромную роль в обеспечении
жизнедеятельности растительной клетки, а также
в ее способности воспринять сигнал и сформиро�
вать адаптивный физиологический ответ. Не вы�
зывает сомнения, что они служат наиважнейшим
звеном такого процесса, как рост растяжением,
заключающегося в многократном увеличении
размеров клетки и ее вакуолизации. Тем не менее,
остается дискуссионным вопрос о вкладе каждого
из трех протонных насосов в этот процесс и о воз�
можном перераспределении их ролей в ходе раз�
вития. Проведенное ранее исследование свойств
Н+�АТФазы плазмалеммы выявило изменение
гидролитической активности фермента в ходе он�
тогенеза клетки (Рудашевская и др., 2005, 2009). В
связи с этим цель настоящего исследования за�
ключалась в сравнительном анализе протон�
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транспортирующей активности Н+�АТФазы
плазмалеммы, а также протонных насосов тоно�
пласта в процессе роста растяжением.

В качестве модельного объекта в исследовании
роста клеток растяжением часто используют ко�
леоптили злаков, которые представляют собой
быстро развивающиеся органы ювенильного
проростка: за несколько суток они проходят пе�
риод быстрого роста и переход к завершению сво�
ей физиологической функции. У кукурузы при
выращивании проростков при 26–27°С в темноте
все клетки колеоптиля переходят от деления к ро�
сту растяжением на третьи сутки развития про�
ростка (Москалева, Полевой, 1987). К пятым сут�
кам, когда настоящий лист выходит наружу из�
под защиты колеоптиля, происходит значитель�
ное снижение активности роста клеток колеопти�
ля и снижается чувствительность ростовой реак�
ции к ауксину (Рудашевская и др., 2002). В насто�
ящем исследовании нами оценивалось изме�
нение транспортной активности Н+�АТФазы
плазматической мембраны, а также Н+�ATPазы и
Н+�пирофосфатазы эндомембран из колеоптилей
3�, 4� и 5�суточных проростков кукурузы, клетки
которых находятся на разных стадиях роста рас�
тяжением.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили 3�, 4� и 5�су�
точные проростки кукурузы (Zea mays L.), выра�
щенные в темноте (с кратковременной засветкой
не более 5 мин в сутки для синхронизации роста
колеоптилей) при 27°С на разбавленном в 10 раз
питательном растворе Чеснокова. Проростки ги�
брида ЗПТК�196 и Нарт�150 имели синхронное
развитие, характеризующиеся средней длиной
колеоптилей 24.0 ± 1.5 мм, 44.9 ± 2.4 мм, 51.3 ±
± 3.7 мм для 3�, 4� и 5�суточных проростков соот�
ветственно.

Для выделения фракции плазмалеммы ис�
пользовали декапитированные на 4 мм колеопти�
ли проростков кукурузы (гибрид ЗПТК�196). Ве�
зикулярную фракцию плазмалеммы получали
дифференциальным центрифугированием с
очисткой в градиенте плотности сахарозы, как
описано ранее (Рудашевская и др., 2005). По дан�
ным биохимического анализа маркерных фер�
ментов, полученная фракция обогащена плазма�
леммой. Везикулы загружали с использованием
осмотического шока (при 10�кратном пониже�
нии концентрации сахарозы) средой следующего
состава: 150 мМ K2SO4, 1 мМ Трис�МES, 150 мМ
сахарозы, рН 6.8–7.0 (в зависимости от величины
рН везикулярной фракции), и переосаждали при
99500 g 1 ч. При необходимости введения флуо�
ресцентного зонда в везикулы их загружали сре�
дой того же состава с добавлением рН�зависимого

зонда FITC�декстран (остаток декстрана обеспе�
чивал внутривезикулярную локализацию зонда).

АТФ�зависимый транспорт протонов через
мембрану везикул плазмалеммы оценивали с ис�
пользованием флуоресцентных зондов diS�C3�(5)
(0.7 мкМ) (по изменению трансмембранного по�
тенциала) и FITC�декстран (0.8 мг/мл) (по изме�
нению рН внутри везикулярной среды), на спек�
трофлуориметре при длине волны возб./фл.
580/665 нм и 480/520 нм соответственно. Объем
инкубационной смеси 300 мкл. Везикулы (1–5 мкг
белка) инкубировали в среде – 150 мМ Na2SO4,
1 мМ Трис�МES, 150 мМ сахарозы, рН 6.8–7.0 (в
зависимости от величины рН везикулярной фрак�
ции во избежание исходного градиента рН на мем�
бранах везикул). Реакцию запускали введением
MgСl2 + Na2АТФ в конечной концентрации 3 мМ.
Активность транспорта протонов через мембрану
везикул в случае использования потенциал�зави�
симого зонда diS�C3�(5) выражали в % от величины
трансмембранного потенциала, генерируемого в
данной системе при внесении К+�ионофора вали�
номицина (0.03 мкM), и рассчитывали на единицу
белка фракции мембран. Валиномицин�зависи�
мое изменение флуоресценции зонда нами рас�
сматривалось в качестве калибровочного стандар�
та. Расчеты показывают, что в используемой нами
модельной системы добавление К+�каналоформе�
ра приводит к генерации К+ диффузионного по�
тенциала, равного по величине –110 мВ (Батов
и др., 1995). Интенсивность тушения зонда при
внесении валиномицина несколько варьирует, от�
ражая свойства мембранного препарата, поэтому
эта величина была использована в качестве внут�
реннего стандарта для каждого эксперимента. При
работе с рН�чувствительным зондом FITC�декс�
тран, загруженным в везикулы, определяли изме�
нение рН среды внутри везикул и также относили
его на содержание белка. Калибрование зонда, за�
груженного в везикулы, проводили, изменяя вели�
чину рН инкубационной среды, содержащей вези�
кулярную фракцию и протонофор.

Для выделения фракций внутриклеточных
мембран использовали гибрид F1 Нарт�150. Рас�
тительные ткани (отрезки колеоптилей без 4 мм
верхушки, длиной 10–15 мм) гомогенизировали в
среде, содержащей 0.4 М сахарозы, 50 мМ Трис�
HCl (рН 7.8), 5 мМ ЭДТА, 2.5 мМ дитиотрейтола
(ДТТ), 10 мМ 2�меркаптоэтанола, 0.1% бычьего
сывороточного альбумина (в отношении 3 мл сре�
ды на 1 г ткани для 3�суточных проростков и
2 мл/1 г для 4� и 5�суточных проростков). Гомоге�
нат фильтровали через нейлон и центрифугиро�
вали при 3400 g 10 мин. Супернатант наносили на
градиент плотности сахарозы, состоящий из сло�
ев с плотностью 1.055 и 1.12 г/см3 (14 и 28% саха�
розы), приготовленных на растворе 5 мМ Трис�
MES (рН 7.3), 1 мМ ДТТ, 0.1 мМ ЭДТА. После
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центрифугирования при 96000 g 2 ч фракцию на
границе слоев отбирали, разбавляли в буферной
смеси, содержащей 0.2 М сахарозу, 5 мМ Трис�
MES, 1 мМ ДТТ, 0.1 мМ ЭДТА, и осаждали при
96000 g 1 ч. По данным анализа активности мар�
керных ферментов, фракция содержала преиму�
щественно мембраны вакуолей и эндоплазмати�
ческого ретикулума (ЭР). Отделения ЭР от тоно�
пласта не производили в связи с тем, что у
3�суточных проростков кукурузы, в отличие от 4–
5�суточных, клетки колеоптилей находятся в ос�
новном в начальной стадии растяжения и форми�
рования вакуолей, при этом комплексы АТФазы
V�типа могут быть локализованы и в тонопласте и
в ЭР (как это показано для клеток кончика корня
овса (Herman et al., 1994)).

ATФ� и пирофосфат�зависимый транспорт
ионов Н+ в мембранные везикулы фракции внут�
риклеточных мембран оценивали по снижению
поглощения моноаминного оптического зонда
акридинового оранжевого (АО) на спектрофото�
метре СФ�46 при 495 нм. Инкубационная смесь
объемом 800 мкл включала 10 мкМ АО, 5 мМ
Трис�MES (pH 7.0), 0.2 М сахарозу, 1 мМ MgSO4,
50 мМ KCl, 1 мМ ДТТ, 0.1 мМ ЭДТА, везикуляр�
ный препарат (10–30 мкг мембранного белка).
Измерения начинали с добавления 1 мМ Na2ATP
или 0.5 мМ Na4P2O7. Определяли начальную ско�
рость изменения поглощения АО и значение ΔА495

при достижении реакцией состояния равновесия,
соответствующее максимальному градиенту рН,
создаваемому при работе Н+�насосов. Проницае�
мость мембран для протонов оценивали по росту
поглощения АО (при выходе протонов из вези�
кул) после остановки реакции добавлением 2 мМ
ЭДТА. Определяли отношение между изменени�
ями поглощения АО при выходе Н+ и при
ATФ/пирофосфат�зависимом входе Н+ в везику�
лы: ΔА495 out/ΔА495 in.

Содержание белка в мембранных препаратах
определяли по методу Бредфорд (Bradford, 1976).

В работе представлены средние арифметиче�
ские значения и ошибки среднего, полученные
по результатам экспериментов, проведенных в
3–7 биологических повторностях.

В работе использовали: Трис (“Reanal”, Вен�
грия; “Sigma”, США); Мes, Трис, ДТТ, АТФ,
валиномицин,  DCCD, FCCP (“Sigma”, США);
ЭДТА (Fluka, Германия); FITC�декстран (Molec�
ular Probes) остальные реактивы – отечественного
производства (хч).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ активности Н+�АТФазы плазмалеммы

При центрифугировании в градиенте плотно�
сти сахарозы на границе слоев с плотностью 34 и
45% получали фракцию мембран, которая по дан�

ным ингибиторного анализа биохимических мар�
керов обогащена плазмалеммой (Рудашевская
и др., 2005). В этой фракции обнаруживалась вы�
сокая Mg2+�зависимая К+�стимулируемая АТФаз�
ная гидролитическая активность, ингибируемая
ванадатом, что характерно для АТФаз Р�типа, к
которым относится Н+�АТФазы плазмалеммы. 

В наших экспериментах с использованием
фракции, обогащенной плазмалеммой из клеток
колеоптилей кукурузы, показана АТФ�зависимая
генерация электрохимического потенциала
ионов Н+. Величину протонного градиента, гене�
рируемого на мембранах везикул плазмалеммы,
анализировали по сдвигу рН внутри везикул, ко�
торый оценивался по изменению флуоресценции
зонда FITC. Внутривезикулярная локализация
зонда во время эксперимента обеспечивалась
остатком высокомолекулярного декстрана
(мол. м. 40000), структурно соединенного с моле�
кулой FITC и препятствующего транспорту зонда
из везикул. Выявлено изменение интенсивности
флуоресценции зонда при введении комплекса
Mg�АТФ в среду инкубации, что свидетельствует
об изменении значения рН среды внутри везикул
(рис. 1а). Введение АТФ активирует только ин�
вертированные везикулы с обращенным в инку�
бационную среду активным центром фермента и
индуцирует транспорт протона внутрь везикул, что
приводит к понижению рН в везикулах и соответ�
ствующему изменению флуоресценции зонда. На�
блюдаемый эффект специфичен для АТФ по отно�
шению к АMФ, добавление которого приводит
лишь к незначительному изменению флуоресцен�
ции (pис. 1а). Ванадат, специфичный ингибитор
Н+�АТФазы плазмалеммы, снижал амплитуду
АТФ�индуцируемого изменения флуоресценции
(pис. 1б), что доказывает участие Н+�АТФазы
плазмалеммы в изменении рН внутри везикул.
Предварительное внесение валиномицина к вези�
кулам приводило к более сильному и быстрому
АТФ�зависимому изменению флуоресценции
(pис. 1в). Наблюдаемый эффект активации, созда�
ваемый валиномицином, согласуется с тем, что
Н+�АТФаза плазмалеммы активируется деполяри�
зацией плазмалеммы, а также ионами К+ со сторо�
ны активного центра фермента.

Как видно из pис. 1, АТФ�зависимая генера�
ция электрохимического потенциала ионов водо�
рода развивается быстро и достигает максимума
менее, чем за 5 мин. Сравнительный анализ ам�
плитуды генерируемого потенциала везикуляр�
ными фракциями плазмалеммы, полученными из
клеток колеоптилей проростков разного возрас�
та, выявил изменение транспортной активности
фермента в онтогенезе проростка. При использо�
вании рН�зависимого зонда FITC наибольшая
Н+�транспортирующая активность Н+�АТФазы
плазмалеммы была показана для фракции 4�су�
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точных проростков, которая значительно превы�
шала активность фермента на 3 и 5 сутки развития
(рис. 2а). Аналогичная зависимость была выявле�
на и при определении электрической составляю�
щей генерируемого протонного градиента, кото�
рая регистрировалась по изменению интенсивно�
сти флуоресценции потенциал�зависимого зонда
diS�C3�(5). Максимальное изменение было харак�
терно для мембран, полученных из клеток ко�

леоптилей 4�суточных этиолированных пророст�
ков (pис. 2б).

Для всех исследуемых этапов развития исполь�
зование АМФ в качестве аналога АТФ вызывало
лишь очень незначительное изменение свечения
зонда diS�C3�(5), которое можно считать неспе�
цифичным (pис. 2). Применение ингибитора
DCCD (1.7 мкМ) во всех проведенных экспери�
ментах снижало регистрируемую FITC актив�
ность фракции плазмалеммы на 50, 60 и 67% у

везикулы
FITC�декстран

везикулы
FITC�декстран

везикулы
FITC�декстран

АМФ

АТФ

АТФ

АТФ

H2O Mg2+

Mg2+

ванадат

валиномицин

Mg2+

(а)

(б)

(в)

0.
2 
Δ

p
H

20 c

Рис. 1. АТФ�индуцируемое изменение интенсивности флуоресценции рН�зависимого зонда FITC�декстран в препа�
ратах везикул плазмалеммы клеток колеоптилей кукурузы.
а – АТФ� и АМФ�зависимое изменение флуоресценции зонда FITC�декстран.
б – Влияние ванадата на величину АТФ�зависимого изменения флуоресценции зонда FITC�декстран.
в – Влияние валиномицина (0.03 мкМ) на величину АТФ�зависимого изменения флуоресценции зонда FITC�декстран.
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фракций, полученных из 3�, 4� и 5�суточных
проростков, соответственно (pис. 2а).

Анализ активности вакуолярных 
пирофосфатазы и Н+�АТФазы

Фракция мембран, выделяемая из гомогената
клеток колеоптилей кукурузы на границе слоев
градиента плотности сахарозы 14 и 28%, по дан�
ным анализа биохимических маркеров обогащена
фрагментами тонопласта и эндоплазматического
ретикулума. В ней обнаруживалась значительная
нитрат�ингибируемая ATФазная активность, при�
сущая ATФазе вакуолярного (V) типа, пирофосфа�
тазная активность с высоким уровнем стимуляции
KCl, характерная для пирофосфатазы V�типа,
азид�нечувствительная НАДН�цитохром С�редук�
тазная активность (маркер ЭР), а также незначи�
тельная ванадат�чувствительная АТФазная актив�
ность. 

В исследуемой фракции, обозначенной как
фракция эндомембран, показан ATФ� и пиро�
фосфат�зависимый транспорт Н+, который реги�
стрировали спектрофотометрически по снижению
поглощения проникающего моноаминного зонда
акридинового оранжевого (рис. 3). Величина ад�
сорбции АО возвращалась на исходный уровень
после добавления протонофора FCCP (5 мкМ), а
также тритона Х�100 (0.01%) и NH4Cl (15 мМ), что
свидетельствует о рассеивании протонного гра�
диента. ATФ�зависимое накачивание Н+ в вези�

кулы эндомембран осуществлялось за счет рабо�
ты ATФазы V�типа, так как оно полностью подав�
лялась бафиломицином А1 (5 нМ) и на 80%
ингибировалось KNO3 (50 мМ) и не обнаружива�
ло чувствительности к ванадату. 

Сравнительный анализ активности ATФ� и
пирофосфат�зависимого транспорта ионов Н+ в
везикулы препаратов эндомембран клеток про�
ростков разного возраста показал, что АТФ�зави�
симое снижение поглощения АО имело наиболь�
шую начальную скорость у растущих растяжением
колеоптилей 4�суточных проростков (рис. 4а), то�
гда как в присутствии пирофосфата эта величина
была максимальной у 3�суточных проростков,
клетки которых находятся в начале фазы растяже�
ния (pис. 4б). Сходные изменения наблюдались,
когда Н+�транспортирующую активность выража�
ли как максимальный градиент рН между внутрен�
ней средой везикул и инкубационной средой, до�
стигаемый в ходе реакции (ΔА495/мг белка).

Уровень регистрируемого снижения поглоще�
ния АО зависит не только от активности Н+�насо�
сов, обеспечивающих вход Н+ в везикулы, но и от
выхода Н+ в инкубационный раствор, который,
возможно, связан с наличием каналов и котранс�
портеров для протонов и других ионов или моле�
кул (в данной системе Cl–) и неспецифической
проницаемостью мембран, зависящей от свойств
липидно�белкового матрикса мембран, темпера�
туры и состояния мембран после их выделения.
Чтобы оценить проницаемость мембран к прото�

Рис. 2. Изменение АТФ�зависимой Н+�транспортирующей активности везикулярной фракции плазмалеммы из кле�
ток колеоптилей проростков кукурузы разного возраста.
а – Активность транспорта протона оценивали с использованием FITC�декстран и выразили в изменении значения
рН внутривезикулярной среды.
б – Активность транспорта протонов оценивали с использованием diS�C3�(5) и выразили в процентах от величины по�
тенциала, генерируемого в данной системе валиномицином.
На диаграмме (а, б): белые столбики – в инкубационную среду, содержащую везикулы и ионы Mg, вносили АТФ; се�
рые столбики – АМФ; заштрихованные столбики – при оценке АТФ�зависимого транспорта фракцию мембран пред�
варительно инкубировали с DCCD (1.7 мкМ).

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

3 4 5

25

20

15

10

5

3 4 5
00

Возраст проростков, сут Возраст проростков, сут

Δ
p

H
/м

к
г 

бе
лк

а 
м

и
н

Δ
ф

лу
о

р
ес

ц
ен

ц
и

и
/0

.1
 м

к
г 

б
ел

к
а 

м
и

н

АТФ

АМФ

DCCD

(а) (б)



ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 6  2012

ИЗМЕНЕНИЕ ТРАНСПОРТНОЙ АКТИВНОСТИ ПРОТОННЫХ НАСОСОВ КЛЕТОК 419

нам после достижения равновесного уровня ΔрН,
при котором вход и выход Н+ уравновешены, в
среду реакции добавляли ЭДTA (2 мМ) для оста�
новки реакции и анализировали выделение Н+

(pис. 3). Было установлено, что величина повы�
шения поглощения АО после добавления ЭДТА
существенно не различалась для препаратов мем�
бран из проростков разного возраста (pис. 5а).
Однако при расчете процентного отношения вели�
чины возврата поглощения АО на его исходный
уровень ΔА495 (выход Н+) к величине АТФ�зависи�
мого снижения поглощения АО ΔА495 (вход Н+)
было выявлен наиболее низкий “процент возвра�
та” в препаратах мембран из 4�суточных пророст�
ков кукурузы (рис. 5б). Это свойство мембранно�
го транспорта у 4�суточных проростков отсут�
ствовало при анализе пирофосфат�зависимого
закисления везикул (данные не приводятся).

Можно предположить, что различия в проницае�
мости мембран к ионам Н+ связаны непосред�
ственно с состоянием АТФазы вакуолярного типа
и/или сопряженными с ней транспортными ме�
ханизмами. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Рост растяжением представляет собой универ�
сальное свойство растительных клеток, хорошо
идентифицируемое как у многоклеточных водо�
рослей, так и у высших растений. Возникнув на
ранних этапах эволюции, данный процесс обес�
печивает при минимальных энергетических за�
тратах достижение максимального объема, что
является основополагающим критерием расти�
тельного организма – максимальное соприкос�
новение с окружающей средой в целях получения
наилучшего доступа к источникам питания (По�
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Рис. 3. ATФ�зависимое (1, 2, 3) и пирофосфат�зависимое (4) снижение поглощения акридинового оранжевого в пре�
паратах эндомембран, выделенных из клеток колеоптилей 4�суточных проростков кукурузы.
Бафиломицин А1 (2 нМ) (2), KNO3 (50 мМ) (3) добавлены перед началом АТФ�зависимой реакции, FCCP (5 мкМ),
ЭДТА (2 мМ) – как указано стрелками.

3*



420

ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 6  2012

ШИШОВА и др.

2.5

0
3 4 5

2.0

1.5

1.0

0.5

1.5

0
3 4 5

1.0

0.5

Возраст проростков, сут Возраст проростков, сут

(а) (б)
Δ

A
48

5/
м

г 
б

ел
к

а 
м

и
н

Δ
A

48
5/

м
г 

б
ел

к
а 

м
и

н
Рис. 4. Н+�транспортирующая активность АТФазы (а) и пирофосфатазы (б) эндомембран из клеток колеоптилей ку�
курузы, выраженная как начальная скорость снижения поглощения акридинового оранжевого в расчете на мг мем�
бранного белка.

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
543

60

50

40

30

20

10

0
543

В
ы

хо
д 

H
+

, 
Δ

A
48

5/
м

г 
бе

лк
а

В
ы

хо
д 

H
+

, 
%

Возраст проростков, сут Возраст проростков, сут

(а) (б)

Рис. 5. Уровень выхода ионов Н+ из везикул эндомембран на фоне АТФ�зависимого градиента рН после остановки
АТФазной реакции ЭДТА (2 мМ).
а – Выход Н+, выраженный как изменение поглощения АО в расчете на мг мембранного белка.
б – Отношение роста поглощения АО при выходе Н+ к снижению поглощения АО при ATФ�зависимом переносе Н+

в везикулы, в процентах.

левой, 1986). Хорошо известно, что данный про�
цесс находится под контролем фитогормона аук�
сина. Предложенная в 70�х годах теория “кислого
роста” предполагает, что ауксин вызывает целый
каскад событий, одним из элементов которого яв�
ляется активация Н+�АТФазы плазмалеммы (Cle�
land et al., 1971; Hager et al., 1971; Полевой, 1986).
Процесс роста растяжением включает в себя ин�
тенсивную вакуолизацию клетки, следовательно,
можно предположить активное участие и ряда ва�

куолярных транспортных систем, в первую оче�
редь вакуолярных Н+�АТФазы и пирофосфатазы. 

В клетках колеоптилей кукурузы, все три типа
Н+�насосов проявляют значительную гидролити�
ческую и транспортную активность. Тем не ме�
нее, полученные данные однозначно свидетель�
ствуют о том, что интенсивность транспорта про�
тонов варьирует в ходе развития клеток ювениль�
ного органа проростка. Так, у 3�суточных про�
ростков в мембранах везикул тонопласта и эндо�
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плазматического ретикулума наиболее высокий
уровень имеет активность Н+�пирофосфатазы. В
ходе дальнейшего развития, характеризующего�
ся постепенным замедлением ростовых процес�
сов, транспортная функция данного фермента
постепенно снижается. Динамика активности
Н+�АТФаз как плазмалеммы, так и тонопласта
была иной. Максимальный уровень транспорта
протонов обе АТФазы обнаруживали на
4�е сутки развития проростка, т.е. при ослабле�
нии интенсивности роста. У 5�суточных про�
ростков, на этапе завершения физиологической
функции колептиля (первый настоящий лист
выходит за пределы колеоптиля) и полной оста�
новке роста, основные протон�транспортирую�
щие насосы, тем не менее, сохраняли свою ак�
тивность, чувствительность к ингибиторам и
субстратную специфичность.

Таким образом, в фазе завершения деления и
перехода клеток колеоптиля к растяжению наи�
больший вклад в энергизацию внутриклеточных
компартментов вносит V�пирофосфатаза. На ста�
дии поддержания интенсивности роста растяже�
нием возрастает значение АТФаз в энергизации
мембран растительной клетки и регуляции ее ме�
таболизма.

Эти результаты согласуются с литературными
данными для других растительных объектов. В
гипокотилях маша наибольшая пирофосфатазная
активность, высокий уровень мРНК и молекул
фермента обнаруживался в зоне делящихся кле�
ток. Напротив, в зонах интенсивного роста растя�
жением и, особенно, дифференцированных кле�
ток возрастала активность АТФазы V�типа (Mae�
shima et al., 1996; Nacanishi, Maeshima, 1998). В
созревающих плодах груши также на начальных
этапах развития, характеризующихся увеличени�
ем размера клеток, преобладала активность пиро�
фосфатазы. На поздних этапах созревания основ�
ным Н+�насосом тонопласта становилась АТФаза
(Shiratake et al., 1997). Ряд исследований свиде�
тельствует о нелинейном изменении активности
Н+�АТФазы плазмалеммы. Так временное увели�
чение активности работы протонной помпы
плазмалеммы характеризовало инициацию про�
растания семян кукурузы (Sanchez�Nieto et al.,
1998), индукцию развития почек персика (Aue
et al., 1999), а также период инициации цветения
растений табака (Santoni et al., 1991).

Можно отметить некоторые особенности фи�
зиологии клеток в фазе деления, которые обеспе�
чивают приоритетную роль Н+�пирофосфатазы
на ранних этапах онтогенеза. Молодые клетки
растений до перехода к растяжению малы, подоб�
но клеткам животных, они имеют более низкую
интенсивность дыхания, а внутренние клетки ме�
ристем могут находиться в состоянии частичного
анаэробиоза (Саламатова, 1983). Это сочетается с
пониженным уровнем АТФ и увеличивает значе�

ние пирофосфата как источника энергии и суб�
страта для транспорта Н+. Преобладание анабо�
лических реакций над катаболическими харак�
терно для клеток в фазе деления. Многие
биосинтетические процессы, в том числе синтезы
нуклеиновых и жирных кислот, белков и полиса�
харидов, сопровождаются образованием пиро�
фосфата. Одна из функций Н+�пирофосфатазы
состоит в утилизации пирофосфата, что обеспе�
чивает направленность обратимых реакций в сто�
рону биосинтезов (Rea, Poole, 1993; Maeshima
et al., 1996). Показана также возможность исполь�
зования создаваемого в результате работы Н+�пи�
рофосфатазы ΔμН+ для синтеза АТФ в результате
сопряженной работы вакуолярной Н+�АТФазы с
обращением ее энергетической функции (Facan�
ha, de Meis, 1998), что может иметь важное значе�
ние для снабжения клеток дополнительной энер�
гией в форме АТФ. 

При переходе клеток к росту растяжением воз�
растает интенсивность дыхания, накапливаются
низкомолекулярные вещества, увеличивается со�
держание АТФ, которое поддерживается на мил�
лимолярном уровне, как и у дифференцированных
клеток (Саламатова, 1983). Содержание пирофос�
фата у большинства видов на порядок ниже (Rea,
Poole, 1993). Тем самым создаются благоприятные
условия для активации работы Н+�АТФаз как
плазмалеммы, так и тонопласта.

Перераспределение функций между АТФаза�
ми в фазе роста растяжением может находиться
под контролем целого ряда факторов. Регулятор�
ное значение могут иметь в первую очередь вре�
менные изменения кислотности цитоплазмы.
Н+�АТФазы имеют отличающиеся оптимумы рН
(Hager, Biber, 1984). Для вакуолярной Н+�АТФазы
оптимум рН – около 7.0 и, как правило, сглажен,
а для фермента плазмалеммы он гораздо более
узок с максимумом равном 6.5. Следовательно,
факторы, приводящие к закислению рН цитозо�
ля, будут инициировать активацию работы в
первую очередь Н+�АТФазы плазмалеммы. Рас�
сматривая рост растяжением, следует отметить,
что индолилуксусная кислота (природный аук�
син), индуцирующая данный тип роста, вызывает
именно закисление цитоплазмы (Felle, 1988; Ger�
ing et al., 1990; Shishova, Lindberg, 1999). Кроме того
показано, что ауксин обладает способностью уси�
ливать экспрессию одной из изоформ Н+�АТФазы
плазмалеммы кукурузы МНА2, в непроводящих
тканях (Frias et al., 1996), а, следовательно, не име�
ющей прямого отношения к транспорту метаболи�
тов. Данный факт свидетельствует о том, что в про�
цессе инициации и поддержания роста растяжени�
ем число ферментативных единиц Н+�АТФазы
плазмалеммы может увеличиваться, что подтвер�
ждается в работах A. Hager (Hager et al., 1991; Hag�
er, 2003). Кроме того, фермент может быть орга�
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низован в мембране в виде димера и даже олиго�
мера (Sondergaard et al., 2004), что также может
отражаться на активности фермента или сопря�
жении его гидролитической и транспортной
функций. Следовательно, при переходе от деле�
ния к росту растяжением и особенно на этапе
поддержания роста будет возрастать роль именно
Н+�АТФазы плазмалеммы. И действительно, по
нашим результатам более чем 2�кратное усиление
транспортной активности Н+�АТФазы плазмалем�
мы характеризует 4 сутки развития проростка ку�
курузы. Усиление транспортной функции АТФазы
ПМ, выявленное в представленной работе, полно�
стью соответствует повышению (более чем в 2 ра�
за) ее гидролитической активности на данном эта�
пе развития проростка (Рудашевская и др., 2005,
Shishova et al., 2007). Результаты, полученные с
использованием везикулярной фракции плазма�
леммы, подтверждаются цитохимическим иссле�
дованием, проведенным на том же объекте – ко�
леоптилях разновозрастных проростков кукурузы
(Рудашевская и др., 2009). Показано, что наи�
большей АТФ�гидролизующей способностью от�
личаются клетки 4�суточных проростков. Данные
электронной микроскопии позволяют предполо�
жить, что фермент у наиболее молодых клеток
(3�суточные проростки) организован в форме
мультимерного комплекса, тогда как к 4 суткам
значительно возрастает число мономеров фер�
мента.

Особо следует отметить возможность суще�
ствования и гораздо более сложных механизмов
кросс�регуляции активности Н+�насосов в про�
цессе роста. Так показано, что Н+�пирофосфатаза
может участвовать в процессе регуляции роста за
счет изменения интенсивности полярного транс�
порта ауксина в результате перераспределения
транспортеров PIN1 (Li et al., 2005). Известно, что
белок PIN1 находится в постоянном “движении”

между плазмалеммой и эндомембранами. Усиле�
ние активности Н+�пирофосфатазы интенсифи�
цирует везикулярный транспорт между эндомем�
бранами и плазмалеммой, что увеличивает число
переносчиков ауксина в составе плазмалеммы, и
сказывается на ауксин�зависимых процессах раз�
вития, в том числе росте растяжением. В связи с
этим следует подчеркнуть, что еще одним белком
плазмалеммы, осуществляющим достаточно
быстрый обмен с эндомембранами является Н+�
АТФаза P�типа. Следовательно, усиление работы
Н+�пирофосфатазы тонопласта может непосред�
ственно регулировать активность транспорта
протонов через плазмалемму за счет увеличения
числа молекул фермента Н+�АТФазы в составе
плазматической мембраны. 

Суммируя данные опубликованные в литера�
туре и полученные нами можно высказать пред�
положение о том, что на этапах деления и иници�
ации роста растяжением в клетках колеоптилей
кукурузы преобладающее значение имеет вакуо�
лярная Н+�пирофосфатаза (рис. 6). В силу ряда
регуляторных механизмов постепенно все боль�
шее значение приобретают Н+�АТФазы как тоно�
пласта, так и плазмалеммы с преобладающей
функцией последней, что обеспечивает протека�
ние наиболее интенсивной фазы клеточного ро�
ста. На этапе завершения физиологической
функции ювенильного органа, характеризую�
щемся практически полной неспособностью кле�
ток, как к эндогенному, так и ауксин�индуциро�
ванному росту, активность всех трех Н+�транс�
портеров снижается, тем не менее, они продол�
жают осуществлять функцию поддержания го�
меостаза клетки о чем свидетельствует их суб�
стратная специфичность и чувствительность к
ингибиторам.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Российского Фонда Фундаменталь�
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Alteration of Transport Activity of Proton Pumps in Coleoptile Cells 
during Early Development Stages of Maize Seedlings

   M. F. Shishova, O. V. Tankelyun, E. L. Rudashevskaya, V. V. Yemelyanov, 
N. V. Shakhova, and A. A. Kirpichnikova

St. Petersburg State University, Universitetskaya nab. 7/9, St. Petersburg, 199034 Russia
e�mail: mshishova@mail.ru

Abstract—Comparative analysis of the transport activity of proton pumps (plasmalemma H+�ATPase, vacuolar
H+�ATPase, and vacuolar H+�pyrophosphatase) in the membrane preparations obtained from coleoptile
cells of etiolated maize seedlings (Zea mays L.) was carried out. The highest level of vacuolar pyrophosphatase
activity was observed during the early development of coleoptile cells under growth intensification through
the elongation. The role of ATPase pumps of tonoplast and plasmalemma in the transport of hydrogen ions
increases during further development. The plasmalemma activity in this process is higher. When the growth
stops, the activity of proton pumps becomes significantly lower. Nevertheless, their substrate specificity and
sensitivity to proton pump inhibitors do not change, which can be an evidence of physiological significance
of pumps in the maintenance of cell homeostasis.

Keywords: Zea mays, coleoptile, P�type and V�type H+�ATPases, V�type H+�pyrophosphatase, proton trans�
port, vesicles.
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