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Метаболическая активность митохондрий корней гороха

в условиях моделированной микрогравитации

Наведено данi дослiджень впливу клiностатування на метаболiчну активнiсть мiто-
хондрiй, iзольованих iз коренiв 5-добових проросткiв гороху (Pisum sativum L). Встанов-
лено збiльшення швидкостi окиснення в станi 3 малату + глутамату та екзогенного
НАДН, а також значення коефiцiєнта дихального контролю одночасно зi зниженням
вiдношення АДФ/О порiвняно з контролем. Висловлено припущення, що такi змiни ха-
рактеру дихання є наслiдком адаптацiї метаболiчної системи мiтохондрiй до умов клi-
ностатування.

Известно, что реальная микрогравитация в космическом полете или ее моделирование в ла-
бораторных условиях существенно влияют на структурно-функциональную организацию
митохондрий клеток животных организмов, что ведет к серьезным нарушениям клеточно-
го метаболизма. Так, в условиях микрогравитации происходят нарушения ультраструктуры
митохондрий деструктивного характера в клетках сердечной мышцы [1], снижение окисли-
тельной активности органелл в клетках желтого тела яичников за счет снижения трансмем-
бранного потенциала митохондрий [2], уменьшение внутриклеточного уровня АТФ в лим-
фоцитах [3], изменения в экспрессии генов митохондриальных белков [4], а также выход
цитохрома С в цитоплазму [5], что в конечном счете может приводить в действие меха-
низм апоптоза [2, 5]. Наблюдаемые эффекты варьируют в зависимости от типа исследуе-
мых клеток и условий эксперимента. Что касается митохондрий растительных клеток, то
имеющиеся данные в основном освещают ультраструктурные перестройки органелл, диа-
пазон которых значительно варьирует в зависимости от вида растения, исследуемой ткани,
условий эксперимента, и зачастую носят противоречивый характер [6–8].

Принимая во внимание высокую лабильность процесса окислительного фосфорилиро-
вания митохондрий, обеспечивающего энергетические потребности клетки в измененных
условиях среды, мы провели исследование влияния клиностатирования на функциональное
состояние митохондрий, изолированных из растительных клеток, по таким показателям,
как интенсивность окисления экзогенных субстратов и основных параметров, характеризу-
ющих сопряженность процессов окисления и фосфорилирования.

Материалы и методы исследования. Условия прорастания семян и роста пророст-
ков гороха (Pisum sativum L. сорт Альфа) описаны раньше [9]. Моделирование микрограви-
тации проводили с помощью медленного горизонтального клиностатирования (2 об/мин).
Выделение митохондрий из корней 5-суточных проростков осуществляли по методу [10]
в нашей модификации, которая в основном заключалась в составах сред выделения ми-
тохондрий, а также сокращении общего времени выделения, которое в нашем случае не
превышало 40 мин.

Поглощение кислорода митохондриальной фракцией измеряли полярографически, ис-
пользуя электрод конструкции Шольца и Островского [11]. Реакционная среда (1 мл) содер-
жала 0,4 М сахарозу, 20 мМ трис-HCl-буфер (pH 7,4), 5 мМ MgCl, 10 мМ K-PO4, 0,1% обез-
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Рис. 1. Полярографические кривые поглощения кислорода при окислении малата+ глутамата митохондри-
ями в контроле (а) и после клиностатирования (б ). В ячейку дополнительно к компонентам реакционной
среды, описанной в методике, вносили (указано линиями) суспензию митохондрий (Мх, 0,5–0,7 мг белка),
10 млМ малата, 18 млМ глутамата, 110 мкм АДФ. Цифры у кривых — скорость поглощения кислорода
(нмоль О2/(мг · мин)

жиренный бычий сывороточный альбумин (БСА). Исследовали окисление малата и НАДН
как экзогенных субстратов для митохондриального окисления, последовательно внося в ин-
кубационную среду суспензию митохондрий (0,3–0,7 мг белка), один из перечисленных суб-
стратов и АДФ, который вносили повторно в ячейку после его израсходования. Скорость
поглощения кислорода в состояниях 3 (V3) и 4 (V4) измеряли по Chance и Williams [12], где
V3 — активное (фосфорилирующее) окисление субстратов митохондриями в присутствии
АДФ, которое переходит в состояние V4 после исчерпания АДФ в ходе синтеза АТФ. Так-
же рассчитывали величину дыхательного контроля (ДК), как отношение V3/V4, которое
характеризует степень сопряженности процессов окисления и фосфорилирования, и отно-
шения АДФ/О, показателя эффективности (КПД) процесса окислительного фосфорилиро-
вания [12]. Количество белка определяли по методу Лоури [13], используя БСА в качестве
стандарта.

Результаты исследования и их обсуждение. Согласно полученным данным, име-
ют место некоторые статистически значимые различия в характере дыхания митохондрий
при окислении малата и экзогенного НАДН в экспериментальных условиях. Как следует
из рис. 1, при 5-суточном клиностатировании повышалась скорость активного (фосфорили-
рующего) окисления субстрата (состояние 3). Кроме того, при окислении малата+глутамата
увеличивалась величина ДК при второй добавке АДФ от 1,4 до 3,2 соответственно в контро-
ле и после клиностатирования. Наблюдаемое также снижение отношения АДФ/О, по-ви-
димому, не приводит к снижению скорости синтеза АТФ, поскольку в данном случае оно
компенсируется увеличением скорости окисления субстрата в состоянии 3.

Для митохондрий 5-суточных зародышевых корней гороха характерна высокая скорость
окисления экзогенного НАДН в состоянии 3 (рис. 2) по сравнению с другими субстрата-
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Рис. 2. Полярографические кривые поглощения кислорода при окислении экзогенного НАДН митохонд-
риями в контроле (а) и после клиностатирования (б ). В ячейку дополнительно к компонентам реакционной
среды, описанной в методике, вносили (указано линиями) суспензию митохондрий (Мх, 0,3–0,5 мг белка),
10 млМ НАДН, 110 мкм АДФ. Цифры у кривых — скорость поглощения кислорода (нмоль О2/(мг · мин)

ми митохондриального окисления. Также характерны закономерно невысокие значения ДК
и АДФ/О в процессе окисления этого субстрата. Под воздействием клиностатирования на-
блюдаются те же тенденции, что и при окислении малата+ глутамата, хотя они выражены
в меньшей степени.

Существует малое количество данных относительно энергетических аспектов функцио-
нирования растительных митохондрий в условиях микрогравитаци и клиностатирования.
При изучении дыхательной активности митохондрий корней кукурузы в условиях клино-
статирования, которые несколько отличались от использованных нами, не наблюдалось
каких-либо значимых отличий в скорости окисления различных субстратов между кон-
трольными и опытными образцами [14]. Однако низкие скорости окисления субстратов
митохондриями, а также очень низкие показатели ДК в контроле могут свидетельствовать
о существенном подавлении метаболической активности митохондрий в процессе их выделе-
ния. Имеются и другие данные, которые можно сопоставить с полученными нами. Так, при
исследовании уровня дыхания клеток водоросли Chlorella было показано, что клиностати-
рование вызывало повышение уровня поглощения кислорода на всех фазах роста культуры
клеток, что также коррелировало с ультраструктурными изменениями митохондрий [15].

Таким образом, полученные нами результаты четко свидетельствуют о том, что кли-
ностатирование не оказывает сколько-нибудь заметного негативного влияния на окисление
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субстратов, функционирование электрон-транспортной цепи и фосфорилирующую актив-
ность митохондрий корней гороха, иными словами, не препятствует выполнению митохонд-
риями своих основных физиологических функций. Вместе с тем наблюдаемые изменения,
на наш взгляд, заключаются не в общей стимуляции окислительной активности митохонд-
рий и увеличении продукции АТФ, а в регуляции электрон-транспортной цепи митохонд-
рий, что позволяет обеспечить постоянный уровень АТФ, необходимый для полноценного
функционирования клеток в условиях клиностатирования. Конечно, данное предположение
требует более детального анализа биоэнергетических процессов растительных митохондрий
в условиях клиностатирования и, что более важно, в условиях реальной микрогравитации.
Представляют несомненный интерес явные различия в действии микрогравитации на функ-
ционирование митохондрий в клетках растений и животных, а также механизмы, которые
позволяют растительным митохондриям и клеткам в целом избегать столь негативных по-
следствий воздействия микрогравитации.
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Metabolic activity of pea root mitochondria under simulated

microgravity conditions

The effect of clinorotation on the respiration of mitochondria isolated from roots of pea 5-day-
old seedlings has been examined. An increase in the rate of oxidation of malate and NADH in
state 3 is detected. A respiratory control ratio is also increased simultaneously with a decrease
in the efficiency of oxidative phosphorylation. Such character of mitochondrial respiration under
simulated microgravity is supposed to be a consequence of the adaptation to these conditions.

146 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2011, №9


