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ВВЕДЕНИЕ

Не снижающийся в течение последних десяти�
летий интерес к проблемам образования актив�
ных форм кислорода (АФК) и механизмам регу�
ляции их метаболизма (генерации и удаления)
обусловлен той важной ролью, которую они игра�

ют на протяжении всей жизнедеятельности кле�
ток от деления до смерти [1]. Одними из наиболее
обсуждаемых вопросов в биологии и биомедици�
не остаются те, что связаны с двойственной
функцией АФК, генерируемых клетками при раз�
личных видах стресса. С одной стороны, это свя�
зано с выяснением механизмов развития патоло�
гических состояний организмов в результате
окислительного стресса, возникающего вслед�
ствие нарушений редокс�баланса клеток, т.е. из�
быточной генерации АФК и их повреждающего
действия на все ключевые структуры клетки,
включая мембраны, белки и ДНК. С другой сто�
роны, это обусловлено возможностью участия
АФК в трансдукции тех или иных сигналов, и в
частности наличием в клетках сигнальных путей,
запускаемых АФК, в том числе от митохондрий
[1–3]. Очевидно, что такого рода исследования
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требуют относительно быстрого и высокоспеци�
фичного количественного определения скорости
генерации АФК. Однако решение этой задачи су�
щественно осложняется низкими внутриклеточ�
ными концентрациями АФК, транзиторным ха�
рактером изменений и относительно коротким
периодом их жизни, а также наличием в клетках и
отдельных органеллах достаточно эффективных
систем антиоксидантной защиты [1, 4]. В связи с
этим, остается актуальной проблема поиска и оп�
тимизации методов адекватной оценки скорости
образования АФК и быстрых изменений их внут�
риклеточной концентрации. 

Известно, что широко применяемые флуорес�
центные красители класса дихлорофлуоресцеи�
нов (DCF) не лишены недостатков, которые де�
тально рассмотрены в ряде обзоров последних лет
[5, 6]. В настоящее время одним из относительно
новых и наиболее высокочувствительных флуо�
рогенных индикаторов для определения АФК
in vitro является Amplex Red (AR), окисление ко�
торого путем его взаимодействия с Н2О2 со сте�
хиометрией 1 : 1 катализируется пероксидазой
хрена (HP). Благодаря этому образуется спек�
трально различимый продукт этой реакции – ре�
зоруфин, который может быть идентифицирован
как по его флуоресценции, так и по абсорбции
[7]. Следует отметить, что хотя данная тест�систе�
ма широко используется для определения скоро�
сти образования АФК митохондриями животных
[8–12], примеры ее применения в аналогичных
исследованиях, выполненных на растительных
органеллах, единичны [2].

Целью наших исследований было определение
скорости образования перекиси водорода в мито�
хондриях, изолированных из проростков пшени�
цы, находящихся в различных метаболических
состояниях, используя AR в качестве индикатора.
Другая важная задача работы состояла в выясне�
нии возможности применения ингибиторов тер�
минальных оксидаз ЭТЦ, в частности альтерна�
тивной цианид�резистентной оксидазы (АО), для
изучения их влияния на генерацию АФК мито�
хондриями растений с помощью данной тест�си�
стемы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительным материалом служили этиолиро�
ванные проростки озимой пшеницы (Triticum
aestivum L., сорт Мироновская 808), выращенные
гидропонным способом на водопроводной
воде при 23–24°C в течение 3 суток. Семена сор�
товой элиты были любезно предоставлены
акад. И.Б. Сандухадзе (MocНИИСХ РАН, Нем�
чиновка, Московская обл.).

Выделение митохондрий и контроль их функ�
циональной активности проводили по методике,

детально описанной нами ранее [13]. Для этого
побеги (колеоптили вместе с зародышевыми ли�
стьями) гомогенизировали со средой выделения
(соотношение 1 : 6), содержащей 0.3 М сахарозу,
18 мМ калий�фосфатный буфер (рН 7.9),
1 мМ MgCl2, 5 мМ ЭДТА, 5 мМ дитиотрейтол и
0.1% бычий сывороточный альбумин (БСА), сво�
бодный от ЖК. Выделенные путем дифференци�
ального центрифугирования митохондрии ресус�
пендировали в малом объеме среды, содержащей
0.3 М сахарозу, 18 мМ калий�фосфатный буфер
(рН 7.2) и 0.1% БСА, и помещали на лед на все
время проведения экспериментов.

Поглощение кислорода митохондриями изме�
ряли в реакционной среде, содержащей 0.3 М са�
харозу, 18 мМ калий�фосфатный буфер (рН 7.2),
1 мМ МgСl2, 5 мМ ЭДТА, 0.1% БСА, при 25°С с
использованием электрода типа Кларка (“Hansat�
ech Instruments”, Англия). Скорости дыхания ми�
тохондрий при окислении 10 мМ малата в присут�
ствии 10 мМ глутамата составляли в среднем 120–
130 и 35–40 нмоль О2/(мг белка мин) в состоянии 3
(после добавления 200 мкМ АДФ) и состоянии 4
(после его исчерпания в процессе фосфорилиро�
вания), соответственно. Коэффициенты дыха�
тельного контроля по Чансу и отношения АДФ/О
[14] в среднем составляли 3.5 и 3.0, соответствен�
но. Выделенные митохондрии были способны к
быстрой и стабильной в течение длительного вре�
мени генерации трансмембранного потенциала
на внутренней мембране (Δψm), за которой следи�
ли, используя сафранин О [13].

Образование АФК митохондриями тестировали
сразу после выделения органелл, используя AR
(N�ацетил�3,7�дигидроксифеноксазин) в комби�
нации с пероксидазой хрена (HP). Измерения
проводили в стандартной реакционной среде, со�
держащей 0.3 М сахарозу, 18 мМ калий�фосфат�
ный буфер (рН 7.2), 1 мМ МgСl2, 5 мМ ЭДТА,
0.1% БСА, 5 мМ малат, 5 мМ глутамат и 0.15–
0.2 мг/мл белка митохондрий. Соотношение ком�
понентов тест�системы для опытов подбирали
эмпирически, в большинстве проб оно составля�
ло 10 мкМ AR и 1–10 ед./мл HP. Образование ре�
зоруфина – продукта реакции взаимодействия
AR с Н2О2 – регистрировали спектрофотометри�
чески, следя за изменением дифференциальной
абсорбции (ΔА573–595) на спектрофотометре Hita�
chi�557 [10]. Интенсивность флуоресценции рез�
оруфина измеряли на спектрофлуориметре Hita�
chi�850 (длина волны возбуждения – 564 нм, ре�
гистрации – 587 нм) [2]. В случае использования
другого индикатора, 2,7�дихлородигидрофлуо�
ресцеин�диацетата (H2DCFDA), флуоресценцию
его деацетилированного и окисленного продукта
DCF возбуждали светом с длиной волны 480 нм и
регистрировали при 552 нм [7, 15, 16]. Чувстви�
тельность выбранных тест�систем проверяли до�
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АБДРАХИМОВА и др.

бавлением к ним 50–100 нМ свежеприготовлен�
ного раствора H2O2 в конце каждой пробы.

Содержание митохондриального белка в пробах
определяли по методу Lowry с соавт. [17], исполь�
зуя БСА в качестве стандарта.

Реактивы. В работе использовали KCN,
КН2РО4 и другие соли отечественного производ�
ства марки о. с. ч. или х. ч.; сахарозу, субстраты,
нуклеотиды, пероксидазу, ЭДТА, БСА, аламети�
цин, H2DCFDA – фирмы “Sigma” (США); Am�
plex Red – фирмы “Invitrogen” (США).

Статистика. Каждый опыт проводили в 3–
4 биологических и 2–3 аналитических повторно�
стях. На рисунках представлены результаты ха�
рактерных опытов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Как известно, потенциальные возможности
любой тест�системы определяются степенью ее
чувствительности и специфичности. Исходя из
этого, прежде всего необходимо было протести�
ровать влияние Н2О2 и других использованных в
работе реагентов на поведение самой тест�систе�

мы на основе AR, а именно флуоресценцию/аб�
сорбцию резоруфина в реакционной смеси, в том
числе при отсутствии в ней митохондрий с целью
исключения нежелательных побочных эффектов.
Данные, представленные на рис. 1, показывают,
что внесение перекиси водорода в реакционную
среду сопровождалось быстрым и почти пропор�
циональным ее концентрации увеличением аб�
сорбционного сигнала резоруфина, позволяя тем
самым надежно обнаруживать ее концентрации
менее 45–50 нМ, что соответствует приведенным
в литературе характеристикам [5–7]. Можно ви�
деть, однако, что добавление к реакционной сме�
си KCN (ингибитора цитохромоксидазы) приво�
дило к явному снижению чувствительности тест�
системы, о чем судили как по существенному за�
медлению кинетики абсорбционного сигнала ре�
зоруфина, вызываемого последующим добавле�
нием к системе Н2О2, так и по выраженной утрате
зависимости его величины от концентрации пе�
рекиси (рис. 1). Очевидно, что этот факт необхо�
димо учитывать при объяснении получаемых ре�
зультатов, поскольку наблюдаемое резкое паде�
ние уровня генерации АФК митохондриями
может быть ошибочно истолковано как следствие
блокирования основного цитохромного пути
транспорта электронов и активации в таких усло�
виях альтернативной оксидазы (АО). По сравне�
нию с KCN добавление к реакционной смеси из�
вестных ингибиторов АО – 1 мМ салицилгидрок�
самой кислоты (СГК) или 1 мкМ пропилгаллата
(данные не приведены) – вызывало более быст�
рую инактивацию АФК�детектирующей систе�
мы, причем как с митохондриями (рис. 2), так и
без них (не показано). На рис. 2 также видно, что
эквивалентные количества растворителя этих ин�
гибиторов – диметилсульфоксида (ДМСО) – не
влияли на чувствительность тест�системы, прове�
ряемую последующим добавлением Н2О2.

Выраженные побочные эффекты СГК были
обнаружены нами и при попытке выяснить, ка�
кое влияние оказывает функционирование АО на
скорость образования АФК митохондриями рас�
тений, используя для этой цели другой известный
индикатор – дихлородигидрофлуоресцеин�ди�
ацетат, деацетилированная форма которого
(Н2DCF) в присутствии пероксидазы и перекиси
водорода способна окисляться до флуоресцирую�
щего продукта этой реакции DCF [5–7]. Оказа�
лось, что ответная реакция самой тест�системы,
т.е. в отсутствие митохондрий в реакционной
смеси, вызываемая добавлением к ней СГК,
представляет собой резкое увеличение ее флуо�
ресценции, имитирующее появление в среде вы�
сокой концентрации Н2О2 (рис. 3). Неспецифич�
ный характер этого ответа, очевидно, следует из
того факта, что он развивается на фоне полной
утраты чувствительности самой тест�системы к

400 нМ
H2O2

200 нМ
H2O21 мМ

KCN

200 нМ
H2O2

100 нМ
H2O2

50 нМ
H2O2

2 минΔ
A

57
3–

59
5 

=
 0

.0
05

Рис. 1. Зависимость величины абсорбционного сиг�
нала резоруфина от концентрации Н2О2 в реакцион�
ной среде, не содержащей митохондрий, и влияние
на сигнал 1 мМ KCN. 
Остальные условия указаны в разделе “МАТЕРИА�
ЛЫ И МЕТОДЫ”.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 62  № 1  2015

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СКОРОСТИ ГЕНЕРАЦИИ АФК В МИТОХОНДРИЯХ РАСТЕНИЙ 149

Н2О2 (рис. 3). Мы полагаем, что исходная флуо�
ресценция данной тест�системы, наблюдаемая в
наших экспериментах, обусловлена присутстви�
ем некоторого количества деацетилированной
формы красителя, поскольку реакцию на вторую
добавку перекиси водорода уже не регистрирова�
ли (рис. 3). Очевидно, что отмеченные выше по�
бочные, неспецифические эффекты известных
блокаторов дыхательной цепи на поведение изу�
ченных тест�систем заслуживают особого внима�
ния, так как они резко ограничивают возмож�
ность выявления взаимосвязи между скоростью
генерации АФК митохондриями и изменениями
под влиянием соответствующих ингибиторов ак�
тивности терминальных оксидаз ЭТЦ.

Проведенные нами эксперименты с использо�
ванием AR показали, что скорость аккумуляции
Н2О2 в среде инкубации митохондрий пшеницы
(VАФК) при окислении ими малата в присутствии
глутамата составляла примерно 110 пмоль
Н2О2/(мг белка мин) (рис. 4). При этом выясни�
лось, что переход митохондрий из метаболиче�

ского состояния 3 (после добавки АДФ) в состоя�
ние 4 (после исчерпания добавленного АДФ в
процессе фосфорилирования) сопровождался
увеличением VАФК более чем на 70% (рис. 4). Кро�
ме того, найдено, что истинная скорость генера�
ции АФК в митохондриях пшеницы гораздо выше
их скорости аккумуляции снаружи органелл, что
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Рис. 2. Зависимость величины флуоресценции рез�
оруфина от концентрации Н2О2 в реакционной среде
в присутствии митохондрий (мх) пшеницы и влияние
на сигнал 1 мМ СГК. СГК и его растворитель ДМСО
добавляли в эквивалентном количестве (2 мкл/мл).
Остальные условия указаны в разделе “МАТЕРИА�
ЛЫ И МЕТОДЫ”.
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Рис. 3. Зависимость величины флуоресцентного сиг�
нала DCF от присутствия 200 нМ Н2О2 в реакционной
среде и влияние на сигнал 1 мМ СГК. Остальные усло�
вия указаны в разделе “МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ”.



150

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 62  № 1  2015

АБДРАХИМОВА и др.

было выявлено с помощью антибиотика аламети�
цина, способного вызывать пермеабилизацию
внутренней мембраны для небольших гидро�
фильных молекул, в том числе АФК [18]. Так, при
добавлении 25 мкг/мл аламетицина к митохон�
дриям наблюдали увеличение VАФК в среднем на
50% (рис. 4), причем чувствительность выбран�
ной тест�системы к Н2О2 сохранялась и после ин�
кубации органелл в течение 30 мин в присутствии
этого антибиотика (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что АФК�детектирующие системы
на основе флуоресцентных красителей, широко
применяемые в современной практике биологи�
ческих и биомедицинских исследований, облада�
ют достаточно высокой чувствительностью и поз�
воляют определять уровень различных форм
АФК, в частности перекиси водорода, как в ин�
тактных тканях и клетках, так и в изолированных
органеллах, включая митохондрии. Вместе с тем в
литературе накапливается все больше данных,
свидетельствующих о том, что использование
этих методов определения АФК требует большой
осторожности в интерпретации полученных ре�

зультатов, в частности из�за наличия неспецифи�
ческих реакций, в которые могут вступать компо�
ненты системы [10, 11, 19, 20]. Имеются данные,
однозначно указывающие на артефактный харак�
тер прямого взаимодействия СГК с H2DCFDA,
способного приводить к резкому повышению
флуоресценции раствора даже в анаэробных
условиях, что было интерпретировано как прояв�
ление эстеразоподобного действия этого ингиби�
тора АО [19].

В наших опытах также было найдено, что до�
бавление к тест�системе H2DCFDA + НР того же
ингибитора приводило к резкому увеличению
флуоресценции реакционной смеси и далее к
полной потере чувствительности индикатора к
перекиси водорода (рис. 3). На возможность пря�
мого взаимодействия другого ингибитора АО,
пропилгаллата, c AR�системой указывается и в
недавно опубликованной работе El�Khoury c со�
авт. [11]. В связи с этим следует также отметить
работу Maxwell c соавт. [20], выполненную на про�
топластах клеток табака, где с целью выяснения
влияния активности АО на генерацию АФК мито�
хондриями и предотвращения возможных побоч�
ных эффектов СГК на Н2DCFDA были использо�
ваны трансгенные линии табака с генетически
измененным уровнем экспрессии и активности
АО.

Анализ литературных данных и наших соб�
ственных результатов свидетельствует о том, что
классические ингибиторы терминальных оксидаз
митохондрий растений могут оказывать суще�
ственное влияние на АФК�детектирующие систе�
мы как путем инактивации ими пероксидазы, так
и вследствие непосредственного взаимодействия
с самими индикаторами. На это, по�видимому,
указывает и резкое увеличение интенсивности
флуоресценции DCF после добавления СГК к
выделенным митохондриям гороха, что без соот�
ветствующего контроля чувствительности
H2DCFDA + HP к АФК в присутствии СГК было
интерпретировано как значительная активация
их образования в результате ингибирования АО
[15]. И наоборот, отсутствие соответствующего
сигнала этого индикатора в присутствии KCN
было приписано снижению VАФК в результате ин�
гибирования цитохромного пути окисления и со�
пряженной с ним активации АО [21]. Сходные ре�
зультаты опытов, проведенных на выделенных
митохондриях проростков пшеницы авторами
работы [16], также могли быть неверно интерпре�
тированы как усиление генерации АФК в резуль�
тате блокирования АО, хотя в последнем случае
использовалась не СГК, а другое производное
гидроксаматов – бензгидроксамовая кислота.
Недавно была показана сходная степень аффин�
ности при связывании НР с обеими гидроксамо�
выми кислотами [22]. Таким образом, литератур�
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Рис. 4. Кинетика аккумуляции в реакционной среде
Н2О2, продуцируемой митохондриями (мх) пшеницы
в различных метаболических состояниях, и действие
на нее 25 мкг/мл аламетицина.
Цифры над кривой означают скорости образования
Н2О2, пмоль/(мг белка мин). Остальные условия ука�
заны в разделе “МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ”.
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ные данные и результаты, полученные нами с ис�
пользованием аналогичных тест�систем (рис. 1–
3), указывают на большие сложности примене�
ния ингибиторного анализа для получения стро�
гих экспериментальных доказательств антиокси�
дантной роли АО на изолированных митохондри�
ях растений.

Использование AR�системы для определения
скорости генерации АФК (VАФК) в митохондриях,
выделенных из этиолированных проростков ози�
мой пшеницы (рис. 4), показало, что ее значения
в целом сравнимы с теми, что были получены на
митохондриях из ряда других растительных и жи�
вотных объектов [2, 10, 12, 15]. Так, в цитирован�
ной выше работе [15] скорость образования АФК
в митохондриях, выделенных из этиолированных
проростков гороха, при окислении ими сукцина�
та составляла 130–150 пмоль Н2О2/(мг белка
мин). Вместе с тем следует отметить, что величи�
ны VАФК, приведенные в литературных источни�
ках, сильно варьируют и могут отличаться друг от
друга в десятки раз, причем даже для органелл,
полученных из сходных объектов. Например, для
окисляющих сукцинат митохондрий из этиоли�
рованных проростков гороха при использовании
H2DCFDA + HP было найдено, что скорость про�
дукции в них АФК превышала 1.3 нмоль Н2О2/(мг
белка мин) [23]. В ряде недавних публикаций бы�
ло показано, что митохондрии животных, в част�
ности органеллы из клеток сердечной мышцы
крысы и свиньи, характеризуются VАФК не более
100–200 пмоль Н2О2/(мг белка мин), что в свою
очередь соответствовало 0.1–0.2% от общей ско�
рости дыхания при 37°С [10, 12]. В обстоятельной
работе других авторов [24] показана высокая суб�
стратная и органная специфичность генерации
АФК в митохондриях, скорость которой варьиро�
вала от 0.1% (состояние 3) до 3% (состояние 4) от
скорости дыхания. 

Наши расчеты того же параметра для митохон�
дрий из тканей проростков озимой пшеницы,
окисляющих малат, показали, что его величина
составляет примерно 0.1 и 0.5% для состояний 3 и
4 соответственно. Не исключено, что эта 5�крат�
ная разница могла быть обусловлена увеличением
в состоянии 4 мембранного потенциала митохон�
дрий примерно на 30% (рис. 4, см. также [13]).
Согласно имеющимся в литературе сообщениям,
стимуляция образования АФК, обусловленная
повышением Δψm, способна предотвращаться за�
пуском механизма “мягкого разобщения” [25],
основанного на активации энергодиссипирую�
щих систем митохондрий, которые способствуют
поддержанию в них более низкого уровня Δψm [8,
25]. В связи с этим, одна из возможных причин
относительно низкой скорости генерации АФК
митохондриями пшеницы состоит в высокой
конститутивной активности в них АО, которая в

зависимости от субстрата окисления может до�
стигать 30–50% от скорости общего дыхания [13].
С другой стороны, относительно низкая измерен�
ная нами величина VАФК может быть следствием и
того факта, что она отражает скорость выхода
АФК из митохондрий, но не истинную скорость
их генерации внутри органелл, как об этом свиде�
тельствуют результаты экспериментов с аламети�
цином. С помощью данного антибиотика выяв�
лена существенная разница в скоростях эмиссии
и собственно генерации АФК в матриксе, указы�
вая на то, что VАФК заметным образом лимитиру�
ется проницаемостью внутренней мембраны ми�
тохондрий для Н2О2 (рис. 4), что было ранее уста�
новлено и для животных органелл [18, 26].

На основании полученных в работе результа�
тов можно заключить, что новые высокочувстви�
тельные АФК�детектирующие системы на основе
флуорогенных индикаторов, и в первую очередь
АR, позволяют оценить скорость образования пе�
рекиси водорода в растительных митохондриях
in vitro в зависимости от их функционального со�
стояния. Использование антибиотика аламети�
цина показало, что измеренная с помощью такого
подхода скорость аккумуляции Н2О2 в среде ин�
кубации органелл на самом деле не отражает ис�
тинной и заметно более высокой скорости их ге�
нерации в митохондриях. Обнаруженные в насто�
ящей работе выраженные побочные эффекты
классических ингибиторов терминальных окси�
даз ЭТЦ митохондрий растений на поведение
изученных тест�систем, связанные с потерей по�
следними чувствительности к АФК, позволяют
заключить, что выявление с их помощью антиок�
сидантной роли АО существенно осложняется и,
по�видимому, требует использования других под�
ходов.
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