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Аннотация. Изучена возможность активации программируемой клеточной гибели (ПКГ) в суспензионной 
культуре клеток озимой пшеницы низкими положительными (4 и 8 ºС) и отрицательной (-8 ºС) температу-
рами. Показано, что обработка температурой 8 °С способствует формированию механизмов низкотемпера-
турной адаптации, в то время как температура 4 ºС вызывает гибель клеток в культуре, которая усиливается 
после воздействия отрицательной температурой. Установлено, что процесс клеточной гибели сопровожда-
ется характерными признаками ПКГ, такими как конденсация протопласта и фрагментация ДНК. 
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Введение 

Программируемая клеточная гибель (ПКГ) – 
это генетически обусловленный процесс, при-
сущий всем живым организмам [12; 27] и на-
правленный на контролируемую и организо-
ванную ликвидацию лишних или поврежден-
ных клеток. С тех пор, как в 1972 г. Дж. Кер-
ром с соавторами [15] были описаны морфоло-
гические особенности данного процесса, в этой 
области исследований достигнут значительный 
прогресс: на сегодняшний день ПКГ достаточ-
но хорошо изучена у животных и появляется 
всё больше работ, посвященных изучению это-
го типа гибели у растений. Как и у животных, 
ПКГ в растительной клетке сопровождается 
рядом структурно-морфологических и биохи-
мических изменений. К ним относятся: кон-
денсация хроматина с последующим распадом 
ядра и межнуклеосомной фрагментацией ядер-
ной ДНК, уплотнение и вакуолизация цито-
плазмы, уменьшение клетки в объёме и отста-
вание протопласта от клеточной стенки, пере-
ход фосфатидилсерина из внутреннего моно-
слоя цитоплазматической мембраны в наруж-
ный, выход цитохрома с из митохондрий в ци-
топлазму, активация эндонуклеаз и каспазо-
подобных белков, образование активных форм 

кислорода (АФК), сохранение целостности ци-
топлазматической мембраны до поздних ста-
дий клеточной гибели, а также зависимость 
процесса гибели от уровня АТФ в клетке и 
синтеза белка de novo [2; 23]. Многочисленные 
работы, проведенные в последние годы, свиде-
тельствуют о том, что у растений ПКГ является 
ключевым событием в реализации не только 
программы развития, но и функций иммунной 
системы, а также в реакции растительного орга-
низма на широкий спектр абиотических стрес-
соров: высоких температур, засухи, засоления и 
различных токсикантов [13; 14; 17; 18; 25; 26]. 

Имеющиеся в современной литературе 
данные по возможности индукции и развития 
ПКГ в условиях холодовой обработки очень 
немногочисленны [9; 21]. В этих работах ис-
следовалась возможность развития ПКГ при 
действии низких положительных температур. 
О способности отрицательных температур вы-
ступать индуктором ПКГ у растений в настоя-
щее время неизвестно. 

В связи с этим целью исследования явилось 
изучение условий активации ПКГ в суспензи-
онной культуре озимой пшеницы при воздей-
ствии низких положительных температур и 
возможности развития ПКГ при действии от-
рицательной температуры. 
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Материалы и методы 

В работе использовали суспензионную 
культуру клеток озимой пшеницы Triticum 
aestivum (L.), полученную из зрелых зароды-
шей, выращиваемую при 26 °С на МС-среде 
[20], содержащей 3 % сахарозы; 1,0 мг/л тиа-
мина; 0,5 мг/л пиридоксина; 0,5 мг/л никотино-
вой кислоты; 2,5 мг/л 2,4-Д; 0,01 % инозитола и 
0,0005 % диэтилдитиокарбамата натрия. Куль-
туру пересевали каждые 14 дней с разведением 
свежей средой в 3,5 раза. Для экспериментов 
использовали 8-суточную культуру, что соот-
ветствовало ранней экспоненциальной фазе, 
характеризующейся наибольшей физиологиче-
ской активностью клеток. Культура на протя-
жении всего пассажа в контрольных условиях 
характеризовалась высокой жизнеспособно-
стью (85–90 %), хотя имела довольно низкую 
скорость прироста биомассы: стационарная 
фаза начиналась на 21-е сутки культивирова-
ния. Суспензионную культуру клеток подвер-
гали длительному воздействию низкой поло-
жительной температурой: 4 и 8 ºС в течение 7 
суток и кратковременному воздействию отри-
цательной температурой (-8 ºС, 6 ч), по окон-
чании которого помещали в контрольные усло-
вия (26 ºС) на 3, 6 и 10 суток. 

Жизнеспособность клеток культуры опре-
деляли с помощью красителя Эванса голубого 
(0,25 % раствор) через 0, 3, 6 и 10 суток после 
воздействия [8]. Количество окрашенных кле-
ток и клеток с конденсированным протопла-
стом подсчитывали на световом микроскопе 
Axiostar plus («Carl Zeiss», Германия). Подсчёт 
проводили в пяти полях, содержащих, по 
меньшей мере, 50 клеток. Каждый образец ана-
лизировали в трёх повторностях. Микрофото-
графии получали с помощью инвертированно-
го флуоресцентного микроскопа AxioObserver 
Z1 («Carl Zeiss», Германия) с цифровой моно-
хромной камерой AxioCam MRm3 и пакетом 
программного обеспечения «AxioVision 
Rel.4.7.2». 

Определение скорости поглощения кисло-
рода клетками проводили полярографически 
при 26 °С, используя платиновый электрод за-
крытого типа в ячейке объемом 1,4 мл. В ячей-
ку с культурой клеток последовательно добав-
ляли 40 мкМ антимицин А (ингибитор III ком-
плекса дыхательной цепи), 0,8 мМ цианид ка-
лия (ингибитор IV комплекса дыхательной це-
пи) и 2 мМ салицилгидроксамовую кислоту 
(ингибитор альтернативной оксидазы). Погло-
щение кислорода, оставшееся после добавле-

ния ингибиторов, считали неспецифическим и 
не принимали в расчёт дыхательной активности. 

Для выделения суммарного белка и ДНК 
суспензионную культуру отфильтровывали и 
отвешивали по 1 г. Затем образцы ткани замо-
раживали в жидком азоте и хранили при -70 ºС. 
ДНК выделяли по методике [26] с некоторыми 
модификациями. Замороженные клетки расти-
рали в жидком азоте, ресуспендировали в бу-
фере экстракции (140 мМ сорбитол, 220 мМ 
трис-HCl, pH 8,0, 22 мМ ЭДТА, 800 мМ NaCl, 
1 % саркозил, 0,8 % цетилтриметиламмоний 
бромид, 10 мМ ß-меркаптоэтанол) и инкубиро-
вали при 65 °С в течение 15 мин. Нуклеиновые 
кислоты экстрагировали равным объёмом сме-
си хлороформ/изоамиловый спирт (24:1) при 
мягком покачивании 10 мин при комнатной 
температуре. Для осаждения дебриса и белков 
образцы центрифугировали 10 мин при 11500 g. 
Из супернатанта осаждали нуклеиновые кисло-
ты равным объёмом изопропанола в течение 
ночи при -20 °С с последующим центрифуги-
рованием в течение 15 мин при 11500 g. Полу-
ченный осадок промывали 65%-, 70%-, 85%- и 
90%-ным этанолом, высушивали и перераство-
ряли в буфере ТЕ, содержащем 10 мМ трис-
HCl (pH 7,5) и 1 мМ ЭДТА. Затем инкубирова-
ли с РНКазой А («Fermentas», Латвия) 2 ч при 
37 °С. Очистку ДНК проводили экстракцией 
смесью фенол/хлороформ (1:1) и хлорофор-
мом. Из водной фазы ДНК осаждали двумя 
объёмами 96%-ного этанола в присутствии 
ацетата калия. После центрифугирования (15 
мин, 11500 g) полученный осадок дважды про-
мывали 70%-ным этанолом. Осадок высушива-
ли и перерастворяли в буфере ТЕ. Одинаковые 
количества ДНК разделяли электрофоретиче-
ски в 1,5%-ном агарозном геле. Гель окраши-
вали бромистым этидием (0,5 мг/л) и фотогра-
фировали в УФ-свете с помощью GelDoc 
(«BioRad», США). 

При выделении суммарного белка клетки 
ресуспендировали в буфере для выделения 
белка (0,1 M Трис-HCl, 0,003 M ДДС-Na, 
0,001M ß-меркаптоэтанол, pH 7,4–7,6), в соот-
ношении 1:4, добавляли 0,5–1 мМ фенилметил-
сульфонилфлюорид для ингибирования проте-
аз, замораживали жидким азотом и растирали с 
кварцевым песком. Грубые клеточные компо-
ненты удаляли центрифугированием при 15000 
g в течение 15 мин. Белок из супернатанта оса-
ждали трехкратным объемом охлажденного 
ацетона. Осадок белка растворяли в буфере для 
образца (0,625 M Трис-HCl, 0,008 M ДДС-Na, 
0,1 M ß-меркаптоэтанол, 10 % глицерин, 
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0,001 % бромфеноловый синий, pH 6,8), инку-
бировали 5 мин при 100 °С, центрифугировали 
15 мин при 5000 g. Концентрацию белка опре-
деляли по методу О. Лоури [22]. Белки фрак-
ционировали электрофоретически в 12,5%-ном 
ПААГ с ДДС-Na в модифицированной системе 
Laemmli [16], используя прибор Mini-PROTEAN 
III Electrophoretic Cell («BIO-RAD», США). Пе-
ренос белков на нитроцеллюлозную мембрану 
(«Sigma», США) проводили в приборе Mini 
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell («BIO-
RAD», США) по прилагаемой инструкции. В ра-
боте использовали антитела против дегидринов 
(любезно предоставлены Т. Клоузом, США). 

Данные обработаны статистически с ис-
пользованием MS Excel.  Достоверность разли-
чий оценивали с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа [3]. 

Результаты и обсуждение 

В настоящее время многие параметры ПКГ, 
как структурно-морфологические, так и био-
химические, используются для доказательства 
активного характера гибели клеток. Межнук-
леосомная фрагментация ДНК и определение 
каспазной (каспазо-подобной) активности за-
нимают ведущее место в исследованиях по 
изучению ПКГ как у животных, так и у расте-
ний [2]. Однако развитие ПКГ не всегда сопро-
вождается фрагментацией ДНК и может проте-
кать без участия каспаз [11]. Поэтому судить о 
характере гибели можно лишь по совокупности 
нескольких параметров: как биохимических, 
так и структурно-морфологических. Микро-
скопические исследования морфологии клетки 
при развитии ПКГ у растений выявляют такие 
особенности активного процесса гибели, как 
конденсация протопласта [23; 24] и разруше-
ние ядер с сохранением клеточной стенки [4]. 
В то же время важным биохимическим под-
тверждением активного характера гибели мо-
жет служить, например, энергообеспеченность 
клетки, зависящая от интенсивности дыхания. 

В нашей работе основное внимание было со-
средоточено на выявлении различий при дейст-
вии низких положительных температур разной 
интенсивности на физиологическое состояние 
клетки, что в конечном счёте приводило либо к 
формированию эффективных механизмов низко-
температурной адаптации, позволяющих клеткам 
противостоять последующему жёсткому стрес-
совому воздействию, либо к активной гибели 
клеток, которая ускорялась при дальнейшей об-
работке отрицательной температурой. 

Известно, что в основе всех адаптивных 
преобразований, которые происходят в клетке, 
как на уровне ферментативных процессов, так 
и на уровне структурных изменений лежит 
синтез белков холодового шока, гены которых 
экспрессируются под действием низкой адап-
тирующей температуры [6]. В частности, к 
белкам холодового шока относятся дегидрины, 
служащие факторами защиты от деградации 
макромолекул клеточных структур при обез-
воживании [1; 6]. В ходе наших исследований 
показано, что обработка суспензионной куль-
туры озимой пшеницы разными по интенсив-
ности низкими положительными температура-
ми (4 и 8 ºС) приводила к накоплению дегид-
ринов (рис. 1), что свидетельствует о формиро-
вании механизмов низкотемпературной адап-
тации. После длительного экспонирования при 
данных температурах (7 суток) были обнару-
жены белки с молекулярной массой 61, 52,5 и 
47 кДа, при этом наиболее значительным было 
содержание белка с молекулярной массой  
52,5 кДа (рис. 1). 

Однако, несмотря на то, что накопление 
стрессовых белков происходило и при 4 ºС, и 
при 8 ºС, реакция суспензионных культур, за-
каливавшихся при разных температурах, на 
перемещение их в контрольные условия и по-
следующую обработку отрицательной темпе-
ратурой значительно различалась. Так, во вре-
мя обработки культуры при 8 ºС погибали око-
ло 15 % клеток, а на протяжении последующих 
десяти суток экспонирования при температуре 
26 ºС дальнейшей гибели клеток не происходи-
ло (рис. 2, А). В пользу эффективности закали-
вания свидетельствует и тот факт, что после-
дующий холодовой шок (обработка отрица-
тельной температурой, ХШ) не вызывал массо-
вой гибели клеток, и на протяжении всего экс-
перимента доля живых клеток в культуре, под-
вергнутой предварительному закаливанию при 
8 ºС, а затем холодовому шоку, была лишь на 
10–15 % меньше, чем в контроле (см. рис. 2, 
А). По сравнению с контрольной культурой, 
обработка которой отрицательной температу-
рой вызывала гибель 15 % клеток во время 
экспонирования и ещё 45 % после перемеще-
ния культуры в контрольные условия (см. рис. 
2, А), в культуре, закаленной длительной экспо-
зицией при 8 ºС, отчетливо проявились защитные 
механизмы, позволившие клеткам успешно про-
тивостоять жёсткому стрессированию. 
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Рис. 1. Изменение содержания дегидринов в клетках суспензионной культуры озимой пшеницы под 
действием низкой положительной температуры (иммуноблоттинг с антителами против дегидринов). К – 
контрольная культура, выращенная при 26 ºС в течение семи суток; Зак – культура, подвергнутая холодово-
му закаливанию (4 или 8 ºС) в течение семи суток  
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Рис. 2. Влияние низкотемпературной обработки на динамику гибели и процесс конденсации прото-

пласта клеток суспензионной культуры озимой пшеницы. А – динамика гибели клеток; Б – процесс конден-
сации протопласта клеток после стрессовой обработки; В – микрофотографии клеток озимой пшеницы в 
светлом поле: 1 – живые клетки, 2 – клетки с конденсированным протопластом. К – контрольная культура, 
выращенная при 26 ºС в течение семи суток; Зак – культура, подвергнутая холодовому закаливанию (4 или  
8 ºС) в течение 7 суток; ХШ – холодовой шок (-8 ºС, 6 ч). М ± m, n = 3–6 
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В связи с этим можно предположить, что 
метаболическое состояние клеток определяет 
их дальнейшее существование (путь гибели 
или способность к адаптации). Известно, что на 
первых этапах процесс ПКГ является обрати-
мым, поэтому после помещения культуры в 
нормальные условия в течение первых шести 
суток погибают только те клетки, у которых 
развитие ПКГ уже прошло «точку невозврата», 
а те, у которых сформировались механизмы 
адаптации или развитие ПКГ находилось на обра-
тимых начальных стадиях, постепенно возвраща-
ются к нормальной жизнедеятельности [10]. 

В то же время следует отметить постепен-
ный, протяжённый во времени характер гибели 
клеток, вызванной обработкой низкой положи-
тельной и отрицательной температурами. Дан-
ный процесс, как можно видеть из рис. 2, А, 
развивался в течение нескольких суток, и, 
главным образом, не во время жёсткой стрес-
совой обработки, а после неё, что и позволило 
нам предположить активный характер гибели 
клеток суспензионной культуры.  

Таким образом, проявился один из важных 
параметров, характеризующих активную, гене-
тически запрограммированную гибель клеток – 
развитие процесса во времени. Известно, что 
ПКГ у растений является более медленным про-
цессом, чем у животных и развивается в течение 
нескольких часов, но редко занимает период 
больше суток [2; 23]. В наших экспериментах 
процесс гибели клеток занимал ещё больше 
времени – до десяти суток после обработки. 
Скорее всего, это связано с особенностями ис-
пользуемых в работе стрессовых факторов: низ-
кой положительной и отрицательной температур. 

Как свидетельствуют многочисленные пуб-
ликации, ПКГ и у растений, и у животных за-
висит от активности большого числа фермен-
тов, тесно связана с синтезом белка и АТФ [19; 
28]. Однако при работе с отрицательными тем-
пературами или температурами, близкими к 0 
ºС, происходит денатурация значительной час-
ти ферментов в клетке вследствие снижения 
гидрофобного давления, обеспечивающего их 
функциональную активность: в частности, 
происходит распад АТФ-синтазного комплек-
са, обеспечивающего клетки необходимой для 
всех процессов энергией [5]. Следует отметить, 
что при холодовой денатурации у белков на-
блюдается формирование не «расплавленной» 
глобулы, как в случае тепловой денатурации, а 
«вскипание» белка, и восстановление после 
холодовой обработки нарушенных связей в 
пространственной структуре занимает больший 

период времени вследствие более значитель-
ных повреждений в белковой молекуле [7], чем 
и объясняется более медленное протекание 
процесса гибели в наших экспериментах. Од-
нако представляется интересным, что в работе 
В. Koukalová с соавторами [9] была показана 
возможность развития ПКГ при обработке 
культуры клеток табака низкой положительной 
температурой в течение пяти недель, т. е. на 
протяжении ещё более длительного промежут-
ка времени. 

В дальнейшем были изучены некоторые наи-
более важные структурно-морфологические и 
биохимические особенности развития ПКГ в сус-
пензионной культуре клеток озимой пшеницы: 
конденсация протопласта и фрагментация ДНК. 

Сокращение клетки в объёме, конденсация 
протопласта и отставание его от клеточной 
стенки являются одним из часто используемых 
в исследованиях признаков ПКГ [23], посколь-
ку подобные изменения в структуре клетки 
легко наблюдать в световой микроскоп (рис. 2, 
В). В наших экспериментах доля клеток с кон-
денсированным протопластом в суспензионной 
культуре, закаливавшейся при 8 ºС, оставалась 
на уровне контроля, в то время как после обра-
ботки при температуре 4 ºС гибель клеток со-
провождалась увеличением данного параметра 
на 15–18 % (рис. 2, Б). Последующее содержа-
ние при отрицательной температуре приводило 
к усилению конденсации протопласта как в 
контрольной культуре клеток, так и в культуре, 
предварительно закаливавшейся при 4 ºС (см. 
рис. 2, Б), что согласуется с полученными ра-
нее данными по динамике гибели клеток после 
низкотемпературной обработки: наиболее ак-
тивный процесс гибели наблюдался при обоих 
типах обработки (см. рис. 2, А). 

Изучение активности дыхания клеток сус-
пензионной культуры озимой пшеницы пока-
зало, что усиление дыхания, свидетельствую-
щее об интенсивной стрессовой нагрузке, про-
исходило лишь после обработки культуры при 
температуре 4 ºС, а также в результате после-
дующего воздействия отрицательной темпера-
туры (рис. 3). Обработка культуры клеток при 
температуре 8 ºС, как и последующий холодо-
вой шок, не вызывали усиления поглощения 
кислорода клетками (см. рис. 3).  

Полученные результаты говорят о том, что 
для формирования механизмов низкотемпера-
турной адаптации температура 8 ºС являлась 
более эффективной, поскольку последующий 
холодовой шок не вызывал гибели клеток и 
практически не влиял на интенсивность дыха-
ния (см. рис. 2 и 3). 
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Рис. 3. Влияние низкотемпературной обработки на скорость дыхания клеток суспензионной культуры 

озимой пшеницы. Обозначения см. рис. 2. М ± m, n=3–6 

 
  1           2          3             4  

п. н. 

 
 
Рис. 4. Электрофореграмма ДНК, выделенной 

из суспензионной культуры клеток озимой пшени-
цы. 1 – ДНК из контрольной культуры, выращенной 

при 26 ºС в течение 17 суток; 2 – ДНК из контроль-
ной культуры, подвергнутой последующей обра-
ботке отрицательной температурой (-8 ºС, 6 ч) и 
последующей инкубации при 26 ºС в течение 10 
суток; 3 – ДНК из культуры, подвергнутой холодо-
вому закаливанию при 4 ºС в течение 7 суток и по-
следующей инкубации при 26 ºС в течение 10 суток; 
4 – ДНК из закаленной при 4 ºС культуры, подверг-
нутой последующей обработке отрицательной тем-
пературой (-8 ºС, 6 ч) и последующей инкубации 
при 26 ºС в течение 10 суток; М – маркеры молеку-
лярного веса ДНК, п. н 

 
Однако особенно интересным представляет-

ся тот факт, что на протяжении всего процесса 
гибели клеток скорость дыхания клеток суспен-
зионной культуры озимой пшеницы сохраня-
лась на высоком уровне (данные не представле-
ны). Поскольку ПКГ – это энергетически зави-
симый процесс, то дыхание должно сохраняться 
на высоком уровне до последних стадий гибели, 
что и наблюдалось в экспериментах при исполь-
зовании низкой положительной температуры 
4 ºС с последующим холодовым шоком. 

Окончательным доказательством того, что 
процесс гибели клеток в суспензионной куль-
туре озимой пшеницы относится к ПКГ, яви-
лась фрагментация (деградация) ДНК (рис. 4). 
Фрагментация хроматина является одним из 
главных проявлений апоптоза, её основой слу-
жит ферментативное расщепление ДНК внача-
ле на более крупные фрагменты (700, 200–250 
тыс. пар нуклеотидов (п. н.)), затем с каждым 
этапом на все более мелкие (50–70, 30–50 тыс. 
п. н.) [2]. На электрофореграммах в результате 
такого расщепления ДНК образуется так назы-
ваемая «лестница» (см. рис. 4). 
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Заключение 

Таким образом, на основании полученных 
результатов можно заключить, что низкая по-
ложительная температура может являться не 
только необходимым условием для формиро-
вания механизмов низкотемпературной адап-
тации, но и фактором для активации ПКГ в 
суспензионной культуре клеток озимой пше-
ницы. При этом ПКГ в условиях пониженных 
температур является достаточно длительным 
процессом, который сопровождается характер-
ными для данного типа гибели структурно-
морфологическими и биохимическими измене-
ниями. 

Работа выполнена при частичной финансо-
вой поддержке проектов РФФИ (№ 08-04-
01037, №10-04-00921) и молодёжного проекта 
СО РАН. 
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The programmed cell death in suspension cell culture of winter wheat  
Triticum aestivum (L.) under low and subzero temperature 
I. V. Lyubushkina1,2, O. I. Grabelnych1,2, T. P. Pobezhimova1,2, I. V. Fedoseeva1, A. V. Stepanov1,  
A. V. Fedyaeva2, N. S. Pavlovskaya1,2, N. A. Koroleva1, V. K. Voinikov1 
1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk 
2Irkutsk State University, Irkutsk 

Abstract. The possibility of activating programmed cell death in suspension culture of winter wheat with low tem-
peratures (4 и 8 ºС) and temperature subzero (-8 ºС) has been investigated. It has been shown, that treatment with 
the temperature 8 °С promoted to forming of adaptation mechanisms, whereas the temperature 4 ºС led to cell death 
in suspension culture, which has been increased after treatment with the temperature below zero. It has been estab-
lished, that process of death has been accompanied by protoplast condensation, decreasing of respiration activity and 
DNA fragmentation. 

Key words: programmed cell death, suspension cell culture, Triticum aestivum, low temperature, temperature below 
zero, dehydrins, protoplast condensation, respiratory activity, DNA fragmentation. 
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