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Аннотация. Исследовали уровень активных форм кислорода (АФК) в клетках суспензионной культуры ара-
бидопсиса (Arabidopsis thaliana (L.) Heyn), обработанных ингибиторами различных комплексов дыхатель-
ной цепи митохондрий. Показано повышение уровня АФК при ингибировании переноса электронов через 
комплексы III и IV. В то же время подавление активности комплекса I, напротив, приводило к снижению 
уровня АФК. Кроме того, уровень АФК был снижен и в клетках мутантной линии арабидопсиса с нарушен-
ным функционированием комплекса I. Таким образом, дисфункция дыхательного комплекса I в раститель-
ных митохондриях сопровождается существенным снижением уровня АФК, что принципиальным образом 
отличает реакцию растительных клеток от таковой животных клеток. 

Ключевые слова: Arabidopsis thaliana, электрон-транспортная цепь, активные формы кислорода, ротенон, 
дыхательный комплекс I. 

 
Введение 

Активные формы кислорода играют значи-
тельную роль в функционировании клеток: бу-
дучи чрезвычайно высокореакционноспособ-
ными соединениями, они, с одной стороны, 
оказывают повреждающее воздействие на кле-
точные структуры, а с другой – могут высту-
пать в роли физиологических регуляторов важ-
нейших клеточных процессов. Согласно обще-
принятому взгляду, митохондрии являются 
одним из основных источников активных форм 
кислорода в живых клетках [13]. В свою оче-
редь, главным производителем АФК в мито-
хондрии служит электрон-транспортная цепь 
(ЭТЦ). Около 1 % электронов, проходящих че-
рез ЭТЦ, расходуется на образование суперок-
сидного радикала, дисмутирующего в даль-
нейшем в перекись водорода. Основными ис-
точниками образования АФК в дыхательной 
цепи принято считать комплекс I и комплекс III 
[11]. Подавление транспорта электронов при 
воздействии специфических ингибиторов 
обычно приводит к повышению уровня образо-
вания АФК. Данное явление связано с возник-
новением сверхвосстановленного состояния 
определенного участка ЭТЦ, что повышает ве-
роятность «утечки» электронов из дыхательной 

цепи с последующим образованием активных 
форм кислорода [11; 13]. 

Для животных клеток продемонстрировано 
повышение внутриклеточного уровня АФК при 
воздействии ингибиторов каждого из дыха-
тельных комплексов – ротенона (комплекс I), 
антимицина А (комплекс III), цианида калия 
(комплекс IV) [6]. У млекопитающих ингиби-
рование первого комплекса вызывает значи-
тельное повышение уровня АФК, а мутации, 
приводящие к нарушению его функционирова-
ния, приводят к тяжелым патологиям [10]. Ро-
тенон подавляет работу комплекса I и в клет-
ках растений [14]. Показано, что обработка 
суспензионной культуры клеток модельного 
растения арабидопсиса (Arabidopsis thaliana 
(L.) Heyn) ротеноном ведет к изменениям в 
концентрациях клеточных метаболитов, моду-
ляции экспрессии ряда генов и другим биохи-
мическим последствиям. Однако соотношение 
восстановленной и окисленной форм основных 
клеточных антиоксидантов (глутатиона и ас-
корбата) остается неизменным, косвенно сви-
детельствуя об отсутствии в этих клетках же-
сткого окислительного стресса [4]. Следует от-
метить, что комплекс I имеет наиболее 
сложную структуру среди всех дыхательных 
комплексов. На настоящий момент в составе 
NADH-дегидрогеназного комплекса высших 
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растений идентифицировано более чем 40 
субъединиц, среди которых имеются уникаль-
ные для растений; некоторые из них выполня-
ют дополнительные, помимо участия в перено-
се электронов, функции [7]. Кроме того, у рас-
тений в переносе электронов могут участвовать 
альтернативные NAD(P)H-зависимые ротенон-
устойчивые дегидрогеназы [12]. Таким обра-
зом, последствия дисфункции комплекса I у 
животных и растений могут быть различными. 

В настоящей работе мы непосредственно 
определяли внутриклеточный уровень АФК в 
клетках арабидопсиса, обработанных ингиби-
торами трех комплексов дыхательной цепи. 
Кроме того, был определен уровень суперокси-
да в клетках полученной нами ранее мутантной 
линии арабидопсиса с инактивированным ком-
плексом I. В результате нами установлено, что 
подавление активности комплекса I в расти-
тельных клетках приводит не к возрастанию, а 
к снижению уровня АФК.  

Материалы и методы 

Суспензионную культуру клеток арабидоп-
сиса культивировали при 26 °С в темноте на сре-
де MS с добавлением тиамина (1 мг/л), пиридок-
сина (0,5 мг/л), никотиновой кислоты (0,5 мг/л), 
инозитола (100 мг/л), сахарозы (30 г/л), 2,4 ди-
хлорфеноксиуксусной кислоты (0,3 мг/л). Об-
работку ингибиторами проводили, как описано 
ранее [2]. Действующие вещества добавляли 
растворенными в этаноле. В контрольных об-
разцах присутствовал этанол в концентрациях, 
соответствующих его концентрациям в экспе-
риментальных вариантах. Уровень АФК в 
клетках суспензионной культуры арабидопсиса 
оценивали согласно [8] по флуоресценции ди-
хлорофлуоресцеина (длина волны поглощенно-
го света 480 нм, длина волны испускаемого 
света 524 нм) при помощи спектрофлуорофо-
тометра Shimadzu RF 5301 PC (Япония). Оцен-
ку жизнеспособности суспензионной культуры 
производили по поглощению мертвыми клет-
ками красителя Evans Blue [3]. Содержание су-
пероксида оценивали по окрашиванию клеток в 
присутствии нитросинего тетразолия с после-
дующей экстракцией и спектрофотометриче-
ским определением концентрации образующе-
гося формазана [5].  

Результаты и обсуждение 

В начальной серии экспериментов мы оп-
ределили уровень АФК через 2 ч после начала 
обработки суспензии клеток ротеноном, анти-
мицином А и цианидом калия. В качестве по-

ложительного контроля производилась обра-
ботка перекисью водорода. Для демонстрации 
специфичности реакции дихлорофлуоресцеина 
с АФК был использован антиоксидант  
N-ацетилцистеин (сам по себе или в сочетании 
с антимицином А). Как видно из рис. 1, при 
обработке 10 мМ перекисью водорода уровень 
активных форм кислорода возрастал более чем 
в 3 раза. Обработка 10 мкМ антимицином А 
приводила к повышению уровня АФК почти в 
3 раза, обработка 1 мМ цианидом калия – в 6–7 
раз. К нашему удивлению, обработка 20 мкМ 
ротеноном приводила к значительному сниже-
нию уровня АФК по сравнению с уровнем в 
необработанных клетках.  

 

 
 
Рис. 1. Уровень АФК в клетках суспензионной 

культуры арабидопсиса, подвергнутых обработке (2 ч) 
перекисью водорода, ротеноном, антимицином А 
(Ант), цианидом калия и N-ацетилцистеином (NAC)  

 
Определение динамики образования АФК в 

течение 5 ч показало, что снижение уровня ак-
тивных форм кислорода детектируется уже че-
рез час после добавления ротенона и сохраня-
ется на протяжении как минимум пяти часов 
обработки (рис. 2). Поскольку существует ве-
роятность того, что наблюдаемое уменьшение 
содержания АФК связано со снижением жиз-
неспособности клеток в результате воздействия 
ротенона, мы определили жизнеспособность 
клеточной культуры. Как видно из рис. 3, жиз-
неспособность клеток, обработанных ротено-
ном и антимицином, сохранялась на том же 
уровне, что и в клетках, не подвергавшихся 
воздействию этих агентов.  

Обнаруженное снижение уровня АФК при 
сравнительно кратковременном подавлении ак-
тивности комплекса I под воздействием роте-
нона оставляет открытым вопрос, сохраняется 
ли этот эффект при долговременной дисфунк-
ции NADH-дегидрогеназного комплекса. 
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Рис. 2. Динамика изменения уровня АФК в 

клетках суспензионной культуры при обработках 
ротеноном и антимицином А  

 

 
Рис. 3. Жизнеспособность клеток суспензион-

ной культуры арабидопсиса, подвергнутых обра-
ботке ротеноном и антимицином А 

 

Для ответа на этот вопрос мы использовали 
охарактеризованную нами ранее [2] линию 
арабидопсиса с инактивированным геном fro, 
кодирующим Fe-S-содержащую субъединицу 
комплекса I. Независимо эта же линия иссле-
довалась в работе Мейера с соавторами [9], где 
было показано полное отсутствие у этих расте-
ний активности комплекса I. Нами были полу-
чены суспензионные культуры клеток мутант-
ной и контрольной линии. Отмечено, что ско-
рость роста суспензии клеток мутантной линии 
в существенной степени не отличается от ско-
рости роста клеток дикого типа. Однако иссле-
дование внутриклеточного уровня активных 
форм кислорода выявило ощутимые различия 
между линиями. В экспериментах с использо-
ванием супероксид-специфичного красителя 
нитросинего тетразолия показано сниженное 
образование супероксидного радикала мутант-
ными клетками (рис. 4). Таким образом, отсут-
ствие активности комплекса I, вызванное инак-
тивацией гена, кодирующего одну из его субъ-
единиц, приводит к тем же последствиям, что и 
химическое ингибирование активности этого 
дыхательного комплекса.  

 
Рис. 4. Содержание супероксида в клетках сус-

пензионных культур арабидопсиса, полученных из 
растений дикого типа (Col-0) и растений, мутант-
ных по гену fro 

 
Из результатов наших экспериментов сле-

дует, что подавление активности комплекса I в 
клетках растений в результате ингибирования 
или мутации ведет к снижению уровня АФК. 
Данный эффект диаметрально противоположен 
показанному ранее для клеток животных, од-
нако хорошо соотносится с известными дан-
ными об отсутствии окислительного стресса 
при ингибировании комплекса I в клетках рас-
тений [4]. Причины обнаруженных различий 
остаются неясными, однако, по-видимому, ко-
ренятся в функциональных особенностях 
NADH-дегидрогеназного комплекса у расте-
ний. Таким образом, дисфункция дыхательного 
комплекса I в растительных митохондриях со-
провождается существенным снижением уров-
ня АФК, что принципиальным образом отлича-
ет реакцию растительных клеток от таковой 
животных клеток на данный вид дыхательной 
недостаточности. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке Интеграционного междисциплинарного 
проекта СО РАН № 98. 
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Influence of respiratory complex I dysfunctions  
on the reactive oxygen species level in Arabidopsis cells 
E. Yu. Garnik1, V. I. Tarasenko1, V. N. Shmakov1, G. A. Nevinsky2, Yu. M. Konstantinov1  
1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk  
2Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch RAS, Novosibirsk 

Abstract: The reactive oxygen species (ROS) level was studied in the Arabidopsis suspension cell cultures treated 
with inhibitors of different respiratory complexes. The increase of ROS level upon the inhibition of electron transfer 
through complexes III and IV was shown. At the same time, the inhibition of complex I activity led to the decrease 
of ROS level. Moreover, the decreased ROS level was also detected in the cells of mutant Arabidopsis line with im-
paired functioning of complex I. Thus, the complex I dysfunction in plant mitochondria is accompanied with signifi-
cant ROS decrease, which clearly differs plant cells from its animal counterpart. 

Key words: Arabidopsis thaliana, electron transport chain, reactive oxygen species, rotenone, respiratory complex I 
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