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Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ àíèîííûõ êàíàëîâ íà ñîñòîÿíèå ìèòîõîíäðèé

Ìåòîäàìè ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè è ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè èçó÷àëè âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ
àíèîííûõ êàíàëîâ NPPB è DIDS íà ñîñòîÿíèå ìèòîõîíäðèé è ðîñò ïûëüöåâîé òðóáêè òàáàêà. NPPB
(40 ìêÌ) áëîêèðîâàë ðîñò ïûëüöåâûõ òðóáîê áåç èçìåíåíèÿ èõ äèàìåòðà. DIDS (20—80 ìêÌ) âûçûâàë
ðàçáóõàíèå òðóáîê è ðàçðûâ èõ ìåìáðàíû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè DIDS-÷óâñòâèòåëüíûõ àíèîí-
íûõ êàíàëîâ â ïîääåðæàíèè îñìîòè÷åñêîãî áàëàíñà òðóáêè. Ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè DIDS (20 ìêÌ)
íàðóøåíèå îñìîòè÷åñêîãî áàëàíñà íå ñîïðîâîæäàëîñü èçìåíåíèåì ñêîðîñòè ðîñòà òðóáîê. Êàðòèðîâà-
íèå ðàñïðåäåëåíèÿ òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà âäîëü ðàñòóùåé ïûëüöåâîé òðóáêè, ïðîâåäåííîå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êðàñèòåëÿ Di-4-ANEPPS, ïîêàçàëî, ÷òî ïðîäîëüíûé ãðàäèåíò ïîòåíöèàëà ïîääåðæèâàåòñÿ
ïðè ó÷àñòèè àíèîííûõ êàíàëîâ, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê NPPB è íå÷óâñòâèòåëüíûõ ê DIDS. Ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïîòåíöèàëçàâèñèìîãî êðàñèòåëÿ DiOC5(3) è DCFH (÷óâñòâèòåëüíîãî ê ÀÔÊ) óñòàíîâëåíî, ÷òî DIDS (íî
íå NPPB) âûçûâàåò ãèïåðïîëÿðèçàöèþ âíóòðåííåé ìåìáðàíû ìèòîõîíäðèé è âëèÿåò íà ñîäåðæàíèå â
íèõ ÀÔÊ, à òàêæå íà âûõîä ÀÔÊ èç ìèòîõîíäðèé â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Òàêèì îáðàçîì, NPPB è DIDS
ïî-ðàçíîìó âëèÿëè íà ðàñïðåäåëåíèå òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà íà ïëàçìàëåììå ïûëüöåâîé òðóáêè,
åå îñìîòè÷åñêèé áàëàíñ è ïîêàçàòåëè, õàðàêòåðèçóþùèå ðàáîòó ìèòîõîíäðèé. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ðîñò ïûëüöåâîé òðóáêè çàâèñèò îò àêòèâíîñòè àíèîííûõ êàíàëîâ, ðàçëè÷íûõ ïî ëîêà-
ëèçàöèè è ôóíêöèÿì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïûëüöåâàÿ òðóáêà, ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, ìèòîõîíäðèè ïûëüöåâîé òðóáêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, DCFH — 2R, 7R-dichlorodihydroflu-
orescein, DCFH-DA — 2R, 7R-dichlorodihydrofluorescein diacetate, Di-4-ANEPPS — 3-(4-(2-(6-(dibutylami-
no)-2-naphthyl)-trans-ethenyl)pyridinium)propanesulfonate, DIDS — 4, 4R-diisocyanato-stilbene-2, 2R-disulfo-
nic acid, DiOC5(3) — 3, 3R-dipentyloxacarbocyanine iodide, NAO — 10-N-nonyl acridine orange, NPPB —
(5-nitro-2-(3-phenylpropylamino) benzoic acid.

Àíèîííûå êàíàëû â êëåòêàõ ðàñòåíèé, êàê è â êëåòêàõ
æèâîòíûõ, ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ îñìîðåãóëÿöèè, òðàíñ-
ïîðòà è êîìïàðòìåíòàëèçàöèè ìåòàáîëèòîâ, â ïîääåðæà-
íèè ýëåêòðîõèìè÷åñêèõ ãðàäèåíòîâ è òðàíñäóêöèè ñèãíà-
ëîâ. Ýòè êàíàëû îáíàðóæåíû â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ìåì-
áðàíàõ, âêëþ÷àÿ ïëàçìàëåììó, òîíîïëàñò, ìåìáðàíû ÝÏÐ,
ìèòîõîíäðèé, õëîðîïëàñòîâ è äð. (De Angeli et al., 2009).

Â ïðîðàñòàþùåì ïûëüöåâîì çåðíå èîííûå ìåõàíèç-
ìû ðåãóëÿöèè èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü. ßâëåíèÿ, ñâÿçàí-
íûå ñ ôîðìèðîâàíèåì òðàíñìåìáðàííûõ ïîòîêîâ ïðîòî-
íîâ, êàëèÿ è êàëüöèÿ â ðàñòóùåé ïûëüöåâîé òðóáêå, äå-
òàëüíî ðàññìîòðåíû â îáçîðíûõ ðàáîòàõ ïîñëåäíèõ ëåò
(Holdaway-Clarke et al., 2003; Hepler et al., 2006; Michard
et al., 2009). Íàèìåíåå ÿñíûì îñòàåòñÿ âîïðîñ î ðîëè àíè-
îííûõ ïîòîêîâ â ðåãóëÿöèè ðîñòà ïûëüöåâîé òðóáêè. Îò-
ìå÷àåòñÿ, â ÷àñòíîñòè, íåîäíîçíà÷íîñòü èíòåðïðåòàöèè
ðåçóëüòàòîâ ìèêðîýëåêòðîäíûõ èññëåäîâàíèé òðàíñìåìá-
ðàííûõ ïîòîêîâ Cl– ÷åðåç àïèêàëüíóþ ïëàçìàëåììó ïûëü-
öåâîé òðóáêè (Hepler et al., 2006; Sze et al., 2006).

Òðàíñìåìáðàííûé ïåðåíîñ Cl– â ïðîöåññå àêòèâàöèè
ïûëüöåâîãî çåðíà, ïðåäøåñòâóþùåé ïðîðàñòàíèþ, áûë

èçó÷åí áîëåå äåòàëüíî ïîñðåäñòâîì èíãèáèòîðíîãî àíà-
ëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì èîíîñåëåêòèâíûõ ýëåêòðîäîâ
(Ìàòâååâà è äð., 2003) è ôëóîðèìåòðèè (Áðåéãèíà è äð.,
2009à, 2009á). Â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñïåöèôè÷íûé èíãè-
áèòîð àíèîííûõ êàíàëîâ NPPB áëîêèðîâàë ïðîðàñòàíèå
ïûëüöåâûõ çåðåí è îäíîâðåìåííî ïîäàâëÿë âûõîä èç íèõ
àíèîíîâ, â ÷àñòíîñòè Cl–. Äðóãîé èíãèáèòîð àíèîííîãî
òðàíñïîðòà DIDS òàêæå ïîäàâëÿë ïðîðàñòàíèå, íî áåç
ñíèæåíèÿ ñêîðîñòè âûõîäà Cl– èç ïûëüöåâûõ çåðåí. Ýòî
ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íåêîòîðûå ýôôåêòû DIDS
ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû åãî âçàèìîäåéñòâèåì ñ âíóòðè-
êëåòî÷íûìè àíèîííûìè êàíàëàìè. Îäíàêî äàííûå îá
èçó÷åíèè ýòèõ êàíàëîâ â ïûëüöåâîì çåðíå èëè òðóáêå â
äîñòóïíîé ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóþò. Â òî æå âðåìÿ
DIDS-÷óâñòâèòåëüíûå àíèîííûå êàíàëû îáíàðóæåíû âî
âíóòðåííåé è íàðóæíîé ìåìáðàíàõ ìèòîõîíäðèé æèâîò-
íûõ êëåòîê è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ðàñòåíèé (Godbole
et al., 2003; O’Rourke, 2007; Kusano et al., 2009).

Ðàíåå áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
NPPB- è DIDS-÷óâñòâèòåëüíûå àíèîííûå êàíàëû â ïûëü-
öåâîé òðóáêå êîíòðîëèðóþò òðàíñìåìáðàííûå ïîòîêè Cl–
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è ÷òî èõ îñíîâíîé ôóíêöèåé ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿöèÿ îñìîòè-
÷åñêîãî áàëàíñà (Zonia et al., 2002). Ðåçóëüòàòû íåäàâíèõ
ðàáîò âûÿâèëè íîâûå âàæíûå ôóíêöèè NPPB-÷óâñòâè-
òåëüíûõ êàíàëîâ â ïûëüöåâîé òðóáêå. Îáíàðóæåíî, ÷òî
èõ áëîêèðîâàíèå íàðóøàåò îðãàíèçàöèþ äâèæåíèÿ îðãà-
íåëë è èõ êîìïàðòìåíòàëèçàöèþ (Áðåéãèíà è äð., 2009à),
êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ïîëÿðíîãî ðîñ-
òà (Cheung, Wu, 2008). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî îò àêòèâíîñòè
ýòèõ êàíàëîâ çàâèñèò òðàíñìåìáðàííûé ïîòåíöèàë íà
ïëàçìàëåììå ïûëüöåâîãî çåðíà è òðóáêè (Áðåéãèíà è äð.,
2009à, 2009á). Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà ìíîæåñòâåí-
íîñòü ôóíêöèé àíèîííûõ êàíàëîâ â ïðîðàñòàþùåé ïûëü-
öå, íî â òî æå âðåìÿ âîçíèêàåò âîïðîñ î ëîêàëèçàöèè áåë-
êîâ-ìèøåíåé äëÿ èíãèáèòîðîâ ýòèõ êàíàëîâ: âõîäÿò ëè â
èõ ÷èñëî áåëêè ïëàçìàëåììû è (èëè) âíóòðèêëåòî÷íûõ
îðãàíåëë? Âûñîêàÿ ñêîðîñòü ðîñòà ïûëüöåâîé òðóáêè è,
ñëåäîâàòåëüíî, áîëüøàÿ ïîòðåáíîñòü ýòîãî ïðîöåññà â
ýíåðãèè ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü ó÷àñòèå êàíàëîâ ìèòî-
õîíäðèé â ýòîì ïðîöåññå.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè âêëàä NPPB- è DIDS-
÷óâñòâèòåëüíûõ àíèîííûõ êàíàëîâ â ðåãóëÿöèþ ðîñòà
ïûëüöåâîé òðóáêè è ñîñòîÿíèÿ ìèòîõîíäðèé, èñïîëüçóÿ
ôëóîðåñöåíòíóþ ìèêðîñêîïèþ è ïðîòî÷íóþ öèòîìåò-
ðèþ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì à ò å ð è à ë è ï î ä ã î ò î â ê à ï ð î á. Îáúåêòàìè ñëó-
æèëè ðàñòåíèÿ òàáàêà Nicotiana tabacum L. ñîðòà Petit Ha-
vana SR1, âûðàùåííûå èç ñåìÿí â êëèìàòè÷åñêîé êàìåðå
(25 °Ñ, 16-÷àñîâîé ñâåòîâîé äåíü). Ïûëüíèêè èçâëåêàëè
èç öâåòêîâ íàêàíóíå èõ ðàñêðûâàíèÿ è ïîìåùàëè â òåðìî-
ñòàò (25 °Ñ) íà 3 ñóò. Ïûëüöó èç ðàñêðûâøèõñÿ ïûëüíè-
êîâ ñîáèðàëè â ïðîáèðêè è õðàíèëè ïðè –20 °Ñ. Ïîñëå
ðàçìîðàæèâàíèÿ ïûëüöåâûå çåðíà îòìûâàëè ãåêñàíîì îò
òðèôèíû è âûñóøèâàëè íà âîçäóõå. Íàâåñêè ñóõîé ïûëü-
öû èíêóáèðîâàëè âî âëàæíîé êàìåðå ïðè 25 °Ñ (2 ÷), ïî-
ñëå ÷åãî èõ èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóð ïûëüöå-
âûõ çåðåí.

Ïûëüöó ïðîðàùèâàëè â ñòàíäàðòíîé ñðåäå â ÷àøêàõ
Ïåòðè äèàìåòðîì 10 ñì èëè ïëàñòèêîâûõ ïëàøêàõ ñ äèà-
ìåòðîì ÿ÷åéêè 16 ìì. Èíãèáèòîðû àíèîííûõ êàíàëîâ
DIDS è NPPB äîáàâëÿëè â ñóñïåíçèþ ïûëüöû ÷åðåç
75 ìèí èíêóáàöèè. Âðåìÿ âîçäåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ íà
ïûëüöåâûå òðóáêè ñîñòàâëÿëî 10 ìèí, êîíå÷íàÿ êîíöåíò-
ðàöèÿ NPPB 40 ìêÌ, DIDS — 10—80 ìêÌ.

Ñ ð å ä í þ þ ñ ê î ð î ñ ò ü ð î ñ ò à ò ð ó á î ê îïðåäåëÿ-
ëè ïî èçìåíåíèþ ñðåäíåé äëèíû òðóáêè â ïðåïàðàòàõ,
ôèêñèðîâàííûõ ÷åðåç 70 è 85 ìèí èíêóáàöèè. Êëåòêè
ôèêñèðîâàëè 1%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì â 50 ìÌ íàò-
ðèé-ôîñôàòíîì áóôåðå, ðÍ 7.4.

Ì è ò î õ î í ä ð è è âûäåëÿëè (Hajek et al., 2004) èç ïû-
ëüöû, êîòîðàÿ ïðîðàñòàëà â ñòàíäàðòíîé ñðåäå â òå÷åíèå
2.5 ÷. Åå ñîáèðàëè íà íåéëîíîâîì ôèëüòðå ñ äèàìåòðîì
ïîð 40 ìêì, ïðîìûâàëè áóôåðîì äëÿ ïðîìûâêè è ïåðåíî-
ñèëè â áóôåð äëÿ âûäåëåíèÿ. Ïûëüöó ðàçðóøàëè ñ ïîìî-
ùüþ ãîìîãåíèçàòîðà Diax 900 (Heidolph, Ãåðìàíèÿ) ïðè
17 000 îá/ìèí â òå÷åíèå 45 ñ. Î÷èñòêà ìèòîõîíäðèé
âêëþ÷àëà â ñåáÿ îñàæäåíèå êðóïíûõ êëåòî÷íûõ ôðàãìåí-
òîâ ïîñðåäñòâîì äâóõñòóïåí÷àòîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
(1500 g, 5 ìèí, çàòåì 6000 g, 10 ìèí), îñàæäåíèå ìèòîõîíä-
ðèé öåíòðèôóãèðîâàíèåì (12 000 g, 10 ìèí), ïåðåâîä èõ â
íîâóþ ïîðöèþ áóôåðà è ôðàêöèîíèðîâàíèå ïîëó÷åííîé
ñóñïåíçèè â ãðàäèåíòå ïåðêîëëà (40 % — íèæíèé ñëîé,

23 % — âåðõíèé) ïðè 12 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí. Ìèòî-
õîíäðèàëüíàÿ ôðàêöèÿ îáðàçîâûâàëà ïîëîñêó â âåðõíåì
ñëîå ïåðêîëëà. Åå îòìûâàëè áóôåðîì äëÿ ïðîìûâêè íà
ìåìáðàííîì ôèëüòðå ñ äèàìåòðîì ïîð 0.22 ìêì, õðàíèëè
è îêðàøèâàëè â òîì æå áóôåðå ïðè 4 °Ñ. Êîíöåíòðàöèÿ
ìèòîõîíäðèàëüíîãî áåëêà, îïðåäåëåííîãî ïî Ëîóðè, â èñ-
ñëåäóåìûõ ïðîáàõ ñîñòàâëÿëà 114 ìêã/ìë.

Ð å à ê ò è â û. Èñïîëüçîâàëè 4, 4R-diisocyanato-stilbe-
ne-2, 2R-disulfonic acid (DIDS); 5-nitro-2-(3-phenylpropyla-
mino)benzoic acid (NPPB); 2R,7R-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (DCFH-DA); carbonyl cyanide m-chlorophenylhyd-
razone (ÑÑÑÐ); phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF);
ñìåñü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (Protease Inhibitor Cocktail, Sig-
ma, ÑØÀ); 3-(4-(2-(6-(dibutylamino)-2-naphthyl)-transethenyl)
pyridinium)propanesulfonate (Di-4-ANEPPS); 3, 3R-dipentylo-
xacarbocyanine iodide (DiÎC5(3)); 10-N-nonyl acridine orange
(NAO) îò ôèðìû Molecular probes (Íèäåðëàíäû).

Ñ ò à í ä à ð ò í à ÿ ï è ò à ò å ë ü í à ÿ ñ ð å ä à ñîäåðæàëà
0.3 Ì ñàõàðîçó, 1.6 ìÌ H3BO3, 3 ìÌ Ca(NO3)2, 0.8 ìÌ
MgSO4 è 1 ìÌ KNO3 â 25 ìÌ áóôåðå MES-Tris, pH 5.9.
Áóôåðíûé ðàñòâîð äëÿ âûäåëåíèÿ ìèòîõîíäðèé (Hajek
et al., 2004) âêëþ÷àë â ñåáÿ 0.3 Ì ìàííèò, 2 ìÌ ÝÃÒÀ,
2 ìÌ MgCl2, 4 ìÌ öèñòåèí, 0.4 ìÌ PMSF è 1 ìêë/ìë
ñìåñè èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç, ðàñòâîðåííûå â 25 ìÌ áó-
ôåðå HEPES, ðÍ 7.5. Áóôåðíûé ðàñòâîð äëÿ ïðîìûâ-
êè ìèòîõîíäðèé (ðÍ 7.2) íå ñîäåðæàë öèñòåèíà è èíãèáè-
òîðîâ.

Î ê ð à ø è â à í è å ï û ë ü ö å â û õ ò ð ó á î ê è è ç î ë è-
ð î â à í í û õ ì è ò î õ î í ä ð è é. Ðàñïðåäåëåíèå òðàíñìåì-
áðàííîãî ïîòåíöèàëà íà ïëàçìàëåììå ïûëüöåâûõ òðóáîê
âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïîòåíöèàëçàâèñèìîãî êðàñèòåëÿ
Di-4-ANEPPS (Loew, 1996). Ïûëüöåâûå òðóáêè îêðàøèâà-
ëè â êàïëå íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå, ñìåøèâàÿ ñóñïåíçèþ
ïðîðîñøèõ ïûëüöåâûõ çåðåí ñ ðàñòâîðîì êðàñèòåëÿ
(10 ìêÌ) â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 è íåìåäëåííî ìèêðîñêî-
ïèðîâàëè. Ìèòîõîíäðèè â ñîñòàâå ïûëüöåâûõ òðóáîê
îêðàøèâàëè ïîòåíöèàëçàâèñèìûì êàòèîííûì êðàñèòåëåì
DiÎC5(3) (Plasek, Sigler, 1996) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
1 ìêÌ. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü îêðàøèâàíèÿ ñîñòàâëÿëà
5 ìèí ïðè 25 °Ñ. Èçîëèðîâàííûå ìèòîõîíäðèè îêðàøèâà-
ëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 4 °Ñ. Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàëè
ìèòîõîíäðèàëüíûé ïîòåíöèàëíåçàâèñèìûé êðàñèòåëü
NAO (Mileykovskaya et al., 2001) è ÀÔÊ-÷óâñòâèòåëüíûé
êðàñèòåëü DCFH-DA (Halliwell, Whiteman, 2006). Âðåìÿ
îêðàøèâàíèÿ â NAO (1 ìêÌ) ñîñòàâëÿëî 10 ìèí, â
DCFH-DA (10 ìêÌ) — 60 ìèí.

Ðàçîáùèòåëü äûõàòåëüíîé öåïè ÑÑÑÐ (20 ìêÌ) è èí-
ãèáèòîð àíèîííûõ êàíàëîâ NPPB (40 ìêÌ) èëè DIDS (80
ìêÌ) äîáàâëÿëè â ñóñïåíçèþ ìèòîõîíäðèé çà 5 ìèí äî
íà÷àëà îêðàøèâàíèÿ.

À Ô Ê, â û ä å ë ÿ å ì û å ì è ò î õ î í ä ð è ÿ ì è â îêðó-
æàþùèé ðàñòâîð, ðåãèñòðèðîâàëè ïî èçìåíåíèþ ôëóî-
ðåñöåíöèè ÷óâñòâèòåëüíîãî ê îêèñëåíèþ êðàñèòåëÿ
DCFH (äåàöåòèëèðîâàííîãî DCFH-DA) (Cathcart et al.,
1983; Ñìèðíîâà è äð., 2009).

Àíàëèç ôëóîðåñöåíöèè èçîëèðîâàííûõ ìèòîõîíäðèé,
îêðàøåííûõ NAO, DiÎC5(3) èëè DCFH-DA, ïðîâîäèëè
íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå FACSCalibur (Becton Dickinson,
ÑØÀ) ñ àðãîíîâûì ëàçåðîì (488 íì). Â êàæäîé ïðîáå
ïðîñ÷èòûâàëè 10 000 ñîáûòèé, ïîïàâøèõ â âûäåëåííûé
ðåãèîí. Ôëóîðåñöåíöèþ ñ÷èòûâàëè â êàíàëå F-1 (530 ±
� 15 íì). Îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû FlowJo (Treestar Inc., ÑØÀ).

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ è ê î ì ï ü þ ò å ð í û é à í à ë è ç
è ç î á ð à æ å í è ÿ. Èññëåäîâàòåëüñêèé ìèêðîñêîï Axioplan
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2 imaging MOT (Zeiss, Ãåðìàíèÿ) áûë îñíàùåí öèôðîâîé
êàìåðîé AxioCam HRc (Zeiss). Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäà-
ëè ðòóòíîé ëàìïîé. Äëÿ àíàëèçà ôëóîðåñöåíöèè èñïîëü-
çîâàëè ñëåäóþùèå áëîêè ôèëüòðîâ (Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ
DiÎC5(3) : âîçáóæäåíèå â äèàïàçîíå 475—495 íì è ðåãè-
ñòðàöèÿ ïðè 515—565 íì; äëÿ Di-4-ANEPPS: âîçáóæäåíèå
ïðè 475—495 íì (ñèíÿÿ îáëàñòü) èëè 540—552 íì (çåëå-
íàÿ îáëàñòü), à ðåãèñòðàöèÿ ïðè äëèíàõ âîëí, ïðåâûøàþ-
ùèõ 590 íì; àóòîôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè ïðè 359—
371 íì, à ðåãèñòðèðîâàëè ïðè äëèíàõ âîëí, ïðåâûøàþ-
ùèõ 397 íì. Ïðåïàðàòû ôîòîãðàôèðîâàëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñêîðîñòíîé àâòîìàòè÷åñêîé çàñëîíêè. Ïîëó÷åíèå è
àíàëèç èçîáðàæåíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðî-
ãðàìì AxioVision 4.7 (Zeiss).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Äîñòîâåðíîñòü
ðàçëè÷èé îïðåäåëÿëè ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà ïðè óðîâíå
çíà÷èìîñòè 0.05 èëè 0.01. Íà ðèñóíêàõ è â òàáëèöå ïðèâå-
äåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè àíèîííûõ êàíàëîâ â ðàáî-
òå èñïîëüçîâàëè äâà èíãèáèòîðà — NPPB è DIDS. Íà
îñíîâàíèè ðàíåå ïîëó÷åííûõ äàííûõ (Ìàòâååâà è äð.,
2003; Áðåéãèíà è äð., 2009à) NPPB áûë âçÿò â êîíöåíòðà-
öèè 40 ìêÌ, ïðè êîòîðîé áëîêèðóåòñÿ ïðîðàñòàíèå ïûëü-
öåâûõ çåðåí è íàðóøàåòñÿ êîìïàðòìåíòàëèçàöèÿ îðãà-
íåëë â ïûëüöåâîé òðóáêå. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî NPPB
ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿë ðîñò ïûëüöåâûõ òðóáîê áåç èçìåíå-
íèé èõ äèàìåòðà (ñì. òàáëèöó).

Äðóãîé èíãèáèòîð — DIDS, íàïðîòèâ, âûçûâàë óâå-
ëè÷åíèå äèàìåòðà òðóáîê â ñóáàïèêàëüíîé îáëàñòè (ñì.

òàáëèöó) è ðàçðûâû èõ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (ðèñ. 1,
2), ïðè÷åì ÷èñëî ëîïíóâøèõ òðóáîê ëèíåéíî âîçðàñòàëî
ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè DIDS (ðèñ. 1). Ïîýòîìó â
äàëüíåéøåì ïðè ðàáîòå ñ òðóáêàìè ìû èñïîëüçîâàëè
DIDS â êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ, ïðè êîòîðîé íàáëþäàëîñü
îñìîòè÷åñêîå äåéñòâèå (óâåëè÷åíèå äèàìåòðà òðóáêè), íî
äîëÿ ëîïíóâøèõ òðóáîê áûëà ñðàâíèòåëüíî íåâåëèêà.
DIDS â ýòîé êîíöåíòðàöèè íå áëîêèðîâàë ðîñò òðóáîê
(ñì. òàáëèöó).

Âîïðîñ î òîì, ïðîíèêàþò ëè óêàçàííûå èíãèáèòîðû
â öèòîïëàçìó ïûëüöåâîé òðóáêè èëè îíè ìîãóò âçàèìî-
äåéñòâîâàòü òîëüêî ñ ïëàçìàëåììîé, ñ îïðåäåëåííîñòüþ
ìîæåò áûòü ðåøåí äëÿ DIDS (ðèñ. 2), ïîñêîëüêó îí ôëóî-
ðåñöèðóåò ïðè âîçáóæäåíèè â ÓÔ-ñâåòå. Â ïðèñóòñòâèè
DIDS öèòîïëàçìà òðóáêè íà÷èíàëà èíòåíñèâíî ôëóîðåñ-
öèðîâàòü (ðèñ. 2, â), ÷òî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î âíóòðè-
êëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè ýòîãî èíãèáèòîðà. Â òåõ ñëó-
÷àÿõ, êîãäà ñîäåðæèìîå òðóáêè âûòåêàëî ÷åðåç ìåñòî
ðàçðûâà, áûëî âèäíî, ÷òî DIDS ñâÿçàí ñ îðãàíåëëàìè
(ðèñ. 2, ã).

Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ àíèîííûõ êàíàëîâ íà òðàíñ-
ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë íà ïëàçìàëåììå èçó÷àëè ñ ïî-
ìîùüþ ïîòåíöèàëçàâèñèìîãî êðàñèòåëÿ Di-4-ANEPPS.
Èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ, ñâÿ-
çàâøåãîñÿ ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé, ïî äëèíå ïûëü-
öåâîé òðóáêè íà ðàññòîÿíèè 3—35 ìêì îò êîí÷èêà. Ïðè
ýòîì ðåãèñòðèðîâàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, âîç-
áóæäàåìîé â ñèíåé (Fb) è çåëåíîé (Fg) îáëàñòÿõ ñïåêòðà,
è ðàññ÷èòûâàëè îòíîøåíèå âåëè÷èí Fb/Fg (Montana et al.,
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íà ñêîðîñòü ðîñòà ïûëüöåâûõ òðóáîê
è èõ äèàìåòð â ñóáàïèêàëüíîé ÷àñòè

Âàðèàíò îïûòà
Ñêîðîñòü ðîñòà
òðóáêè, ìêì/÷

Äèàìåòð òðóáêè,
ìêì

Êîíòðîëü 83 ± 11 7.9 ± 0.2

NPPB, 40 ìêÌ 1 ± 2 7.5 ± 0.1

DIDS, 20 ìêÌ 65 ± 6 9.5 ± 0.2

Ðèñ. 1. Êîíöåíòðàöèîííàÿ çàâèñèìîñòü âëèÿíèÿ èíãèáèòîðà
àíèîííûõ êàíàëîâ DIDS íà îñìîòè÷åñêèé áàëàíñ â ïûëüöåâûõ

òðóáêàõ.

Ðèñ. 2. Ôëóîðåñöåíöèÿ DIDS â öèòîïëàçìå ïûëüöåâîé òðóáêè.

à — àóòîôëóîðåñöåíöèÿ ïûëüöåâîãî çåðíà ñ òðóáêîé â êîíòðîëüíîì ïðå-
ïàðàòå â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðà; á — òîò æå îáúåêò â ñâåòëîì ïîëå; â —
òðóáêà, êîòîðóþ èíêóáèðîâàëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé DIDS, à çàòåì îòìû-
ëè îò èíãèáèòîðà; ã — òà æå òðóáêà, ñíÿòàÿ ÷åðåç 5 ìèí, êîãäà â åå àïè-
êàëüíîé ÷àñòè îáðàçîâàëñÿ ðàçðûâ, ÷åðåç êîòîðûé âûøëè îðãàíåëëû,
ñâÿçàâøèå DIDS. Âñå êàäðû ôëóîðåñöåíöèè ñíÿòû ïðè îäíîé âûäåðæêå.

Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 5 ìêì.



1989). Êàê áûëî îòìå÷åíî íàìè ðàíåå (Áðåéãèíà è äð.
2009à), â èíòåðâàëå ðàññòîÿíèé 3—20 ìêì ïðîèñõîäèò
ñíèæåíèå ýòîé âåëè÷èíû ïî ìåðå óäàëåíèÿ îò êîí÷èêà ñ
ïîñëåäóþùèì âûõîäîì íà ïëàòî (ðèñ. 3), ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè ãðàäèåíòà ìåìáðàííîãî ïîòåíöè-
àëà âäîëü òðóáêè. Ýòîò ãðàäèåíò íå èçìåíÿëñÿ â ïðèñóòñò-
âèè èíãèáèòîðà DIDS, íî åãî ïîëíîñòüþ ñíèìàë NPPB
(ðèñ. 3). Ìîæíî áûëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íà ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå èìåþòñÿ NPPB-÷óâñòâèòåëüíûå àíèîííûå

êàíàëû, êîíòðîëèðóþùèå ðàñïðåäåëåíèå ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà. Âìåñòå ñ òåì íåëüçÿ áûëî èñêëþ÷èòü, ÷òî íà-
áëþäàåìûé ýôôåêò îáóñëîâëåí íàðóøåíèÿìè ôóíêöèé
ìèòîõîíäðèé âñëåäñòâèå áëîêèðîâàíèÿ â íèõ àíèîííûõ
êàíàëîâ.

Ïîñêîëüêó âîïðîñ î íàëè÷èè âíóòðèêëåòî÷íûõ àíè-
îííûõ êàíàëîâ â ïûëüöåâîì çåðíå è òðóáêå ðàíåå íå èçó-
÷àëñÿ, íåîáõîäèìî áûëî óñòàíîâèòü, ñïîñîáíû ëè èçîëè-
ðîâàííûå ìèòîõîíäðèè ðåàãèðîâàòü íà NPPB è DIDS. Ñ
ýòîé öåëüþ èçó÷àëè ñïîñîáíîñòü ìèòîõîíäðèé âêëþ÷àòü
ïîòåíöèàëçàâèñèìûé êàòèîííûé êðàñèòåëü DiÎC5(3), èñ-
ïîëüçóÿ ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Àíàëèçèðóåìóþ
ïîïóëÿöèþ ÷àñòèö âûäåëÿëè, ïîëüçóÿñü ïîêàçàòåëÿìè ìà-
ëîóãëîâîãî è áîêîâîãî ðàññåÿíèÿ (ðèñ. 4, à). Cåëåêòèâ-
íîå îêðàøèâàíèå ýòèõ ÷àñòèö ñ ïîìîùüþ NAO (ðèñ. 4, á),
êîòîðûé ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåòñÿ ñ êàðäèîëèïèíîì ìè-
òîõîíäðèàëüíûõ ìåìáðàí (Mileykovskaya et al., 2001),
ïîäòâåðæäàåò, ÷òî ÷àñòèöû, ïîïàâøèå â âûáðàííûé äëÿ
èçìåðåíèÿ ðåãèîí, ÿâëÿþòñÿ ìèòîõîíäðèÿìè. Ôóíêöèî-
íàëüíóþ àêòèâíîñòü ìèòîõîíäðèé êîíòðîëèðîâàëè ïî èõ
ñïîñîáíîñòè ê äåïîëÿðèçàöèè â îòâåò íà äåéñòâèå ðàçîá-
ùèòåëÿ ýëåêòðîí-òðàíñïîðòíîé öåïè ÑÑÑÐ (20 ìêÌ)
(ðèñ. 4, â).

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè îêðàøåííûõ DiOC5(3)
ìèòîõîíäðèé è, ñëåäîâàòåëüíî, ïîòåíöèàë íà âíóòðåííåé
ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíå íå èçìåíÿëñÿ â ïðèñóòñòâèè
NPPB, â òî âðåìÿ êàê DIDS âûçûâàë åå ãèïåðïîëÿðè-
çàöèþ (ðèñ. 5). Ýòè äàííûå âûÿâëÿþò ïðèñóòñòâèå
DIDS-÷óâñòâèòåëüíûõ àíèîííûõ êàíàëîâ â ìèòîõîíäðè-
àëüíûõ ìåìáðàíàõ. Â òî æå âðåìÿ, ïîñêîëüêó ìèòîõîíä-
ðèè íå ðåàãèðîâàëè íà NPPB, ìîæíî èñêëþ÷èòü ó÷àñòèå
àíèîííûõ êàíàëîâ ìèòîõîíäðèé â ðåàëèçàöèè ýôôåêòà
NPPB íà ïðîäîëüíûé ãðàäèåíò ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
â ïûëüöåâîé òðóáêå (ðèñ. 3).

Ôóíêöèîíèðîâàíèå ìèòîõîíäðèé ñîïðîâîæäàåòñÿ
èäóùèìè â íèõ ïðîöåññàìè îáðàçîâàíèÿ è ëèêâèäàöèè
ÀÔÊ, êîòîðûå ìîãóò ïîñòóïàòü â öèòîïëàçìó (Rhoads
et al., 2006). Ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî ÀÔÊ-çà-
âèñèìîãî êðàñèòåëÿ DCFH-DA áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîä
äåéñòâèåì DIDS ñíèæàåòñÿ ñîäåðæàíèå ÀÔÊ â èçîëèðî-
âàííûõ ìèòîõîíäðèÿõ (ðèñ. 6, à). Âìåñòå ñ òåì óñèëèâàåò-
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ àíèîííîãî òðàíñïîðòà NPPB
(40 ìêÌ) è DIDS (20 ìêÌ) íà ïðîäîëüíûé ãðàäèåíò òðàíñìåì-

áðàííîãî ïîòåíöèàëà â ïûëüöåâîé òðóáêå.

Ãðàäèåíò ïîòåíöèàëà îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ
Di-4-ANEPPS. Ðàññ÷èòûâàëè îòíîøåíèå Fb/Fg, ãäå Fb è Fg — âåëè÷èíû
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïëàçìàëåììû îêðàøåííîé òðóáêè ïðè
âîçáóæäåíèè â ñèíåé è çåëåíîé îáëàñòÿõ ñïåêòðà ñîîòâåòñòâåííî. 1 —
êîíòðîëü, 2 — DIDS, 3 — NPPB. Ïðèâåäåíû êðèâûå, óñðåäíåííûå ïî
5—7 áèîëîãè÷åñêèì ïîâòîðíîñòÿì; ñòàíäàðòíûå îøèáêè äëÿ îòäåëüíûõ

òî÷åê êðèâîé íå ïðåâûøàëè 6 %.

Ðèñ. 4. Ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ìèòîõîíäðèé, îêðàøåííûõ ñïåöèôè÷åñêèìè ìèòîõîíäðèàëüíûì êðàñèòåëåì NAO (á) è
ïîòåíöèàëçàâèñèìûì êðàñèòåëåì DiOC5(3) (â).

à — äèàãðàììà, ñâÿçûâàþùàÿ ìàëîóãëîâîå è áîêîâîå ðàññåÿíèå, âûäåëåíà èçìåðÿåìàÿ îáëàñòü; á — ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
(ÈÔ) íåîêðàøåííûõ ìèòîõîíäðèé (1), ìèòîõîíäðèé, îêðàøåííûõ NAO (2), è ðàñòâîðà êðàñèòåëÿ (3, äàíî äëÿ ñðàâíåíèÿ); â — ÈÔ DiOC5(3) â êîíòðîëå
(1) è ñäâèã ÈÔ (äåïîëÿðèçàöèÿ) â îòâåò íà äîáàâëåíèå ðàçîáùèòåëÿ äûõàòåëüíîé öåïè CCCP (2). Ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû îäíîãî õàðàêòåðíîãî íàáëþ-

äåíèÿ.



ñÿ ïðîöåññ âûäåëåíèÿ ìèòîõîíäðèÿìè ÀÔÊ â îêðóæàþ-
ùóþ ñðåäó (ðèñ. 6, á). Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò íàëè÷èå
â ìèòîõîíäðèÿõ DIDS-÷óâñòâèòåëüíûõ àíèîííûõ êàíà-
ëîâ, êîòîðûå èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ðàáîòû
ìèòîõîíäðèé.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå â ïëàç-
ìàëåììå ðàñòóùåé ïûëüöåâîé òðóáêè NPPB-÷óâñòâè-
òåëüíûõ àíèîííûõ êàíàëîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ïîòåíöè-
àë íà ýòîé ìåìáðàíå, à â ìåìáðàíàõ ìèòîõîíäðèé —
DIDS-÷óâñòâèòåëüíûõ àíèîííûõ êàíàëîâ, êîòîðûå âëèÿ-
þò íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ýòèõ îðãàíåëë. Â ñâÿçè ñ ýòèì
âîçíèêàåò âîïðîñ: â êàêîé ìåðå çàâèñèò ñîñòîÿíèå ìèòî-
õîíäðèé â ïûëüöåâîé òðóáêå îò àêòèâíîñòè àíèîííûõ êà-
íàëîâ ïëàçìàëåììû? Àíàëèç ïûëüöåâûõ òðóáîê, îêðà-
øåííûõ DiÎC5(3), ïîêàçàë, ÷òî ñâÿçûâàíèå ìèòîõîíäðèÿ-
ìè êðàñèòåëÿ è èõ ðàñïðåäåëåíèå â òðóáêå â ïðèñóòñòâèè
DIDS íà êà÷åñòâåííîì óðîâíå íå èçìåíèëèñü (ðèñ. 7) —

ìèòîõîíäðèè îáíàðóæèâàëèñü êàê ÿðêî îêðàøåííûå ÷àñ-
òèöû. NPPB ñóùåñòâåííî èçìåíÿë êàðòèíó: ñîäåðæèìîå
òðóáîê âûãëÿäåëî êàê ÿðêî îêðàøåííûé ãîìîãåííûé ìà-
òåðèàë.

Îáñóæäåíèå

Èíãèáèòîðû àíèîííûõ êàíàëîâ NPPB è DIDS, øèðî-
êî èñïîëüçóåìûå â èññëåäîâàíèÿõ êëåòîê æèâîòíûõ è
ðàñòåíèé (Jentsch et al., 2002; Roberts, 2006), ýôôåêòèâíî
áëîêèðóþò ïðîðàñòàíèå ïûëüöû (Ìàòâååâà è äð., 2003).
Ïî íåêîòîðûì äàííûì, îáà èíãèáèòîðà íàðóøàþò îñìî-
òè÷åñêèé áàëàíñ â ïûëüöåâûõ òðóáêàõ è ïîäàâëÿþò èõ
ðîñò (Zonia et al., 2002). Íàøè äàííûå ïîäòâåðæäàþò
îñìîòè÷åñêèé ýôôåêò DIDS â ïûëüöåâûõ òðóáêàõ, îäíàêî
ìû íå îáíàðóæèëè ñíèæåíèÿ ñêîðîñòè èõ ðîñòà ïðè äåé-
ñòâèè DIDS â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ, à NPPB ïîëíîñòüþ
áëîêèðîâàë ðîñò ïûëüöåâûõ òðóáîê, íå âëèÿÿ ïðè ýòîì íà
îñìîòè÷åñêèé áàëàíñ (ñì. òàáëèöó). Âîçìîæíî, ðàçëè÷èÿ
â íàáëþäàåìûõ ýôôåêòàõ îáóñëîâëåíû òåì, ÷òî â íàøèõ
îïûòàõ âðåìÿ ðîñòà òðóáîê è âðåìÿ âîçäåéñòâèÿ íà íèõ
èíãèáèòîðîâ áûëè ñóùåñòâåííî êîðî÷å (75 ìèí áåç èíãè-
áèòîðà è 10 ìèí ñ èíãèáèòîðîì ïðîòèâ 3 è 1 ÷ â ýêñïå-
ðèìåíòàõ óêàçàííûõ âûøå àâòîðîâ). Íàøè äàííûå ïîç-
âîëÿþò ïðåäïîëîæèòü ñóùåñòâîâàíèå â ïûëüöåâîé òðóá-
êå àíèîííûõ êàíàëîâ, ðàçëè÷íûõ ïî ëîêàëèçàöèè è
ôóíêöèÿì.

Ýòî ïðåäïîëîæåíèå áûëî ïîäòâåðæäåíî ïðè èçó÷å-
íèè ïîòåíöèàëà íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå è íà âíóò-
ðåííåé ìåìáðàíå ìèòîõîíäðèé. Áëîêèðîâàíèå NPPB-÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ ñíèìàëî ïðîäîëüíûé ãðàäèåíò ïî-
òåíöèàëà íà ïëàçìàëåììå ïûëüöåâîé òðóáêè (ðèñ. 3),
âûÿâëÿåìûé ñ ïîìîùüþ ïîòåíöèàëçàâèñèìîãî êðàñèòå-
ëÿ Di-4-ANEPPS (Áðåéãèíà è äð., 2009á). Òåì ñàìûì îá-
íàðóæèâàåòñÿ ó÷àñòèå ýòèõ êàíàëîâ â ðåãóëÿöèè òðàíñ-
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà íà ïëàçìàëåììå ïûëüöåâîé
òðóáêè, ÷òî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó÷åí-
íûìè íàìè ðàíåå (Áðåéãèíà è äð., 2009à) ñ ïîìîùüþ äðó-
ãîãî ïîòåíöèàëçàâèñèìîãî êðàñèòåëÿ — DiBAC4(3)
(Bis(1, 3-dibutylbarbituric acid(5)) trimethine oxonol). Áëî-
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Ðèñ. 5. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ àíèîííûõ êàíàëîâ NPPB è DIDS
íà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) ïîòåíöèàëçàâèñèìîãî

êðàñèòåëÿ DiOC5(3) â èçîëèðîâàííûõ ìèòîõîíäðèÿõ.

1 — êîíòðîëü, 2 — â ïðèñóòñòâèè NPPB, 3 — â ïðèñóòñòâèè DIDS (ãèïåð-
ïîëÿðèçàöèÿ). Ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû îäíîãî õàðàêòåðíîãî íàáëþäåíèÿ.

Ðèñ. 6. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà DIDS íà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) êðàñèòåëÿ DCFH (÷óâñòâèòåëüíîãî ê ñîäåðæàíèþ àêòèâ-
íûõ ôîðì êèñëîðîäà) â èçîëèðîâàííûõ ìèòîõîíäðèÿõ (à) è îêðóæàþùåì èõ ðàñòâîðå (á).

à — äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïî âûÿâëåíèþ ÀÔÊ: 1 — ÷åðåç 10 ìèí â ïðèñóòñòâèè 80 ìêÌ DIDS. 2 — êîíòðîëü; ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû îäíîãî
õàðàêòåðíîãî íàáëþäåíèÿ. á — óâåëè÷åíèå ÈÔ ïî äàííûì ñïåêòðîôëóîðèìåòðèè.



êèðîâàíèå DIDS-÷óâñòâèòåëüíûõ êàíàëîâ íå âëèÿëî íà
ðàñïðåäåëåíèå ïîòåíöèàëà âäîëü òðóáêè (ðèñ. 3). Âìåñòå
ñ òåì DIDS ïðîíèêàë â ïûëüöåâóþ òðóáêó è ñâÿçûâàëñÿ
ñ îðãàíåëëàìè (ðèñ. 2), ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü íà-
ëè÷èå àíèîííûõ êàíàëîâ â ìåìáðàíàõ ïûëüöåâûõ ìè-
òîõîíäðèé. Ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîìó áûëè ïîëó÷åíû ïðè
èçó÷åíèè ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ èçîëèðîâàííûõ
ìèòîõîíäðèé, êîòîðîå îöåíèâàëè ïî èçìåíåíèþ ïîòåí-
öèàëà íà èõ âíóòðåííåé ìåìáðàíå è ïðîäóêöèè ÀÔÊ
(ðèñ. 5, 6).

Â ïðèñóòñòâèè DIDS ñóùåñòâåííî èçìåíÿëèñü êàê âå-
ëè÷èíà ïîòåíöèàëà (ðèñ. 5), òàê è ñîäåðæàíèå ÀÔÊ â ìè-
òîõîíäðèÿõ è îêðóæàþùåì èõ ðàñòâîðå (ðèñ. 6). Ýòè äàí-
íûå âûÿâëÿþò ïðèñóòñòâèå DIDS-÷óâñòâèòåëüíûõ àíèîí-
íûõ êàíàëîâ â ìåìáðàíàõ ìèòîõîíäðèé, íî íå ïîçâîëÿþò
îïðåäåëèòü èõ ïðèíàäëåæíîñòü ê íàðóæíîé èëè âíóòðåí-
íåé ìåìáðàíå.

Â èññëåäîâàíèÿõ êëåòîê æèâîòíûõ òàêèå êàíàëû
áûëè íàéäåíû â íàðóæíûõ ìåìáðàíàõ ìèòîõîíäðèé —
VDAC (voltage-dependent anion channels) (O’Rourke,
2007), à òàêæå â èõ âíóòðåííèõ ìåìáðàíàõ — IMAC (inner
membrane anion channel) è HP (half-permeability transition
pore) (Beavis, Davatol-Hag, 1996; Zoratti et al., 2009). Îòìå-
òèì, ÷òî êàíàëû HP, êàê è ìèòîõîíäðèàëüíûå àíèîííûå
êàíàëû èç ïûëüöåâûõ òðóáîê (ðèñ. 5), íå ÷óâñòâèòåëüíû ê
NPPB (Zoratti et al., 2009). Ïîëàãàþò, ÷òî êàíàëû âíóòðåí-
íåé ìåìáðàíû ìèòîõîíäðèé èãðàþò âàæíóþ ðîëü â èçìå-
íåíèÿõ èõ òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà è âëèÿþò íà îá-
ðàçîâàíèå ÀÔÊ â ýòèõ îðãàíåëëàõ (Zoratti et al., 2009).
VDAC, ðàñïîëîæåííûé â íàðóæíîé ìåìáðàíå, ñëóæèò
åùå è äëÿ âûõîäà ñóïåðîêñèäíîãî àíèîí-ðàäèêàëà èç ìè-
òîõîíäðèé â öèòîçîëü (Han et al., 2003). DIDS-÷óâñòâèòå-
ëüíûå êàíàëû VDAC îáíàðóæåíû è â ñîìàòè÷åñêèõ êëåò-
êàõ ðàñòåíèé (Kusano et al., 2009). Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî îíè
òàêæå ó÷àñòâóþò â èíäóêöèè àïîïòîçà. Â íåäàâíèõ ðàáî-
òàõ îïèñàíû ðàñòèòåëüíûå êàíàëû IMAC (PIMAC — plant
IMAC) (Laus et al., 2008).

Ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïûëüöåâûõ òðóáîê âû-
ÿâèëà àêòèâíîå íàêîïëåíèå DiÎC5(3) â ìèòîõîíäðèÿõ
(ðèñ. 7). Â ïðèñóòñòâèè DIDS, êàê è â êîíòðîëå, îíè èìå-
ëè âèä äèñêðåòíûõ èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðóþùèõ ÷àñòèö
(ðèñ. 7, à, á), êîòîðûå äâèãàëèñü âäîëü òðóáêè ïî õàðàê-
òåðíîé òðàåêòîðèè îáðàùåííîãî ôîíòàíà. Ñõîäíóþ êàð-
òèíó íàáëþäàëè ðàíåå ïðè îêðàøèâàíèè ïûëüöåâûõ òðó-
áîê òàáàêà è ëèëèè êàòèîííûìè ïîòåíöèàëçàâèñèìû-
ìè êðàñèòåëÿìè (Derksen et al., 1995; Lovy-Wheeler et al.,
2007). Ïîä äåéñòâèåì NPPB ìèòîõîíäðèè ñëèâàëèñü â èí-

òåíñèâíî ôëóîðåñöèðóþùóþ è äîñòàòî÷íî ãîìîãåííóþ
ìàññó (ðèñ. 7, â). Ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü èçìåíåíèåì ôîð-
ìû è (èëè) ðàçìåðîâ ìèòîõîíäðèé, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ðàç-
ìåðû íåêîòîðûõ ìèòîõîíäðèé (èëè èõ ÷àñòåé) ñòàëè íèæå
ðàçðåøåíèÿ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà. Èçâåñòíî, ÷òî ìèòî-
õîíäðèè ñïîñîáíû èçìåíÿòü ñâîþ ôîðìó è ïîëîæåíèå
â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñåêóíä â çàâèñèìîñòè îò ôóíêöèî-
íàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ, âçàèìîäåéñòâèÿ ñ öèòîñêåëåòîì è
ïðî÷èõ ôàêòîðîâ (Logan, Leaver, 2000; Boldogh, Pon,
2007).

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî NPPB-÷óâñòâèòåëüíûå àíèîííûå êàíàëû ïëàçìà-
ëåììû èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðàñïðåäåëåíèè òðàíñìåìá-
ðàííîãî ïîòåíöèàëà âäîëü ðàñòóùåé ïûëüöåâîé òðóáêè.
Òåì ñàìûì îíè âëèÿþò íà ðàáîòó ïîòåíöèàëçàâèñèìûõ
òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ ïëàçìàëåììû, èíòåíñèâíîñòü ïåðå-
ñåêàþùèõ åå èîííûõ ïîòîêîâ è ôîðìèðîâàíèå èîííûõ
ãðàäèåíòîâ â öèòîçîëå. Èîííàÿ çîíàëüíîñòü â òðóáêå ìî-
æåò âëèÿòü íà ïîâåäåíèå ìèòîõîíäðèé â ðàçíûõ åå ÷àñòÿõ.
Â òî æå âðåìÿ ýíåðãåòè÷åñêîå ñîñòîÿíèå ìèòîõîíäðèé
çàâèñèò îò àêòèâíîñòè DIDS-÷óâñòâèòåëüíûõ àíèîííûõ
êàíàëîâ, îáíàðóæåííûõ â èõ ìåìáðàíàõ. Áëîêèðîâàíèå
ýòèõ êàíàëîâ âûçûâàåò óâåëè÷åííûé âûõîä ÀÔÊ èç ìèòî-
õîíäðèé â îêðóæàþùóþ ñðåäó. Îñìîòè÷åñêèé áàëàíñ
òðóáêè çàâèñèò îò DIDS-÷óâñòâèòåëüíûõ àíèîííûõ êà-
íàëîâ, êîòîðûå ëîêàëèçîâàíû ïðåäïîëîæèòåëüíî â åå
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå. Òàêèì îáðàçîì, â ðåãóëÿöèè
ðîñòà ïûëüöåâîé òðóáêè ó÷àñòâóþò äâà òèïà ðàçëè÷íûõ
ïî ôóíêöèÿì àíèîííûõ êàíàëîâ ïëàçìàëåììû, à òàêæå
ìèòîõîíäðèàëüíûå àíèîííûå êàíàëû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-00746).
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Ðèñ. 7. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ àíèîííûõ êàíàëîâ íà ñîñòîÿíèå ìèòîõîíäðèé â ñîñòàâå ïûëüöåâûõ òðóáîê.

Ïûëüöåâûå òðóáêè îêðàøåíû DiOC5(3), êîòîðûé âêëþ÷àåòñÿ â àêòèâíûå ìèòîõîíäðèè; à — êîíòðîëü; á, â — äåéñòâèå íà òðóáêè èíãèáèòîðîâ NPPB è
DIDS ñîîòâåòñòâåííî. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 5 ìêì.
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EFFECTS OF ANION CHANNEL BLOCKERS NPPB AND DIDS ON TOBACCO

POLLEN TUBE GROWTH AND ITS MITOCHONDRIA STATE

M. A. Breygina,1 A. V. Smirnova, M. V. Maslennikov,

N. P. Matveeva, I. P. Yermakov

Moscow State University, School of Biology, Plant Physiology Department;
1 e-mail: pollen-ions@rambler.ru

Influence of anion channel blockers NPPB and DIDS on pollen tube growth and its mitochondria functio-
ning was studied by means of fluorescence microscopy and flow cytometry. NPPB (40 ìM) blocked pollen tube
growth completely, but did not change its diameter. DIDS (20—80 ìM) caused pollen tube swelling and burs-
ting, suggesting that DIDS-sensitive channels take part in the regulation of pollen tube osmotic balance. The os-
motic effect of low DIDS concentration (20 ìêM) was not accompanied by changes in the tube growth rate. The
mapping of membrane potential on the pollen tube plasmalemma using Di-4-ANEPPS revealed the involvement
of NPPB-sensitive but not DIDS-sensitive anion channels in the maintenance of the longitudinal membrane po-
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tential gradient along the tube surface. The study of isolated pollen mitochondria showed that DIDS increa-
sed their capacity to take up potential-dependent dye DiOC5(3), i. e. caused hyperpolarization of mitochondri-
al membranes. At the same time DIDS influenced on intramitochondrial ROS content and excretion of
ROS from mitochondria. Thus, NPPB and DIDS differently influenced on transmembrane potential distribu-
tion along pollen tube plasmalemma, on its osmotic balance, and on mitochondria functioning. This set of data
suggests that pollen tube growth is dependent on activity of anion channels that differ in localization and func-
tions.

K e y w o r d s: pollen tube, membrane potential, pollen tube mitochondria.
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