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Ðåãèñòðàöèÿ èçìåíåíèé âíåêëåòî÷íîãî pH ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè

Ìåòîä êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè áûë èñïîëüçîâàí äëÿ ðåãèñòðàöèè èçìåíåíèé pH àïîïëàñòà ñòåá-
ëÿ ïðîðîñòêîâ Cucurbita pepo ïðè ãåíåðàöèè ïîòåíöèàëà äåéñòâèÿ è âàðèàáåëüíîãî ïîòåíöèàëà. Äëÿ ðå-
ãèñòðàöèè èçìåíåíèé pH áûë èñïîëüçîâàí ôëóîðåñöåíòíûé çîíä FITC-äåêñòðàí. Íà îñíîâàíèè àíàëèçà
ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèé è îïðåäåëåíèÿ ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî çîíä ëîêàëèçó-
åòñÿ â ñòåíêàõ êëåòîê ñòåáëÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ðàñïðîñòðàíåíèè ïîòåíöèàëà äåéñòâèÿ è âàðèàáåëüíîãî
ïîòåíöèàëà ïðîèñõîäèò âðåìåííîå óñèëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè çîíäà, êîòîðîå ñâèäåòåëüñò-
âóåò î çàùåëà÷èâàíèè êëåòî÷íûõ ñòåíîê. Ïðåäïîëîæåíî, ÷òî ïåðåõîäíîå çàùåëà÷èâàíèå àïîïëàñòà ñâÿ-
çàíî ñ âðåìåííûì óãíåòåíèåì àêòèâíîñòè ýëåêòðîãåííîãî H+-íàñîñà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âûñøèå ðàñòåíèÿ, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, èçìåíåíèå pH, ïîòåíöèàëû
âîçáóæäåíèÿ, ïðîòîííûé íàñîñ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÏ — âàðèàáåëüíûé ïîòåíöèàë, ÏÄ — ïîòåíöèàë äåéñòâèÿ, I — èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, DU — âíåêëåòî÷íî ðåãèñòðèðóåìàÿ ðàçíîñòü ïîòåíöèàëîâ.

Ïîòåíöèàëû âîçáóæäåíèÿ, ïðåäñòàâëåííûå ó âûñøèõ
ðàñòåíèé ïîòåíöèàëîì äåéñòâèÿ (ÏÄ) è âàðèàáåëüíûì ïî-
òåíöèàëîì (ÂÏ), èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ôóíêöèîíèðîâà-
íèè ðàñòèòåëüíûõ îðãàíèçìîâ (Fromm, Lautner, 2007; Ïÿ-
òûãèí è äð., 2008), ÷òî äåëàåò ïðîáëåìó èçó÷åíèÿ ìåõà-
íèçìîâ èõ ãåíåðàöèè âåñüìà àêòóàëüíîé. Îäíàêî
èññëåäîâàíèå ïðèðîäû ïîòåíöèàëîâ âîçáóæäåíèÿ ó âû-
ñøèõ ðàñòåíèé çíà÷èòåëüíî îòñòàåò îò èçó÷åíèÿ ìåõàíèç-
ìîâ ãåíåðàöèè ÏÄ ó æèâîòíûõ è êëàññè÷åñêîãî îáúåêòà
ýëåêòðîôèçèîëîãèè ðàñòåíèé — ãèãàíòñêèõ êëåòîê õàðî-
âûõ âîäîðîñëåé, ÷òî ñâÿçàíî âî ìíîãîì ñ ðÿäîì ìåòî-
äè÷åñêèõ òðóäíîñòåé. Â îòëè÷èå îò êðóïíûõ (äî 0.5 ìì
äèàìåòðîì è íåñêîëüêèõ ñàíòèìåòðîâ â äëèíó) è íåïî-
ñðåäñòâåííî ãðàíè÷àùèõ ñ âíåøíèì ðàñòâîðîì êëåòîê õà-
ðîâûõ âîäîðîñëåé (Shimmen et al., 1994; Beilby, 2007)
êëåòêè âûñøèõ ðàñòåíèé èìåþò ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøèå
ðàçìåðû, èíòåãðèðîâàíû â ñëîæíûå ñòðóêòóðû òêàíåé è
îðãàíîâ è çà ñ÷åò ñâÿçûâàþùèõ èõ ìåæäó ñîáîé ïëàçìî-
äåñì îáðàçóþò åäèíóþ ýëåêòðîïðîâîäÿùóþ ñòðóêòóðó —
ñèìïëàñò (Îïðèòîâ è äð., 1991). Òàêèå îñîáåííîñòè ñóùå-
ñòâåííî îãðàíè÷èâàþò ïðèìåíåíèå ðÿäà òðàäèöèîííûõ
ìåòîäîâ ýëåêòðîôèçèîëîãèè, â ÷àñòíîñòè ôèêñàöèè ïî-
òåíöèàëà.

Ìîæíî âûäåëèòü äâà îñíîâíûõ ïóòè ïðåîäîëåíèÿ ìå-
òîäè÷åñêèõ ñëîæíîñòåé â èçó÷åíèè ýëåêòðè÷åñêèõ ÿâëå-
íèé ó ðàñòåíèé. Îäèí èç íèõ çàêëþ÷àåòñÿ â ïåðåõîäå îò
öåëîãî ðàñòåíèÿ ê áîëåå ïðîñòûì ñèñòåìàì — èçîëèðî-
âàííûå ïðîâîäÿùèå ïó÷êè, ïðîòîïëàñòû îòäåëüíûõ êëå-
òîê, ìåìáðàííûå âåçèêóëû è äð. (Îïðèòîâ è äð., 1991; Ty-
erman et al., 2001). Ïðè âñåé èíôîðìàòèâíîñòè ïîäîáíîãî

ïîäõîäà îí èìååò è ñóùåñòâåííûå íåäîñòàòêè: íåãàòèâ-
íîå âëèÿíèå íà ãåíåðàöèþ ïîòåíöèàëîâ âîçáóæäåíèÿ ñà-
ìîé ïðîöåäóðû âûäåëåíèÿ è âîçìîæíîå èçìåíåíèå
ýëåêòðè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìîäåëüíûõ ñèñòåì.

Äðóãîé, áîëåå ïåðñïåêòèâíûé, ïóòü ñâÿçàí ñ ïðèìåíå-
íèåì ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ èçó÷àòü ïðè-
ðîäó ïîòåíöèàëîâ âîçáóæäåíèÿ íà öåëûõ ðàñòåíèÿõ. Îä-
íèì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ôëóîðåñöåíòíûõ çîí-
äîâ, ïîçâîëÿþùèõ ðåãèñòðèðîâàòü ñäâèãè èîííûõ
êîíöåíòðàöèé ïðè îäíîâðåìåííîé ðåãèñòðàöèè ýëåêòðè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè. Ïðèìåíåíèå ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ
èëè áåëêîâ äëÿ àíàëèçà ïðèðîäû ïîòåíöèàëîâ âîçáóæäå-
íèÿ ó ðàñòåíèé îñóùåñòâëÿëîñü ëèøü â åäèíè÷íûõ ðàáî-
òàõ (Stahlberg, Cosgrove, 1996; Lewis et al., 1997; Fisahn
et al., 2004). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â óêàçàííûõ ðàáîòàõ
ðåãèñòðèðîâàëè èíòåãðàëüíóþ ôëóîðåñöåíöèþ çîíäà îò
áîëüøèõ ó÷àñòêîâ ðàñòåíèé. Â òî æå âðåìÿ äàííûé ïîä-
õîä ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèíàìèêè
èîíîâ, ôîðìèðóþùèõ ïîòåíöèàë, íà êëåòî÷íîì è ñóáêëå-
òî÷íîì óðîâíÿõ.

Óäîáíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ ðåøåíèÿ ïîñëåäíåé çàäà-
÷è ÿâëÿåòñÿ ìåòîä êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè, êîòîðûé
ïîçâîëÿåò äèôôåðåíöèàëüíî ðåãèñòðèðîâàòü ôëóîðåñöåí-
öèþ êàê ïîâåðõíîñòíûõ, òàê è áîëåå ãëóáîêî ðàñïîëîæåí-
íûõ òêàíåé ñ âûñîêèì ïðîñòðàíñòâåííûì è âðåìåíí*ûì
ðàçðåøåíèåì íà öåëûõ ðàñòåíèÿõ (Hepler, Gunning, 1998;
Wymer et al., 1999; Ãàìàëåé, 2006; Ôåîôàíîâ, 2007). Â ñî-
÷åòàíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ çîíäîâ ìåòîä
ïîçâîëÿåò, â ÷àñòíîñòè, èçó÷àòü èçìåíåíèÿ èîííûõ êîí-
öåíòðàöèé ïðè îïðåäåëåííûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåñ-
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ñàõ è âîçäåéñòâèè âíåøíèõ ôàêòîðîâ (Wymer et al., 1999;
Ôåîôàíîâ, 2007; Li et al., 2008). Äëÿ èçó÷åíèÿ ïðèðîäû
ïîòåíöèàëîâ âîçáóæäåíèÿ ó ðàñòåíèé êîíôîêàëüíàÿ ìèê-
ðîñêîïèÿ äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå ïðèìåíÿëàñü. Öåëüþ
íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëñÿ àíàëèç ïðèìåíèìîñòè ìåòîäà
äëÿ èññëåäîâàíèÿ èîííûõ ìåõàíèçìîâ ãåíåðàöèè ÏÄ è
ÂÏ ó âûñøèõ ðàñòåíèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè 3—4-íåäåëüíûå
ïðîðîñòêè òûêâû Cucurbita pepo L. (ñîðò Ìîçîëååâñêàÿ).
Ïðîðîñòêè âûðàùèâàëè â êëèìàòè÷åñêîé êàìåðå
KBW-240, «Binder» ïðè 25 °Ñ è 16-÷àñîâîì ñâåòîâîì ïå-
ðèîäå. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè êåðàìçèò, ïèòà-
òåëüíûì ðàñòâîðîì ñëóæèëà 50%-íàÿ ñðåäà Õîãëàíäà-Àð-
íîíà.

Èçìåíåíèÿ pH ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ pH-÷óâñò-
âèòåëüíîãî çîíäà ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàòà (FITC), ñîå-
äèíåííîãî ñ ìîëåêóëîé äåêñòðàíà (FITC-äåêñòðàí) (Hof-
fman, Cosegarten, 1995; Hedrich et al., 2001). Ìàêñèìóìû
âîçáóæäåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè çîíäà ñîñòàâëÿþò 493 è
520 íì ñîîòâåòñòâåííî. Çàâèñèìîñòü ïàðàìåòðîâ ôëóî-
ðåñöåíöèè FITC-äåêñòðàíà îò âåëè÷èíû ðÍ îïðåäåëÿëè
ïóòåì ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè è ñïåêòðîâ
âîçáóæäåíèÿ â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ (Tris-MES, 20 ìÌ) ñ
ðàçëè÷íûìè çíà÷åíèÿìè ðÍ (îò 4.5 äî 8 ñ øàãîì 0.5 åäè-
íèöû). Ðåãèñòðàöèþ ôëóîðåñöåíöèè îñóùåñòâëÿëè íà
ñïåêòðîôëóîðèìåòðå Shimadzu RF-5301 PC. Óâåëè÷åíèå
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (I) ñîîòâåòñòâóåò èçìåíå-
íèþ pH â ùåëî÷íóþ ñòîðîíó. Ñäâèãîâ ìàêñèìóìîâ âîç-
áóæäåíèÿ è ýìèññèè íå ïðîèñõîäèò.

Äëÿ çàãðóçêè ðàñòåíèÿ çîíäîì íà ó÷àñòêå ñòåáëÿ óäà-
ëÿëè ñ äâóõ ñòîðîí ïîëîñêè ýïèäåðìèñà äëèíîé îêîëî
1 ñì è øèðèíîé îêîëî 2 ìì è ïîãðóæàëè åãî â ðàñòâîð, ñî-
äåðæàùèé (â Ì) 1�10–3 KCl, 5�10–4 CaCl2, 5�10–4 NaCl è

5�10–7 FITC, íà 12—18 ÷. Ïåðåä ïðîâåäåíèåì èçìåðåíèé
ñòåáëè ðàñòåíèé ïðîìûâàëè ïðîòî÷íîé âîäîé äëÿ óäàëå-
íèÿ çîíäà ñ ïîâåðõíîñòè.

Ðåãèñòðàöèþ ôëóîðåñöåíöèè îò öåëîãî ðàñòåíèÿ îñó-
ùåñòâëÿëè íà êîìïëåêñå ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðî-
ñêîïèè — èíâåðòèðîâàííûé ìèêðîñêîï Axiovert 200M,
ëàçåðíûé ñêàíèðóþùèé ìîäóëü Carl Zeiss LSM 510 è
ñïåêòðàëüíûé ìîäóëü Carl Zeiss 23 META. Ïðîðîñòîê
ðàçìåùàëè íà ñòîëèêå ìèêðîñêîïà, çàêðåïëÿÿ íà ïðåäìåò-
íîì ñòåêëå ó÷àñòîê ñòåáëÿ ñ óäàëåííûìè ïîëîñêàìè ýïè-
äåðìèñà (ðèñ. 1). Ê ïðåäìåòíîìó ñòåêëó áûë îáðàùåí íå-
ïîâðåæäåííûé ó÷àñòîê ñòåáëÿ, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè êîòîðîãî ðåãèñòðèðîâàëè. Êîðíè ïðîðîñòêà
ïîãðóæàëè â ÷àøêó Ïåòðè ñ ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì
(â Ì) 1�10–3 KCl, 5�10–4 CaCl2 è 5�10–4 NaCl.

Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ îáúåêòèâà Plan
Apochromat 100�/1.40 Oil DIC. Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè àðãîíîâûé ëàçåð (477 íì) ñ ìîù-
íîñòüþ èçëó÷åíèÿ íà âûõîäå èç îáúåêòèâà îêîëî
0.003 ìÂò. Ôëóîðåñöåíöèþ ðåãèñòðèðîâàëè ïî äâóì êàíà-
ëàì: 500—550 íì (çåëåíûé êàíàë) è 650—710 íì (êðàñ-
íûé êàíàë). Ðàçìåð ïîëó÷àåìûõ 2D-èçîáðàæåíèé ñîñòàâ-
ëÿë 90�90 ìêì ñ ðàçðåøåíèåì 930�930 ïèêñåëåé. Âðåìÿ
ïîëó÷åíèÿ äåòàëèçèðîâàííîãî èçîáðàæåíèÿ ñîñòàâëÿëî
7.15 ñ. Ïðè ïîëó÷åíèè 3D-èçîáðàæåíèé ãëóáèíà ïî êîîð-
äèíàòå Z â êàæäîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå çàâèñåëà îò ãëóáè-
íû ïîëåçíîãî ñèãíàëà íà èññëåäóåìîì ó÷àñòêå ðàñòåíèÿ è
ñîñòàâëÿëà 45—75 ìêì ñ øàãîì ïî ãëóáèíå 1.2 ìêì.

Ñ ïîìîùüþ ñïåêòðàëüíîãî ìîäóëÿ Carl Zeiss 23
META ðåãèñòðèðîâàëè ñïåêòð èçìåðÿåìîãî ñèãíàëà â
äèàïàçîíå 490—705 íì ñ øàãîì 10 íì ïðè âîçáóæäåíèè
ôëóîðåñöåíöèè íà äëèíå âîëíû 477 íì.

Ñòàíäàðòíîå ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå Carl Zeiss
LSM 510 META ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü ìîíèòîðèíãîâûå
èññëåäîâàíèÿ. Ïðè ïîëó÷åíèè âðåìåííîé ñåðèè ñ öåëüþ
óñêîðåíèÿ ïîëó÷åíèÿ îäíîãî êàäðà ðàçðåøåíèå 2D-èçîá-
ðàæåíèÿ áûëî ñíèæåíî äî 512�512 ïèêñåëåé, ïðè ýòîì
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ðåãèñòðàöèè ðàçíîñòè ïîòåíöèàëîâ (ÄU) è èçìåíåíèé âíåêëåòî÷íîãî pH ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà
FITC-äåêñòðàí ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ó ïðîðîñòêà òûêâû.



âðåìÿ ïîëó÷åíèÿ îäíîãî èçîáðàæåíèÿ ñîñòàâëÿëî îêîëî
2 ñ. Ïîñëå ñîõðàíåíèÿ âðåìåííîé ñåðèè ñòðîèëè çàâèñè-
ìîñòü óðîâíÿ ñèãíàëà îò âðåìåíè â âûáðàííûõ îáëàñòÿõ
èçîáðàæåíèÿ.

Îäíîâðåìåííî ñ ðåãèñòðàöèåé ôëóîðåñöåíöèè îñóùå-
ñòâëÿëè çàïèñü ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Ýëåêòðè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü ðåãèñòðèðîâàëè âíåêëåòî÷íî ñ ïîìîùüþ
õëîðñåðåáðÿíûõ (Ag/AgCl) ìàêðîýëåêòðîäîâ (ÝÂË-1Ì3).
Óñèëèòåëåì ñëóæèë èîíîìåð óíèâåðñàëüíûé ÈÏË-112.
Èçìåðèòåëüíûé ýëåêòðîä ðàñïîëàãàëñÿ â çîíå ðåãèñòðà-
öèè ôëóîðåñöåíöèè, ýëåêòðîä ñðàâíåíèÿ êîíòàêòèðîâàë ñ
ðàñòâîðîì, îìûâàþùèì êîðíè. Èçìåðÿåìàÿ âíåêëåòî÷íî
ðàçíîñòü ïîòåíöèàëîâ (DU) ïðåäñòàâëÿåò èíòåãðàëüíûå
èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê â çîíå ðåãèñò-
ðàöèè (Çàöåïèíà, Öàïëåâ, 1980).

Ãåíåðàöèþ ÏÄ èíäóöèðîâàëè ëîêàëüíûì îõëàæäåíè-
åì — íàíîñèëè êàïëþ ëåäÿíîé âîäû íà ñòåáåëü â íåñ-
êîëüêèõ ñàíòèìåòðàõ àêðîïåòàëüíåå çîíû ðåãèñòðàöèè
ôëóîðåñöåíöèè. ÂÏ èíäóöèðîâàëè ïîâðåæäàþùèì âîç-
äåéñòâèåì â âèäå îæîãà ñåìÿäîëüíîãî ëèñòà îòêðûòûì
ïëàìåíåì.

Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â 3—4-êðàòíîé áèîëîãè÷åñêîé
ïîâòîðíîñòè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ïåðâîì ýòàïå èññëåäîâàëè ëîêàëèçàöèþ ðÍ-÷óâñò-
âèòåëüíîãî çîíäà FITC-äåêñòðàí ïîñëå åãî çàãðóçêè â ðàñ-
òåíèå. Äëÿ ýòîãî áûëè ïîëó÷åíû 3D-èçîáðàæåíèÿ ó÷àñòêà
ñòåáëÿ â äâóõ äèàïàçîíàõ äëèí âîëí: 500—550 íì — çåëå-
íûé êàíàë, êîòîðûé ñîîòâåòñòâîâàë ôëóîðåñöåíöèè çîíäà
(Hoffman, Cosegarten, 1995; Hedrich et al., 2001), è 650—
710 íì — êðàñíûé êàíàë, êîòîðûé ñîîòâåòñòâîâàë îáëàñ-
òè àâòîôëóîðåñöåíöèè õëîðîïëàñòîâ (Âåñåëîâñêèé, Âåñå-
ëîâà, 1990). Íà ðèñ. 2 ïðèâåäåíû òèïè÷íûå èçîáðàæåíèÿ
ó÷àñòêà ñòåáëÿ ïðîðîñòêîâ òûêâû, íàãðóæåííûõ çîíäîì
FITC-äåêñòðàí (ðèñ. 2, à), è êîíòðîëüíûõ (ðèñ. 2, á).
Ó êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé ñèãíàë â çåëåíîì êàíàëå ðåãèñò-
ðèðóåòñÿ òîëüêî îò ïîâåðõíîñòè ñòåáëÿ. Íàëè÷èå çîíäà â
ðàñòåíèÿõ ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ÷åòêèå òðåõìåðíûå èçîáðà-
æåíèÿ ãëóáèíîé â íåñêîëüêî ñëîåâ êëåòîê.

Íà ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèÿõ ðàñòåíèé, íàãðóæåí-
íûõ çîíäîì, îò÷åòëèâî âèäíî, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ â äèà-
ïàçîíå 500—550 íì ëîêàëèçîâàíà â ìåæêëåòî÷íîì ïðî-
ñòðàíñòâå (ðèñ. 2). Íà îñíîâàíèè ýòîãî ìîæíî ñäåëàòü âû-
âîä î òîì, ÷òî èñïîëüçîâàííûé íàìè ôëóîðåñöåíòíûé
çîíä FITC-äåêñòðàí èçáèðàòåëüíî íàêàïëèâàåòñÿ â àïî-
ïëàñòå. Ýòî ïîäòâåðæäàåò èñïîëüçîâàíèå âòîðîãî êàíàëà
ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè: îáëàñòè, â êîòîðûõ èìååò
ìåñòî ôëóîðåñöåíöèÿ çîíäà (àïîïëàñò), íå ïåðåêðûâàþò-
ñÿ ñ îáëàñòÿìè, â êîòîðûõ èìååò ìåñòî àâòîôëóîðåñöåí-
öèÿ õëîðîïëàñòîâ (öèòîïëàçìà).

Èçâåñòíî, ÷òî ïðè èññëåäîâàíèÿõ ìåòîäîì êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè, ïðîâîäèìûõ íà ðàñòèòåëüíûõ îáú-
åêòàõ, èìååò ìåñòî èõ àâòîôëóîðåñöåíöèÿ â øèðîêîì äèà-
ïàçîíå äëèí âîëí (Berg, 2004), êîòîðàÿ ñïîñîáíà âíîñèòü
îïðåäåëåííûé âêëàä â èòîãîâóþ êàðòèíó, à òàêæå ñóùåñò-
âóåò âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî ðåãèñòðèðóåìûé ñèãíàë ìîæåò
â òîé èëè èíîé ñòåïåíè ìîäóëèðîâàòüñÿ ðàññåÿíèåì âîç-
áóæäàþùåãî ñâåòà îò ñòðóêòóð ñ ðàçëè÷íûìè îïòè÷åñêè-
ìè ñâîéñòâàìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ êîððåêòíîé îöåíêè ïî-
ëó÷åííûõ èçîáðàæåíèé íåîáõîäèìî ïðîâåäåíèå èõ ñïåêò-
ðàëüíîãî àíàëèçà. Ðåãèñòðàöèÿ ñïåêòðîâ èçëó÷åíèÿ (ðèñ. 3)
ïîêàçàëà, ÷òî òîëüêî êëåòî÷íûå ñòåíêè ðàñòåíèé, íàãðó-
æåííûõ çîíäîì, èìåþò ÷åòêèé ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè â
îáëàñòè 520 íì (ðèñ. 3, á), ñîîòâåòñòâóþùèé ìàêñèìóìó
ôëóîðåñöåíöèè çîíäà â ðàñòâîðå (ðèñ. 3, à). Ó êîíòðîëü-
íûõ ðàñòåíèé íà ñïåêòðàõ ôëóîðåñöåíöèè òàêîé ìàêñèìóì
îòñóòñòâîâàë (ðèñ. 3, â), è I â îáëàñòè 500—550 íì áûëà íå-
çíà÷èòåëüíîé. Íà îñíîâàíèè ýòîãî ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî
èìåííî ôëóîðåñöåíöèÿ çîíäà âíîñèò îñíîâíîé âêëàä â ñâå-
÷åíèå àïîïëàñòà, åñëè ðåãèñòðàöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ íå îò
ïîâåðõíîñòè ñòåáëÿ, à íà îïðåäåëåííîé ãëóáèíå. Òàêèì îá-
ðàçîì, èçó÷åíèå õàðàêòåðèñòèê ôëóîðåñöåíöèè è ëîêàëèçà-
öèè FITC-äåêñòðàíà â ðàñòåíèè óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ I çîíäà äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîé îöåíêè èç-
ìåíåíèÿ pH àïîïëàñòà.

Äëÿ èçó÷åíèÿ äèíàìèêè pH êëåòî÷íûõ ñòåíîê ïðè ãå-
íåðàöèè ÏÄ íà èñõîäíî ïîëó÷åííîì 3D-èçîáðàæåíèè âû-
áèðàëè îòäåëüíûé îïòè÷åñêèé ñðåç, ñîîòâåòñòâóþùèé
òðåòüåìó èëè ÷åòâåðòîìó îò ïîâåðõíîñòè ñëîþ êëåòîê
(ðèñ. 4), è ïðîâîäèëè îïðåäåëåíèå I âî âðåìåíè îò ó÷àñò-
êîâ, ïîêàçàííûõ íà ðèñóíêå. Íà ðèñ. 4 ïîêàçàíû èíäóöè-

Ðåãèñòðàöèÿ èçìåíåíèé âíåêëåòî÷íîãî pH ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè 551

Ðèñ. 2. 3D-èçîáðàæåíèÿ ó÷àñòêà ñòåáëÿ ïðîðîñòêîâ òûêâû: íàãðóæåííîãî çîíäîì FITC-äåêñòðàí (à) è êîíòðîëüíîãî (á). Êîíôî-
êàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Íà âñòàâêàõ ïîêàçàíû 2D-èçîáðàæåíèÿ íà ãëóáèíå 10 ìêì (îòìå÷åííîé øòðèõîâîé ëèíèåé). Ðàçìåð èçîáðàæåíèÿ íà âñòàâêàõ 90 � 90 ìêì. Çåëåíûé
êàíàë (500—550 íì) ñîîòâåòñòâóåò ôëóîðåñöåíöèè çîíäà, êðàñíûé (650—710 íì) — àâòîôëóîðåñöåíöèè õëîðîïëàñòîâ. ëex = 477 íì.



ðîâàííûå ðàçäðàæåíèåì (êàïëÿ ëåäÿíîé âîäû íà ãèïîêî-
òèëü âûøå çîíû ðåãèñòðàöèè) èçìåíåíèÿ I (ðèñ. 4, à) è
ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 4, á). Êàê âèäíî íà ðèñóí-
êå, íàíåñåíèå ðàçäðàæåíèÿ âûçûâàåò ðàñïðîñòðàíåíèå
ÏÄ, ãåíåðàöèÿ êîòîðîãî ñîïðîâîæäàåòñÿ âðåìåííûì óñè-
ëåíèåì I, ïðè÷åì êèíåòèêà îáîèõ ïðîöåññîâ î÷åíü áëèçêà.
Îáíàðóæåííûå èçìåíåíèÿ I ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ïðè ãåíåðàöèè ÏÄ ïðîèñõîäèò âðåìåííîå çàùåëà÷èâàíèå
àïîïëàñòà íà ôàçå äåïîëÿðèçàöèè ÏÄ, êîòîðîå ñìåíÿåòñÿ
çàêèñëåíèåì äî áëèçêîãî ê èñõîäíîìó óðîâíþ íà ôàçå ðå-
ïîëÿðèçàöèè.

Èçìåíåíèå pH àïîïëàñòà áûëî îáíàðóæåíî òàêæå ïðè
ðàñïðîñòðàíåíèè ïî ñòåáëþ ÂÏ, èíäóöèðîâàííîãî îæî-
ãîì ñåìÿäîëüíîãî ëèñòà (äàííûå íå ïðèâåäåíû). Êàê è â
ñëó÷àå ñ ÏÄ, èçìåíåíèÿ ðÍ àïîïëàñòà èìåëè îáðàòèìûé
õàðàêòåð, îäíàêî äëèòåëüíîñòü çàùåëà÷èâàíèÿ áûëà ñó-
ùåñòâåííî áîëüøå è õîðîøî ñîîòâåòñòâîâàëà áîëåå äëè-
òåëüíîìó ðàçâèòèþ ôàçû ðåïîëÿðèçàöèè, õàðàêòåðíîìó
äëÿ ÂÏ (Julien, Frachisse, 1992; Stahlberg, Cosgrove, 1996;
Rousset et al., 2002).

Çàðåãèñòðèðîâàííûå íàìè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíò-
íîãî çîíäà èçìåíåíèÿ pH èìåþò òîò æå õàðàêòåð, ÷òî è
ïðè èõ èçìåðåíèè ïîòåíöèîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì pH-÷óâñòâèòåëüíûõ ýëåêòðîäîâ (Âîäåíååâ
è äð., 2006; Felle, Zimmermann, 2007; Vodeneev et al.,
2007; Zimmermann, Felle, 2009), ÷òî ìîæåò ñëóæèòü ïîä-
òâåðæäåíèåì êîððåêòíîñòè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ. Â òî
æå âðåìÿ, ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè
pH-÷óâñòâèòåëüíûõ ýëåêòðîäîâ ðåãèñòðàöèÿ îñóùåñòâëÿ-
ëàñü â ðàñòâîðå âáëèçè ïîâåðõíîñòè ñòåáëÿ èëè â óñòüè÷-
íîé ùåëè, à ïðèìåíåíèå ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà è ìåòîäà
êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëèëî îöåíèòü äèíàìèêó
èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ïðîòîíîâ â áîëåå ãëóáîêî ëåæà-
ùèõ òêàíÿõ. Êðîìå òîãî, ïîëó÷åííàÿ ñ ïîìîùüþ êîíôî-
êàëüíîãî ìèêðîñêîïà êàðòèíà ïîçâîëÿåò äèôôåðåíöèàëü-
íî îöåíèòü îñîáåííîñòè èçìåíåíèÿ ðÍ àïîïëàñòà â íåïî-
ñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, ÷òî
ïîçâîëÿåò ñ áîëüøåé ñòåïåíüþ òî÷íîñòè ñâÿçàòü ðåãèñò-
ðèðóåìûå èçìåíåíèÿ ñ òðàíñìåìáðàííûìè ïîòîêàìè
èîíîâ.

552 Â. À. Âîäåíååâ, Å. Ê. Àêèí÷èö è äð.

Ðèñ. 3. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè è ïñåâäîöâåòíûå ñïåêòðàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ðàñòâîðà FITC-äåêñòðàíà (à), à òàêæå ðàñòåíèÿ, íà-
ãðóæåííîãî çîíäîì (á), è êîíòðîëüíîãî (â).

Íà âñòàâêàõ ìàðêåðàìè ñîîòâåòñòâóþùåãî öâåòà îòìå÷åíû òî÷êè ñíÿòèÿ ñïåêòðîâ. Ðàçìåð èçîáðàæåíèé íà âñòàâêàõ 90 � 90 ìêì. ëex = 477 íì.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè FITC-äåêñòðàíà (à) è ðàçíîñòè ïîòåíöèàëîâ (á) ïðè ãåíåðàöèè ïîòåíöèàëà äåéñò-
âèÿ, èíäóöèðîâàííîãî ëîêàëüíûì îõëàæäåíèåì ñòåáëÿ àêðîïåòàëüíåå çîíû ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè.

Ñòðåëêàìè óêàçàí ìîìåíò íàíåñåíèÿ ðàçäðàæåíèÿ. Êðèâûå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþò âåëè÷èíå ñèãíàëà â îáëàñòÿõ, âûäåëåííûõ
íà âñòàâêå ñïðàâà ïðÿìîóãîëüíèêàìè ñîîòâåòñòâóþùåãî öâåòà. Ðàçìåð èçîáðàæåíèÿ íà âñòàâêå 90 � 90 ìêì.



Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïî èçìåíåíèþ pH êëåòî÷íûõ
ñòåíîê óêàçûâàþò íà ñëåäóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñî-
áûòèé: âî âðåìÿ ôàçû äåïîëÿðèçàöèè ïðîòîíû âõîäÿò â
êëåòêó èç àïîïëàñòà, ÷òî âûçûâàåò åãî çàùåëà÷èâàíèå; íà
ôàçå ðåïîëÿðèçàöèè ïðîèñõîäèò èõ ïåðåíîñ èç êëåòêè â
àïîïëàñò, ÷òî âåäåò ê âîçâðàùåíèþ pH ê çíà÷åíèÿì, áëèç-
êèì ê èñõîäíûì. Òàêîå ðàçâèòèå ñîáûòèé ìîæåò èìåòü
ìåñòî, åñëè ïðîèñõîäèò âðåìåííîå óãíåòåíèå àêòèâíîñòè
ïðîòîííîé ÀÒÔàçû — èíàêòèâàöèÿ íà ôàçå äåïîëÿðèçà-
öèè èìïóëüñà è ðåàêòèâàöèÿ íà ôàçå ðåïîëÿðèçàöèè. Ýòî
ïðåäïîëîæåíèå, âûñêàçàííîå íàìè ðàíåå, ïîäòâåðæäàåòñÿ
ðÿäîì ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ôàêòîâ (Âîäåíååâ è äð., 2006;
Vodeneev et al., 2007). Â òî æå âðåìÿ ñóùåñòâóåò èíàÿ òî÷-
êà çðåíèÿ íà ïðèðîäó èçìåíåíèé âíåêëåòî÷íîãî pH, ñî-
ãëàñíî êîòîðîé ïåðåõîäíîå çàùåëà÷èâàíèå ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ âîçíèêíîâåíèåì ïîòîêà ñèëüíûõ àíèîíîâ, â ÷à-
ñòíîñòè Cl–, èç êëåòêè âî âðåìÿ ðàçâèòèÿ ôàçû äåïîëÿðè-
çàöèè (Felle, Zimmermann, 2007; Zimmermann, Felle,
2009).

Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ãåíåðàöèÿ ÂÏ, êîòîðàÿ
òàêæå ñîïðîâîæäàåòñÿ âðåìåííûì çàùåëà÷èâàíèåì (Juli-
en, Frachisse, 1992; Stahlberg, Cosgrove, 1996; Rousset
et al., 2002, è äð.), ñâÿçàíà ñ âðåìåííûì ñíèæåíèåì àêòèâ-
íîñòè ýëåêòðîãåííîãî H+-íàñîñà. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî
îæèäàòü, ÷òî îäíîíàïðàâëåííûå èçìåíåíèÿ pH àïîïëàñòà,
õîðîøî ñîîòâåòñòâóþùèå âðåìåíè ðàçâèòèÿ ýëåêòðè÷å-
ñêèõ ðåàêöèé, êîòîðûå áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû íàìè ïðè
ðàñïðîñòðàíåíèè êàê ÏÄ, òàê è ÂÏ, èìåþò â ñâîåé îñíîâå
åäèíûé ìåõàíèçì. Ñëåäîâàòåëüíî, èìååòñÿ áîëüøå îñíî-
âàíèé ïîëàãàòü, ÷òî âðåìåííîå çàùåëà÷èâàíèå ñâÿçàíî ñ
âðåìåííûì ñíèæåíèåì àêòèâíîñòè ýëåêòðîãåííîãî íàñî-
ñà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îáñóæäàåòñÿ âîçìîæíàÿ ðîëü èçìå-
íåíèÿ âíóòðè- è âíåêëåòî÷íîãî pH, ñâÿçàííîãî ñ ãåíåðà-
öèåé ïîòåíöèàëîâ âîçáóæäåíèÿ, â êà÷åñòâå âîçìîæíîãî
ñèãíàëüíîãî ôàêòîðà, èíäóöèðóþùåãî äàëüíåéøèå ôóíê-
öèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ (Ïÿòûãèí è äð., 2008; Zimmer-
mann, Felle, 2009).

Ïðîâåäåííûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ìå-
òîäà êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëÿåò äèôôåðåíöè-
àëüíî îöåíèâàòü èçìåíåíèÿ èîííûõ êîíöåíòðàöèé â îò-
äåëüíûõ êëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ. Òàêàÿ îñîáåííîñòü
ÏÄ ó âûñøèõ ðàñòåíèé, êàê áîëüøàÿ äëèòåëüíîñòü, çíà÷è-
òåëüíî îáëåã÷àåò ïðîâåäåíèå ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà.
Óñïåøíîå ïðèìåíåíèå äàííîãî ìåòîäà äëÿ àíàëèçà èçìå-
íåíèé pH àïîïëàñòà óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü åãî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèíàìèêè êîíöåíòðàöèé
äðóãèõ èîíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 09-04-97085) è Ôåäåðàëüíîãî àãåíòñòâà ïî
íàóêå è èííîâàöèÿì (ÃÊ ¹ 02.740.11.0086).
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AN EXTRACELLULAR Ph CHANGES REGISTRATION BY CONFOCAL MICROSCOPY

IN HIGHER PLANT AT THE EXCITATION POTENTIALS GENERATION

V. A. Vodeneev,1 E. K. Akinchits,1 L. A. Orlova,1 V. S. Sukhov,1 I. V. Balalaeva1, 2

1 N. I. Lobachevsky State University of Nizhny Novgorod

and 2 Institute of Applied Physics RAS, Nizhny Novgorod;
1 e-mail: v.vodeneev@mail.ru

Confocal microscopy technique was applied for registration of apoplast pH changes in the Cucurbita pepo
seedling stem during generation of action potential and variation potential. Fluorescent dye FITC-dextran was
used for pH-changes registration. Analysis of fluorescence images and fluorescence spectra showed, that
FITC-dextran was localized in cell walls. Propagation of action potential and variation potential was accompani-
ed by transient increase of fluorescence intensity, which indicated alkalization of cell walls. This transient alka-
lization is proposed to be caused by a temporary inactivation of the H+-pump in the plasma membrane.

K e y w o r d s: higher plants, confocal microscopy, pH-change, excitation potentials, proton pump.
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