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Àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçíàÿ àêòèâíîñòü â èçîëèðîâàííûõ âàêóîëÿõ êëåòîê êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû

Îñíîâíûì ìåñòîì ëîêàëèçàöèè àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçû (ÀÄÃ, ÊÔ 1.1.1.1) â êëåòêàõ ðàñòåíèé ñ÷è-
òàåòñÿ öèòîçîëü. Îäíàêî äîâîëüíî âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ýòîãî ôåðìåíòà â ðåàêöèè âîññòàíîâëåíèÿ àöåò-
àëüäåãèäà îáíàðóæåíà íàìè âî ôðàêöèÿõ âàêóîëåé, èçîëèðîâàííûõ èç êëåòîê êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé
ñâåêëû. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â âàêóîëÿõ àêòèâíîñòü ÀÄÃ (ðàññ÷èòàíà íà 1 ìã áåëêà) â ðåàêöèè âîññòàíîâ-
ëåíèÿ àëüäåãèäà áûëà äîâîëüíî âûñîêîé (â ñðåäíåì 160 íÌ ÍÀÄÍ/ìã), òà æå àêòèâíîñòü ÀÄÃ ýêñòðàê-
òîâ òêàíè åå çàìåòíî ïðåâîñõîäèëà (â ñðåäíåì 300 íÌ ÍÀÄÍ/ìã). Íà ñïåöèôè÷íîñòü ôåðìåíòàòèâíîé
ðåàêöèè óêàçûâàëè ðåçóëüòàòû èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà. Ïîëíîå ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ÀÄÃ ïðîèñõîäè-
ëî â ïðèñóòñòâèè 1.10-ôåíàíòðîëèíà, èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå îêàçûâàëè òàêæå ïàðàõëîðìåðêóðèáåíçî-
àò è 2-ìåðêàïòîýòàíîë. Îïòèìóì ðÍ äëÿ ôåðìåíòà â ðåàêöèè âîññòàíîâëåíèÿ àëüäåãèäà ñîñòàâëÿë 8.0, à
â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ ýòàíîëà — 9.0. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè â ÏÀÀÃ ïî-
ñëå ýëåêòðîôîðåçà ïðîäåìîíñòðèðîâàëè äâå èçîôîðìû ÀÄÃ â âàêóîëÿðíûõ ôðàêöèÿõ è òðè èçîôîðìû â
òêàíåâîì ýêñòðàêòå. Ëèìèòèðóþùèì ôàêòîðîì äëÿ àêòèâíîñòè ÀÄÃ ìîæåò áûòü îòñóòñòâèå êîñóáñòðàòà
ÍÀÄ(Í). Äëÿ èçîëèðîâàííûõ âàêóîëåé êîíöåíòðàöèÿ ÍÀÄ(Í) îêàçàëàñü îòíîñèòåëüíî âûñîêîé
(3.01 íÌ ÍÀÄ(Í) íà 1 ìã áåëêà) ïî ñðàâíåíèþ ñ òêàíåâûì ýêñòðàêòîì (2.75 íÌ íà 1 ìã áåëêà). Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíîì ôóíêöèîíèðîâàíèè ÀÄÃ â âàêóîëÿõ êëåòîê ðàñòåíèé
ãëàâíûì îáðàçîì â êà÷åñòâå ôåðìåíòà, âîññòàíàâëèâàþùåãî àëüäåãèäû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçà, âàêóîëü, äåòîêñèêàöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÄÃ — àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçà, ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà,
ÍÀÄ-ÌÄÃ è ÍÀÄÔ-ÌÄÃ — ñîîòâåòñòâåííî ÍÀÄ- è ÍÀÄÔ-çàâèñèìàÿ ìàëàòäåãèäðîãåíàçà, ïÕÌÁ —
ïàðàõëîðìåðêóðèáåíçîàò.

Ïðîòèâîñòîÿòü íåãàòèâíîìó âîçäåéñòâèþ íåáëàãî-
ïðèÿòíûõ ôàêòîðîâ ðàñòèòåëüíûì êëåòêàì ïîìîãàåò öåí-
òðàëüíàÿ âàêóîëü (Keunen et al., 2013). Îäíà èç âàæíûõ
ôóíêöèé ýòîãî êîìïàðòìåíòà — äåòîêñèêàöèÿ ýíäî- è ýê-
çîãåííûõ öèòîòîêñè÷íûõ ñîåäèíåíèé. Âíóòðè âàêóîëè
ïðîèñõîäèò äåòîêñèêàöèÿ êñåíîáèîòèêîâ, àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà (ÀÔÊ), àëüäåãèäîâ è äð. (Coleman et al., 1997;
Dixson et al., 1998). Íåñìîòðÿ íà ôàêòû, ïîäòâåðæäàþùèå
àêêóìóëÿöèþ öåíòðàëüíîé âàêóîëüþ öèòîòîêñè÷íûõ ñîå-
äèíåíèé, ìåõàíèçìû èõ âíóòðèâàêóîëÿðíîé õèìè÷åñêîé
òðàíñôîðìàöèè èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî, ïî-ïðåæíåìó
ìàëî èíôîðìàöèè î ôåðìåíòàõ, âîâëå÷åííûõ â ýòîò ïðî-
öåññ (Coleman et al., 1997).

Âàêóîëü àêêóìóëèðóåò ðàçëè÷íûå ñîåäèíåíèÿ, â òîì
÷èñëå ñïèðòû, àëüäåãèäû è êåòîíû. Ïîñëåäíèå îáëàäàþò
âûñîêîé îêèñëèòåëüíîé àêòèâíîñòüþ è ïðåäñòàâëÿþò
îïðåäåëåííóþ óãðîçó äëÿ êëåòêè. Â ñâÿçè ñ ýòèì èõ îò-
íîñÿò ê ýíäîãåííûì ÿäàì (Dixson et al., 1998; Ðîùèíà,
Ðîùèíà, 2012). ×ðåçìåðíîå íàêîïëåíèå àëüäåãèäîâ è êå-
òîíîâ ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ êàðáîíèëüíîãî ñòðåññà. Äëÿ
ðåãóëèðîâàíèÿ èõ êîíöåíòðàöèè â ðàçëè÷íûõ êîìïàðò-
ìåíòàõ êëåòêè ñîñðåäîòî÷åíû ñïåöèàëèçèðîâàííûå ôåð-

ìåíòû (Êîñìà÷åâñêàÿ è äð., 2015). Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî â
äåïîíèðóþùåì ýòè ñîåäèíåíèÿ âàêóîëÿðíîì êîìïàðò-
ìåíòå ïðèñóòñòâóþò ôåðìåíòàòèâíûå ñèñòåìû, ñïîñîá-
íûå âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ íèìè (Dixson et al., 1998). Êëþ-
÷åâûì ôåðìåíòîì, âçàèìîäåéñòâóþùèì ñ àëêàíàëÿìè è
ñïèðòàìè, ñ÷èòàåòñÿ àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçà (ÊÔ 1.1.1.1,
ÀÄÃ) (Tong, Lin, 1988). ÀÄÃ íå òîëüêî ïîääåðæèâàåò ðàâ-
íîâåñèå ìåæäó ýíäîãåííûìè ñïèðòàìè è àëüäåãèäàìè,
ïðîìåæóòî÷íûìè ïðîäóêòàìè ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåñ-
ñîâ, íî è ðåãóëèðóåò ñîîòíîøåíèå îêèñëåííîé è âîññòà-
íîâëåííîé ôîðì ÍÀÄ(Í) (Àøìàðèí, 2003). ÀÄÃ ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ íàèáîëåå ïîäõîäÿùèì êàíäèäàòîì íà ðîëü
ôåðìåíòàòèâíîé ñèñòåìû, ñïîñîáíîé âîññòàíàâëèâàòü
àëüäåãèäû è òàêèì îáðàçîì ðåãóëèðîâàòü èõ êîíöåíòðà-
öèþ â âàêóîëÿõ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ÀÄÃ äîëãîå âðåìÿ
ñ÷èòàëàñü ôåðìåíòîì öèòîçîëüíîé ëîêàëèçàöèè, ìû
ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó îïðåäåëèòü åå àêòèâíîñòü â èçîëè-
ðîâàííûõ âàêóîëÿõ êëåòîê êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû
(Beta vulgaris L.).

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â âûÿâëåíèè
àëüäåãèäðåäóêòàçíîé àêòèâíîñòè âî ôðàêöèÿõ èçîëèðî-
âàííûõ âàêóîëåé. Ïîñêîëüêó ýòà àêòèâíîñòü ìîæåò áûòü
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ñîïðÿæåíà ñ àêòèâíîñòüþ ÀÄÃ, ïðåäñòîÿëî èññëåäîâàòü
îñíîâíûå áèîõèìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ôåðìåíòà, ëî-
êàëèçîâàííîãî â âàêóîëÿõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè êîðíåïëîäû ñòîëî-
âîé ñâåêëû (Beta vulgaris L.) ñîðòà Áîðäî. Äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ áðàëè êîðíåïëîäû â ïåðèîä ôèçèîëîãè÷åñêîãî
ïîêîÿ. Êîðíåïëîäû õðàíèëè ïðè 4 °Ñ.

Â û ä å ë å í è å â à ê ó î ë å é è ç ò ê à í è ê î ð í å ï ë î -
ä î â ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàííîãî ìàêðî-
îáúåìíîãî ìåòîäà (Ñàëÿåâ è äð., 1981). Ôðàêöèþ èçîëè-
ðîâàííûõ âàêóîëåé äîïîëíèòåëüíî î÷èùàëè îò ïðèìåñåé
(ïëàñòèä, ÿäåð è êëåòî÷íûõ ñòåíîê) â ñòóïåí÷àòîì ãðàäè-
åíòå ïëîòíîñòè (1.050, 1.080, 1.145 è 1.180 ã/ñì3), ñîñòàâ-
ëåííîì èç ìàòðè÷íûõ ðàñòâîðîâ 1 Ì KCl è 1.8 Ì ñàõàðî-
çû, ñîäåðæàùèõ 20 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7.4 (Ñàëÿåâ è äð.,
1981). ×èñòîòó ôðàêöèé êîíòðîëèðîâàëè ïîä ñâåòîâûì
ìèêðîñêîïîì NU-2Å (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è ñ ïîìîùüþ
áèîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ (Ïðàäåäîâà è äð., 2009).

Â à ê ó î ë ÿ ð í û å ý ê ñ ò ð à ê ò û ïîëó÷àëè, ðàçðóøàÿ
èçîëèðîâàííûå âàêóîëè â ãèïîòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå
(0.1 Ì Na2HPO4/KH2PO4, ðÍ 7.4). Ëèçàò öåíòðèôóãèðîâà-
ëè ïðè 13 500 g 10 ìèí. Îòáèðàëè àëèêâîòó äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ áåëêà è â îñòàâøóþñÿ ÷àñòü âíîñèëè 0.01 % áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) äëÿ ñòàáèëèçàöèè ôåð-
ìåíòà (Áèññâàíãåð, 2010).

Ý ê ñ ò ð à ê ò û è ç ò ê à í è ê î ð í å ï ë î ä à ïîëó÷àëè,
èñïîëüçóÿ òîò æå ðàñòâîð. Ñîîòíîøåíèå òêàíè (ìàññà, ã)
è ðàñòâîðà (îáúåì, ìë) ñîñòàâëÿëî 1 : 3. Ïîëó÷åííûé ãî-
ìîãåíàò ôèëüòðîâàëè è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 13 500 g
10 ìèí. Îòáèðàëè àëèêâîòó äëÿ îïðåäåëåíèÿ áåëêà è â
îñòàâøóþñÿ ÷àñòü âíîñèëè 0.01 % ÁÑÀ äëÿ ñòàáèëèçàöèè
ôåðìåíòà (Áèññâàíãåð, 2010).

Ñ ï å ê ò ð î ô î ò î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è é ì å ò î ä î ï ð å ä å -
ë å í è ÿ à ê ò è â í î ñ ò è À Ä Ã. Àêòèâíîñòü â ïðÿìîé ðåàê-
öèè (ðåàêöèè îêèñëåíèÿ) îïðåäåëÿëè ïî ñêîðîñòè îêèñëå-
íèÿ ýòàíîëà è îáðàçîâàíèÿ ÍÀÄÍ. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè
ïðè äëèíå âîëíû 340 íì. Ðåàêöèîííàÿ ñðåäà ñîäåðæàëà
0.1 Ì Na2HPO4/KH2PO4 (ðÍ 9.0), 0.26 ìÌ ÍÀÄ è 3 % ýòà-
íîëà (Áèññâàíãåð, 2010). Àêòèâíîñòü ÀÄÃ â ðåàêöèè âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ àöåòàëüäåãèäà îïðåäåëÿëè â ðåàêöèîííîé
ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.1 Ì Na2HPO4/KH2PO4 (ðÍ 8.0),
0.26 ìÌ ÍÀÄÍ è 3 ìÌ àöåòàëüäåãèäà.

Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ðàññ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ êî-
ýôôèöèåíòà ýêñòèíêöèè (e340 = 6.3�103 ë�ìîëü–1�ñì–1) è
âûðàæàëè â íìîëü ÍÀÄ(H) íà 1 ìã áåëêà çà 1 ìèí. Áåëîê
îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðåäôîðä (Bradford, 1976).

Î ï ð å ä å ë å í è å î ï ò è ì à ë ü í î ã î ç í à ÷ å í è ÿ ð Í
ä ë ÿ ô å ð ì å í ò à ïðîâîäèëè â òåõ æå óñëîâèÿõ è â òîì æå
ðåàêöèîííîì ðàñòâîðå, â êîòîðîì èçìåíÿëè pH, â ñëåäóþ-
ùåì ïîðÿäêå: 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 è 10.0.

È í ã è á è ò î ð í û é à í à ë è ç À Ä Ã. Äëÿ ïîäàâëåíèÿ
àêòèâíîñòè ôåðìåíòà â ðåàêöèîííûé ðàñòâîð âíîñèëè
ñëåäóþùèå ñîåäèíåíèÿ: 10 ìÌ ôåíàíòðîëèíà (1.10-ôå-
íàíòðîëèí, î-ôåíàíòðîëèí), 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà,
10 ìÌ ïàðàõëîðìåðêóðèáåíçîàòà (ïÕÌÁ), 10 ìÌ òèîìî-
÷åâèíû è 1 ìÌ öèàíèäà êàëèÿ.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç á å ë ê î â â í å ä å í à ò ó ð è ð ó þ -
ù è õ ó ñ ë î â è ÿ õ (í à ò è â í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç) ïðîâî-
äèëè â áëîêàõ ãðàäèåíòíîãî ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ
(ÏÀÀÃ), âçÿâ çà îñíîâó îïèñàííûé ìåòîä (Fiala et al.,
2011). Ãðàäèåíòíûé ÏÀÀÃ ãîòîâèëè íà îñíîâå äâóõ ðàñ-

òâîðîâ: 1) 3.5 % àêðèëàìèäà, 0.11 % áèñ-àêðèëàìèäà,
0.25 Ì àìèíîêàïðîíîâîé êèñëîòû, 25 ìÌ áèñ-Òðèñà,
0.046 % ïåðñóëüôàòà àììîíèÿ è 0.046 % N,N,NR,NR-òåòðà-
ýòèëìåòèëåíäèàìèíà (ÒÅÌÅÄ); 2) 13 % àêðèëàìèäà,
0.8 % áèñ-àêðèëàìèäà, 0.25 Ì àìèíîêàïðîíîâîé êèñëîòû,
25 ìÌ áèñ-Òðèñà, 0.038 % ïåðñóëüôàòà àììîíèÿ è
0.033 % ÒÅÌÅÄ. Êàòîäíûì áóôåðîì ñëóæèë òðè-
öèí-áèñ-Òðèñîâûé áóôåð (pH 7.0), ñîäåðæàùèé 50 ìÌ
òðèöèíà è 15 ìÌ áèñ-Òðèñà. Â ñîñòàâ àíîäíîãî áóôåðà
âõîäèë 50 ìÌ áèñ-Òðèñ, pH 7.0. Ïî îêîí÷àíèè ýëåêòðî-
ôîðåçà ãåëè ïåðåíîñèëè â ðàñòâîð äëÿ çèìîãðàôè÷åñêîãî
îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ÀÄÃ.

Î ï ð å ä å ë å í è å à ê ò è â í î ñ ò è À Ä Ã â Ï À À Ã.
Ãåëü ïîìåùàëè â ñâåæåïðèãîòîâëåííûé ðàñòâîð, ñîäåð-
æàùèé 0.1 Ì Òðèñ-HCl (pH 8.0), 0.1 ìÌ íèòðîñèíåãî òåò-
ðàçîëèÿ, 0.05 ìÌ ôåíàçèíìåòàñóëüôàòà, 0.01 ìÌ ÍÀÄ è
0.5 % ýòàíîëà (ìåòàíîëà, ìàííèòà è ãëóòàìàòà) (Ëåâèòåñ,
1986). Ïîëó÷åííûå ýëåêòðîôîðåãðàììû ôîòîãðàôèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû Digi Doc-it Imaging System
(Bio-Rad, ÑØÀ), ïîñëå ÷åãî ñêàíèðîâàëè íà ñêàíåðå (Ep-
son Perfction 2480 Photo).

À ê ò è â í î ñ ò ü Í À Ä - è Í À Ä Ô - ì à ë à ò ä å ã è ä -
ð î ã å í à ç (ÍÀÄ-ÌÄÃ è ÍÀÄÔ-ÌÄÃ ñîîòâåòñòâåííî), êî-
òîðûå â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ðàññìàòðèâàëè êàê ìàð-
êåðíûå ôåðìåíòû öèòîçîëÿ è ïëàñòèä, èññëåäîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ òðàäèöèîííûõ ïîäõîäîâ (Ëåâèòåñ, 1986). ÍÀÄ(Í)
îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè. Èñïîëüçîâàëè êîì-
ïëåêñ ðåàêòèâîâ NAD/NADH Quantification Kit (Sigma,
ÑØÀ). Ïðîöåäóðó ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ïðèëàãàåìîìó
ïðîòîêîëó.

Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû â 3—5 àíàëèòè÷åñêèõ ïî-
âòîðíîñòÿõ â 5—7 ýêñïåðèìåíòàõ. Ïðè ñòàòèñòè÷åñêîé
îáðàáîòêå ìàòåðèàëà èñïîëüçîâàëè ñðåäíåå àðèôìåòè÷å-
ñêîå çíà÷åíèå è ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (Ëàêèí, 1990).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: àöåòàëüäåãèä,
ïÕÌÁ, ñàõàðîçà, KH2PO4, Na2HPO4, MgCl2, KCl, KOH,
HCl, H3PO4, NaOH, KCN, Ñ2Í5ÎÍ è ÑÍ3ÎÍ êëàññèôèêà-
öèè õ. ÷. (Ðîññèÿ); ÀÄÃ, ïåêàðñêèå äðîææè Saccharomy-
ces cerevisiae, àìèíîêàïðîíîâàÿ êèñëîòà, ÁÑÀ, ãëèöèí,
íèòðîñèíèé òåòðàçîëèé, ÝÄÒÀ, Êóìàññè G-250, òèîìî÷å-
âèíà, òðèöèí, 1.10-ôåíàíòðîëèí è N-ýòèëìàëåèìèä (Sig-
ma, ÑØÀ); 2-ìåðêàïòîýòàíîë (Merch-Schuchordt, Ãåðìà-
íèÿ); àêðèëàìèä, áèñ-àêðèëàìèä, ãëóòàìèíîâàÿ êèñëîòà,
ÍÀÄ, ÍÀÄÍ, ìàííèò, ïåðñóëüôàò àììîíèÿ è ôåíàçèíìå-
òàñóëüôàò (AppliChem, Ãåðìàíèÿ); áèñ-Òðèñ (Amresco,
ÑØÀ); ÒÅÌÅÄ (Fluka, Øâåéöàðèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ç à â è ñ è ì î ñ ò ü À Ä Ã ê ë å ò î ê ê î ð í å ï ë î ä î â
ñ ò î ë î â î é ñ â å ê ë û î ò â å ë è ÷ è í û p H. Çà ìíîãîëåò-
íèé ïåðèîä èññëåäîâàíèÿ â ðàñòåíèÿõ ÀÄÃ íàêîïëåí îá-
øèðíûé ôàêòè÷åñêèé ìàòåðèàë. Èçîôîðìû ôåðìåíòà âû-
ÿâëåíû â ðàçíûõ îðãàíàõ è òêàíÿõ ìíîãèõ ðàñòåíèé. Ñî-
ãëàñíî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè
ÀÄÃ â òêàíÿõ ðàñòåíèé ñîïðÿæåíî ñ ïðîðàñòàíèåì, ñîçðå-
âàíèåì ïëîäîâ è ãèïîêñèåé (Kimmerer, MacDonald, 1987;
Kanellis et al., 1991; Perata, Alpi, 1991).

Îáùåïðèíÿòûå ïîäõîäû äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè
ÀÄÃ îñíîâàíû íà âîññòàíîâëåíèè ÍÀÄ ïðè îêèñëåíèè
ýòèëîâîãî ñïèðòà (ðåàêöèÿ îêèñëåíèÿ) è íà îêèñëåíèè
ÍÀÄÍ ïðè âîññòàíîâëåíèè àöåòàëüäåãèäà (ðåàêöèÿ âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ) (Áèññâàíãåð, 2010). ÀÄÃ ëþáîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ îòëè÷àåòñÿ âûðàæåííîé çàâèñèìîñòüþ îò âåëè÷è-
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íû ðÍ ñðåäû. Îïòèìàëüíûìè äëÿ ôåðìåíòà ÿâëÿþòñÿ äå-
ïðîòîíèðóþùèå óñëîâèÿ (Suseelan et al., 1987). Â ñâÿçè ñ
ýòèì ñëåäîâàëî îïðåäåëèòü îïòèìàëüíûå çíà÷åíèÿ ðÍ
äëÿ ÀÄÃ êëåòîê êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû. Èññëåäî-
âàíèÿ ïðîâîäèëè íà ýêñòðàêòàõ òêàíè êîðíåïëîäîâ.

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì, â ðåàêöèè îêèñ-
ëåíèÿ äëÿ ÀÄÃ ýêñòðàêòîâ òêàíè îïòèìàëüíûì áûëî çíà-
÷åíèå ðÍ 9.0 (ðèñ. 1, à, êðèâàÿ 2), ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî
äàííûì èç ëèòåðàòóðû. Íàïðèìåð, äëÿ ÀÄÃ èç êëóáåíü-
êîâ áîáîâûõ îïòèìóì pH ïðèõîäèëñÿ íà 9.4, åñëè ñóáñò-
ðàòîì ñëóæèë ñïèðò, à â ñëó÷àå, êîãäà â êà÷åñòâå ñóáñòðà-
òà èñïîëüçîâàëè àöåòàëüäåãèä, îïòèìàëüíûìè ñòàíîâè-
ëèñü íåéòðàëüíûå óñëîâèÿ (ðÍ 7.0) (Spiteller, 2001). Äëÿ
ÀÄÃ ýêñòðàêòîâ òêàíè êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû ñ
àëüäåãèäîì â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà â ðåàêöèè âîññòàíîâëå-
íèÿ îïòèìóì ðÍ òàêæå ñìåùàëñÿ ê áîëåå íèçêîìó çíà÷å-
íèþ è ïðèõîäèëñÿ íà 8.0 (ðèñ. 2, á, êðèâàÿ 2). Ïî äàííûì
èç ëèòåðàòóðû, ó íåêîòîðûõ îáúåêòîâ îïòèìàëüíûå çíà-
÷åíèÿ ðÍ äëÿ ÀÄÃ áûëè ïðèáëèæåíû ê 8.0, íî íå â ðåàê-
öèè âîññòàíîâëåíèÿ, à â ðåàêöèè îêèñëåíèÿ (Richardson,
Finley, 2013). Îáðàùàëà íà ñåáÿ âíèìàíèå äîâîëüíî âûñî-
êàÿ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû è
ïðè áîëåå íèçêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ, à èìåííî ïðè 6.0 è 7.0.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ îïòèìóìîâ pH äëÿ ôåðìåí-
òàòèâíîé àêòèâíîñòè âàêóîëÿðíûõ ýêñòðàêòîâ ïîêàçàëè

òó æå çàâèñèìîñòü (ðèñ. 1, à, á, êðèâàÿ 1). Äëÿ ôåðìåíòà
âàêóîëåé â ðåàêöèè îêèñëåíèÿ îïòèìàëüíûì áûë pH 9.0,
à â ðåàêöèè âîññòàíîâëåíèÿ — 8.0. Çàìåòíî ðàçëè÷àëàñü
ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü. Ïî ñðàâíåíèþ ñ àêòèâíî-
ñòüþ ôåðìåíòà èç ýêñòðàêòà òêàíè îíà áûë êðàéíå íèçêîé
â ðåàêöèè îêèñëåíèÿ è îòíîñèòåëüíî âûñîêîé â ðåàêöèè
âîññòàíîâëåíèÿ. Óðîâíè àêòèâíîñòè â ðåàêöèè âîññòàíîâ-
ëåíèÿ ïðè pH 6.0, 7.0, 8.0 è 9.0 ðàçëè÷àëèñü íåçíà÷èòåëü-
íî. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âåëè÷èíû pH âàêóî-
ëÿðíîãî ñîêà êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû âàðüèðóþò â
ïðåäåëàõ îò 5.5 äî 6.8 (Íèìàåâà è äð., 2014). Â ñâÿçè ñ
ýòèì ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âíóòðè âàêóîëåé â ñëàáî-
êèñëûõ óñëîâèÿõ ôóíêöèîíèðîâàíèå ôåðìåíòà â êà÷åñòâå
àëüäåãèäðåäóêòàçû ìîæåò áûòü äîâîëüíî ýôôåêòèâíûì.

Àêòèâíîñòü ÀÄÃ (â ðåàêöèè âîññòàíîâëåíèÿ) â èçîëè-
ðîâàííûõ âàêóîëÿõ îáíàðóæèâàëàñü âî âñåõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ è áûëà îòíîñèòåëüíî âûñîêîé. Îäíîâðåìåííîå
îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÍÀÄ- è ÍÀÄÔ-ÌÄÃ (ìàðêåðîâ
öèòîçîëÿ) ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòîìåòðèè íå äàëî ïîëî-
æèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ). Îòñóòñò-
âèå àêòèâíîñòè ýòèõ ôåðìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ÷èñ-
òîòå ôðàêöèé èçîëèðîâàííûõ âàêóîëåé, êîòîðûå íå ñî-
äåðæàëè ïðèìåñè öèòîçîëüíûõ áåëêîâ.

Íåñìîòðÿ íà ìíîãîëåòíåå èññëåäîâàíèå ÀÄÃ, âñå åùå
ìàëî ôàêòîâ, êîòîðûå ìîãëè ïîäòâåðäèòü èëè îïðîâåðã-
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Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ÀÄÃ èçîëèðîâàííûõ âàêóîëåé (êðèâàÿ 1) è òêàíåâîãî ýêñòðàêòà (êðèâàÿ 2) ó êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé
ñâåêëû â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ (à) è âîññòàíîâëåíèÿ (á) â çàâèñèìîñòè îò âåëè÷èíû pH.

Çäåñü è íà ðèñ. 2, 4 ïîêàçàíû ñðåäíèå âåëè÷èíû è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ íà àêòèâíîñòü ÀÄÃ â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ (à) è âîññòàíîâëåíèÿ (á) â âàêóîëÿðíîé ôðàêöèè è ýêñò-
ðàêòå òêàíè êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû.

Èíãèáèòîðû: Ôåí — 1.10-ôåíàíòðîëèí, ÌÝ — 2-ìåðêàïòîýòàíîë, ïÕÌÁ — ïàðà-õëîðìåðêóðèáåíçîàò, ÒÌ — òèîìî÷åâèíà, KCN — öèàíèä êàëèÿ.



íóòü ïðèñóòñòâèå ýòîãî ôåðìåíòà â âàêóîëÿõ. Íåêîòîðûå
äàííûå èç ëèòåðàòóðû êîñâåííî óêàçûâàþò íà ëîêàëèçà-
öèþ ÀÄÃ íå òîëüêî â öèòîçîëå, íî è â öåíòðàëüíîé âàêóî-
ëè. Íàïðèìåð, â ðàáîòå, âûïîëíåííîé íà èçîëèðîâàííûõ
âàêóîëÿõ êëóáíåé òîïèíàìáóðà (Helianthus tuberosus L.),
ïðîâîäèëè ìíîãîñòàäèéíóþ î÷èñòêó ôðàêöèé èçîëèðî-
âàííûõ âàêóîëåé. Îäíàêî ìíîãî÷àñîâàÿ ïðîöåäóðà íå èç-
áàâëÿëà îò àêòèâíîñòè ÀÄÃ, îíà ïðèñóòñòâîâàëà â âàêóî-
ëÿðíûõ ôðàêöèÿõ, õîòÿ è çàìåòíî ñíèæàëàñü (Darwen,
John, 1989).

Íàëè÷èå â âàêóîëÿõ ÀÄÃ òðåáóåò âñåñòîðîííåãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ, òåì áîëåå ÷òî â íèõ âûÿâëÿëè äåãèäðîãåíàçû
èç ñåìåéñòâà ÀÄÃ. Íàïðèìåð, â âàêóîëÿõ êëåòîê ïëîäà
ÿáëîíè (Malus domestica Borkh cv. Starkrimson) áûëà îá-
íàðóæåíà ñîðáèòäåãèäðîãåíàçà, êîòîðàÿ îêèñëÿåò ñîðáè-
òîë äî d-ôðóêòîçû è âîññòàíàâëèâàåò ÍÀÄ äî ÍÀÄÍ
(Wang et al., 2009). À ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòåîìíîãî
àíàëèçà â âàêóîëÿõ Arabidopsis thaliana îáíàðóæåíà àëü-
äåãèääåãèäðîãåíàçà (Carter et al., 2004). Ïðèìåíÿÿ òîò æå
ìåòîä ê âàêóîëÿì êëåòîê äðîææåé (S. cerevisiae), îáíàðó-
æèëè ÀÄÃ, îòíîñÿùèåñÿ ê ðàçíûì êëàññàì (ADH I è
ADH II) (Sarry et al., 2007). Àâòîðû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî
ýòè ôåðìåíòû áûëè ïåðåíàïðàâëåíû â âàêóîëü èç öèòîçî-
ëÿ, òàê êàê â áîëåå ðàííåé ðàáîòå íà êëåòêàõ S. cerevisiae
äðóãèìè àâòîðàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÀÄÃ â âàêóîëÿõ
ìîæåò íàõîäèòüñÿ â ñîñòàâå àâòîôàãîñîì, êîòîðûå èíòåí-
ñèâíî îáðàçóþòñÿ è òðàíñïîðòèðóþòñÿ â âàêóîëü ïðè íå-
áëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ îáèòàíèÿ (Misuzu et al., 1994).
Íàðÿäó ñ ÀÄÃ â âàêóîëÿõ äðîææåé âûÿâèëè è äðóãèå äå-
ãèäðîãåíàçû — àëüäåãèääåãèäðîãåíàçó, ãëóòàìàòäåãèä-
ðîãåíàçó, ãëèöåðîàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçó è äð.
(Hardiman et al., 2007; Sarry et al., 2007).

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû, êîòîðóþ ïðîâîäèëè
íà ðàçëè÷íûõ êîðíåïëîäàõ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïåðèîäà
ïîêîÿ (ñåíòÿáðü—ìàé) â òå÷åíèå 2 ëåò, ñâèäåòåëüñòâóþò
î ïîñòîÿííîì ïðèñóòñòâèè ÀÄÃ â öåíòðàëüíîé âàêóîëè
êëåòîê êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû. Îäíàêî ýòèõ ðå-
çóëüòàòîâ íåäîñòàòî÷íî, ÷òîáû ñ÷èòàòü ÀÄÃ êîíñòèòó-
òèâíûì áåëêîì âàêóîëåé.

È í ã è á è ò î ð í û é à í à ë è ç. Èçâåñòíî, ÷òî íà àêòèâ-
íîñòü ÀÄÃ âëèÿþò õåëàòèðóþùèå ñîåäèíåíèÿ, à òàêæå
ñîåäèíåíèÿ, âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ ñóëüôãèäðèëüíûìè
ãðóïïàìè (SH-ãðóïïàìè), òàê êàê ôåðìåíò ñîäåðæèò ìå-
òàëë (Zn) â àêòèâíîì öåíòðå, à åãî àïîôåðìåíò èìååò
ìíîæåñòâî SH-ãðóïï, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ çàâèñèò îò
âèäà ÀÄÃ (Suseelan et al., 1987). Èíãèáèòîðû ÀÄÃ —
÷àùå âñåãî èîíû òÿæåëûõ ìåòàëëîâ, ïÕÌÁ, î-ôåíàíòðî-
ëèí (åãî äåéñòâèå êîíêóðåíòíî ïî îòíîøåíèþ ê êîôåð-
ìåíòó), äèòèçîí, ìî÷åâèíà, òèîìî÷åâèíà, àçèäû, öèàíèäû
è ãèäðîêñèëàìèí (Jobgen et al., 2006).

Äëÿ èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè 1.10-ôå-
íàíòðîëèí, 2-ìåðêàïòîýòàíîë, ïÕÌÁ, òèîìî÷åâèíó è öè-
àíèä êàëèÿ. Õàðàêòåð èíãèáèðîâàíèÿ ÀÄÃ êëåòîê êîðíå-
ïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ è âîññòà-
íîâëåíèÿ, êîòîðûé ìîæíî âèäåòü íà ðèñ. 2, ïðàêòè÷åñêè
ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâîâàë õàðàêòåðó èíãèáèðîâàíèÿ ÀÄÃ
äðóãèõ ðàñòèòåëüíûõ îáúåêòîâ (Suseelan et al., 1987). Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè ïðèéòè ê ñëåäóþùåìó
çàêëþ÷åíèþ. Âî-ïåðâûõ, ÀÄÃ êëåòîê êîðíåïëîäîâ ñòîëî-
âîé ñâåêëû, êàê òèïè÷íûå ÀÄÃ, â àïîôåðìåíòå ñîäåðæèò
SH-ãðóïïû. Íà ýòî óêàçûâàåò èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå
ïÕÌÁ. Âîññòàíîâëåíèå èëè ïîääåðæàíèå â âîññòàíîâ-
ëåííîì ñîñòîÿíèè ýòèõ SH-ãðóïï ñíèæàåò àêòèâíîñòü
ôåðìåíòà. Òàêîå ïðåäïîëîæåíèå ìîæíî ñäåëàòü íà îñíî-
âàíèè èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà.

Âî-âòîðûõ, èññëåäóåìûé ôåðìåíò ñîäåðæèò àòîì ìå-
òàëëà. Ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå ïîäàâëåíèå ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè îòìå÷åíî â ïðèñóòñòâèè ôåíàíòðîëèíà — ñî-
åäèíåíèÿ, øèðîêî èñïîëüçóåìîãî â êà÷åñòâå èíãèáèòîðà
ÀÄÃ. Êàê õåëàòèðóþùèé àãåíò, ôåíàíòðîëèí ñëóæèò ýô-
ôåêòèâíûì èíãèáèòîðîì ìåòàëëîôåðìåíòîâ. Â àêòèâíîì
öåíòðå ÀÄÃ íàõîäÿòñÿ àòîìû öèíêà è èõ ñâÿçûâàíèå ïðè-
âîäèò ê ïîëíîé èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà (Sartorius et al.,
1988). Íàïðèìåð, ÀÄÃ êóêóðóçû (Zea mays L.) ñîäåðæèò
÷åòûðå àòîìà öèíêà, äâà èç êîòîðûõ ðàñïîëîæåíû â àê-
òèâíîì öåíòðå, à äâà ó÷àñòâóþò â àññîöèàöèè ñóáúåäèíèö
â äèìåðíóþ ìîëåêóëó ôåðìåíòà (Ëåâèòåñ, 1986).

Äðóãèå èñïîëüçóåìûå èíãèáèòîðû áûëè ìåíåå ýô-
ôåêòèâíûìè. Èçâåñòíî, ÷òî äåéñòâèå öèàíèäà çàâèñèò îò
êîíöåíòðàöèè, ïîýòîìó ïðîÿâëÿåòñÿ ïî-ðàçíîìó. Öèàíèä
ñîåäèíÿåòñÿ ñ ìåòàëëîì, à òàêæå èíàêòèâèðóåò àêòèâíûå
ãðóïïû ôåðìåíòà, íàïðèìåð âçàèìîäåéñòâóÿ ñ êàðáî-
êñèëüíîé ãðóïïîé. Â óñëîâèÿõ íàøåãî ýêñïåðèìåíòà öèà-
íèä íå îêàçûâàë çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà àêòèâíîñòü ÀÄÃ.
Íèçêîé ýôôåêòèâíîñòüþ îòëè÷àëàñü è òèîìî÷åâèíà. Ýòî
ñîåäèíåíèå òîæå âçàèìîäåéñòâóåò ñ èîíàìè ìåòàëëîâ â
àêòèâíîì öåíòðå ïðè îïðåäåëåííîé êîíôîðìàöèè àïî-
ôåðìåíòà (Àíäðååâà, 1987; Zheng, Hua, 1992).

Ïîäàâëåíèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè îáùåïðèç-
íàííûìè èíãèáèòîðàìè (1.10-ôåíàíòðîëèíîì, 2-ìåðêàï-
òîýòàíîëîì è ïÕÌÁ) ïîçâîëÿëî ðàññìàòðèâàòü ýòó àêòèâ-
íîñòü êàê ñïåöèôè÷íóþ äëÿ ÀÄÃ.

È ç î ô å ð ì å í ò í û é ñ î ñ ò à â À Ä Ã. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ÀÄÃ õîðîøî èçó÷åíà ó ÷åëîâåêà, æèâîòíûõ è ãðè-
áîâ (Àøìàðèí, 2003; Çèìèí è äð., 2012). Ðàçíîîáðàçíûå
ÀÄÃ ïî ñâîåé ñòðóêòóðå ðàçäåëåíû íà òðè îñíîâíûõ
êëàññà (I—III). Â ñâîåì ñîñòàâå îíè ìîãóò èìåòü ïîëèïåï-
òèäíûå öåïè a, b, j, p è x, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ïðîäóêòàìè
ýêñïðåññèè ïÿòè ãåíåòè÷åñêèõ ëîêóñîâ (ÀÄÃ 1—5). Â ñî-
ñòàâ ÀÄÃ-I âõîäÿò ñóáúåäèíèöû òðåõ òèïîâ (a, b è j), êî-
òîðûå ôîðìèðóþò ãîìî- è ãåòåðîäèìåðíûå ôîðìû.
ÀÄÃ-II ÿâëÿåòñÿ ãîìîäèìåðîì, ñîñòîÿùèì èç ïîëèïåï-
òèäíûõ öåïåé òèïà p. Ôèçèîëîãè÷åñêèì ñóáñòðàòîì äëÿ
ýòîãî ôåðìåíòà ñëóæàò àëüäåãèäû. ÀÄÃ-III ñîñòîèò èç
äâóõ îäèíàêîâûõ ñóáúåäèíèö òèïà x. Òàê æå êàê è
ÀÄÃ-II, èìååò íèçêîå ñðîäñòâî ê ýòàíîëó. ÀÄÃ æèâîòíûõ
ïðåäñòàâëåíà â îñíîâíîì â ôîðìå äèìåðà. Íåêîòîðûå
ôåðìåíòû äðîææåé õàðàêòåðèçóþòñÿ òåòðàìåðíîé ôîð-
ìîé (Çèìèí è äð., 2012).

ÀÄÃ ðàñòåíèé âñòðå÷àåòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì â äèìåð-
íîé ôîðìå. Áåëêè ÀÄÃ ìîãóò êîäèðîâàòü íåñêîëüêî ãå-
íîâ. Íàïðèìåð, ó ïîäñîëíå÷íèêà (Helianthus annuus L.)
îáíàðóæåíû äâà ñòðóêòóðíûõ ãåíà (Adh 1 è Adh2), êîäè-
ðóþùèõ áåëêè, êîòîðûå ôîðìèðóþò òðè èçîôîðìû. Äâå
èç íèõ ÿâëÿþòñÿ ãîìîäèìåðàìè è îäíà — ãåòåðîäèìåðîì
(Torres, 1976). Ó ãåêñàïëîèäíîé ïøåíèöû (Triticum aesti-
vum L.) âûÿâëåíû òðè ñòðóêòóðíûõ ãåíà, êîäèðóþùèõ
òðè ñóáúåäèíèöû. Ýòè ñóáúåäèíèöû àññîöèèðóþòñÿ â äè-
ìåðû âñåõ âîçìîæíûõ êîìáèíàöèé. À â òåòðàïëîèäíîé
ïøåíèöå (Triticum turgidum L.) ñòðóêòóðíûå ãåíû ÀÄÃ
îòâå÷àþò çà ñèíòåç äâóõ ñóáúåäèíèö, ôîðìèðóþùèõ òðè
èçîôåðìåíòà (Langston et al., 1980).

Èçîôåðìåíòíûé ñîñòàâ ÀÄÃ ìîæíî óñòàíîâèòü ñ ïî-
ìîùüþ çèìîãðàôèè (Ëåâèòåñ, 1986). Ýëåêòðîôîðåç áåë-
êîâ ìû ïðîâîäèëè â íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ, ÷òî
ïîçâîëÿëî ñîõðàíèòü èõ íàòèâíûå ñâîéñòâà è ôåðìåíòà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü. ×òîáû ñîõðàíÿòü àêòèâíîñòü ÀÄÃ,
òùàòåëüíî ïîäáèðàëè óñëîâèÿ ýëåêòðîôîðåçà. Ôåðìåíò
èç êîðíåïëîäà ñòîëîâîé ñâåêëû îáëàäàë âûñîêîé ÷óâñò-
âèòåëüíîñòüþ ê õèìè÷åñêîé ïðèðîäå áóôåðíûõ ñèñòåì. Â
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÷àñòíîñòè, àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ñíèæàëàñü â ïðèñóòñò-
âèè ãëèöèíà, êîòîðûé èñïîëüçóåòñÿ â ýëåêòðîäíîì áóôå-
ðå â ñèñòåìå Òðèñ-àìèíîìåòàí/ãëèöèí. Áóôåðíàÿ ñèñòåìà
áèñ-Òðèñ/òðèöèí, ïðèìåíÿåìàÿ ïðè ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîì ðàçäåëåíèè áåëêîâ â BNPAGE (Blue Native Polyacry-
lamide Gel Electrophoresis) (Fiala et al., 2011), îêàçàëàñü
íàèáîëåå ùàäÿùåé äëÿ ÀÄÃ êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåê-
ëû. Îäíàêî êóìàññè G-250, èñïîëüçóåìûé ïðè òàêîì
ýëåêòðîôîðåçå, ïîäàâëÿë ÀÄÃ, ïîýòîìó áûë èñêëþ÷åí èç
áóôåðíûõ ñèñòåì. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî íè ãëèöèí, íè
êóìàññè G-250 íå îêàçûâàëè ñèëüíîãî âëèÿíèÿ íà ÀÄÃ
äðîææåé S. cerevisiae, êîòîðàÿ ñëóæèëà ìàðêåðîì ôåð-
ìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû
ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû
ÀÄÃ ïðåäñòàâëåíà òðåìÿ èçîôîðìàìè. Äâå èçîôîðìû ëî-
êàëèçîâàíû â âàêóîëÿõ (ðèñ. 3, I). Â ðàñòåíèÿõ äîâîëüíî
÷àñòî âûÿâëÿþò òðè èçîôîðìû ÀÄÃ. Îäíàêî èõ ìîæåò
áûòü ìåíüøå èëè, íàîáîðîò, áîëüøå. Íàïðèìåð, ÀÄÃ êó-
êóðóçû êîäèðóåòñÿ äâóìÿ íåñöåïëåííûìè ãåíàìè (Adh1 è
Adh2). Ãåí Adh1 èìååò íåñêîëüêî êîäîìèíàíòíûõ àëëå-
ëåé. Ïðîäóêòû ðàçíûõ àëëåëåé è ëîêóñîâ àññîöèèðóþò,
îáðàçóÿ ãîìî- è ãåòåðîìåðíûå ìîëåêóëû ÀÄÃ, èìåþùèå
ðàçëè÷íóþ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêóþ ïîäâèæíîñòü. Êîëè÷å-
ñòâî èçîôîðì ÀÄÃ â ïðîðîñòêàõ êóêóðóçû âàðüèðóåò îò 1
äî 3 â çàâèñèìîñòè îò èññëåäóåìîé òêàíè, ñòàäèè ðàçâè-
òèÿ ðàñòåíèÿ è óñëîâèé îáèòàíèÿ (Schwartz, 1971; Ëåâè-
òåñ, 1986). Â òî æå âðåìÿ â êóëüòóðå êëåòîê ìîðêîâè (Da-
ucus carota subsp. Sativus) âûÿâëåíî 5 èçîôîðì ÀÄÃ (Cho-
urey, Widholm, 1980).

Íàìè ïîêàçàíî âëèÿíèå íåêîòîðûõ ñóáñòðàòîâ è èí-
ãèáèòîðîâ íà àêòèâíîñòü èçîôîðì ÀÄÃ êëåòîê êîðíåïëî-
äîâ ñòîëîâîé ñâåêëû (ñì. òàáëèöó). Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
èñïîëüçîâàëè íå òîëüêî ýòàíîë, íî è ìåòàíîë, ìàííèò è
ãëóòàìàò (Ëåâèòåñ, 1986). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðè îïðå-
äåëåíèè àêòèâíîñòè ôåðìåíòà áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ìå-
òàíîë, ìàííèò è ãëóòàìàò íå ìîãóò ñëóæèòü ñóáñòðàòîì
äëÿ ÀÄÃ (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû), çèìîãðàôèÿ ïîêàçà-
ëà ñëàáîâûðàæåííóþ àêòèâíîñòü îäíîé èç èçîôîðì ÀÄÃ
ñ ýòèìè ñîåäèíåíèÿìè (ðèñ. 3, I). Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî äëÿ ïðîÿâëåíèÿ â ãåëå ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè ñ ïå-
ðå÷èñëåííûìè ñîåäèíåíèÿìè òðåáîâàëîñü áîëåå 1 ÷, òîã-
äà êàê ðåàêöèÿ ñ ýòàíîëîì ðàçâèâàëàñü â òå÷åíèå

15—30 ìèí. Â ïðèñóòñòâèè ãëèöèíà, KCN, òèîìî÷åâèíû
è ÝÄÒÀ ðåàêöèÿ ïðîòåêàëà ìåäëåííî, äëÿ åå ïðîÿâëåíèÿ
â ÏÀÀÃ òðåáîâàëîñü íå ìåíåå 1 ÷, ÷òî óêàçûâàëî íà ïî-
äàâëåíèå ðåàêöèè. Ïîëíîå èíãèáèðîâàíèå íàáëþäàëè â
ïðèñóòñòâèè ZnSO4, 2-ìåðêàïòîýòàíîëà è ïÕÌÁ (ñì. òàá-
ëèöó).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî àêòèâíîñòü ÀÄÃ çàâèñåëà è îò
íåêîòîðûõ óñëîâèé (ñì. òàáëèöó), íàïðèìåð ïðîäîëæè-
òåëüíîñòè äèàëèçà îáðàçöîâ, êîòîðûé íåîáõîäèì äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåçà â âûáðàííîé ñèñòåìå. Ïðè
äëèòåëüíîì äèàëèçå àêòèâíîñòü ÀÄÃ çàìåòíî ñíèæàëàñü.
Íà àêòèâíîñòü âëèÿëè è òàêèå óñëîâèÿ, êàê íàëè÷èå â ñðå-
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Ðèñ. 3. Èçîôåðìåíòíûé ñîñòàâ ÀÄÃ (I), ÍÀÄ-ÌÄÃ è
ÍÀÄÔ-ÌÄÃ (II) â ÏÀÀÃ ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà.

Ñòîëáöû: âý — âàêóîëÿðíûé ýêñòðàêò, ýò — ýêñòðàêò òêàíè, Ê — êîíò-
ðîëü (àêòèâíîñòü ÀÄÃ äðîææåé Saccharomyces cerevisiae ñ ýòàíîëîì); 1,
2 — àêòèâíîñòü ÀÄÃ ñ ýòàíîëîì è ìåòàíîëîì (ìàííèòîì è ãëóòàìàòîì)
ñîîòâåòñòâåííî; 3, 4 — àêòèâíîñòü ÍÀÄ-ÌÄÃ è ÍÀÄÔ-ÌÄÃ ñîîòâåòñò-

âåííî.

Âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ íà ðàçâèòèå ðåàêöèè ÀÄÃ
âàêóîëåé è òêàíåâîãî ýêñòðàêòà â ÏÀÀÃ

ïîñëå íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà

Èñïûòóåìûå ðåàãåíòû
è óñëîâèÿ

Èçîëèðîâàííûå
âàêóîëè

Ýêñòðàêò
òêàíè

Cóáñòðàòû:

ýòàíîë + +

ìåòàíîë (+) (+)

ìàííèò (+) (+)

ãëóòàìàò (+) (+)

Èíãèáèòîðû:

ãëèöèí (+) (+)

1.10-ôåíàíòðîëèí – –

KCN (+) (+)

ZnSO4 – –

2-ìåðêàïòîýòàíîë – –

ïÕÌÁ – –

òèîìî÷åâèíà (+) (+)

ÝÄÒÀ (+) (+)

Óñëîâèÿ:

áåç ÍÀÄ â áóôåðå äëÿ
ýêñòðàêöèè áåëêà

– –

Ïðîäîëæèòåëüíûé äèàëèç
(áîëåå 1 ÷)

(+) (+)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. «+» — ôåðìåíòàòèâíàÿ ðåàêöèÿ ðàçâèâàåòñÿ
áûñòðî (â òå÷åíèå 30 ìèí), «(+)» — ðåàêöèÿ ðàçâèâàåòñÿ ìåäëåííî (2 ÷ è
áîëåå), «–» — ðåàêöèÿ îòñóòñòâóåò.

Ðèñ. 4. Ñîäåðæàíèå ÍÀÄ(Í) â âàêóîëÿõ è ýêñòðàêòàõ òêàíè
êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû.

1 — ÍÀÄ, 2 — ÍÀÄÍ, 3 — ÍÀÄ(Í) îáùèé.



äå ýêñòðàêöèè ÍÀÄ è ÁÑÀ, ñòàáèëèçèðóþùèõ ôåðìåíò
(Äàâûäîâ è äð., 2012).

Â îáðàçöàõ âàêóîëåé è ýêñòðàêòîâ òêàíè ñ ïîìîùüþ
çèìîãðàôèè èññëåäîâàëè àêòèâíîñòü äðóãèõ áåëêîâ öèòî-
çîëÿ, à èìåííî ÍÀÄ- è ÍÀÄÔ-ÌÄÃ. Ðåçóëüòàòû íàãëÿäíî
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè îòñóòñòâèå àêòèâíîñòè ýòèõ ôåð-
ìåíòîâ â èçîëèðîâàííûõ âàêóîëÿõ (ðèñ. 3, II).

Î ï ð å ä å ë å í è å Í À Ä Í. Êîñóáñòðàòîì äëÿ ÀÄÃ
ñëóæèò ÍÀÄ(Í). Ðàíåå ÍÀÄ(Í) âûÿâëÿëè â âàêóîëÿõ êëå-
òîê äðîææåé (Hardiman et al., 2007). Â ñâÿçè ñ ýòèì íåîá-
õîäèìî áûëî îïðåäåëèòü ñîäåðæàíèå ÍÀÄ(Í) â âàêóîëÿõ
êëåòîê êîðíåïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû. Ðåçóëüòàòû àíàëè-
çà ïîêàçàëè íàëè÷èå ÍÀÄ(Í) â âàêóîëÿðíûõ ôðàêöèÿõ
(ðèñ. 4). Åãî êîíöåíòðàöèÿ ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àëàñü îò
êîíöåíòðàöèè ÍÀÄ(Í) òêàíåâîãî ýêñòðàêòà. Ýòè äàííûå
óêàçûâàþò íà âîçìîæíîñòü ýôôåêòèâíîãî ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ â âàêóîëÿõ ÀÄÃ, à òàêæå äðóãèõ ÍÀÄ(Í)-çàâèñè-
ìûõ ôåðìåíòîâ, âûÿâëÿåìûõ â ýòîì êîìïàðòìåíòå (Carter
et al., 2004; Hardiman et al., 2007; Jaquinod et al., 2007).

Íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ìîæíî
ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî â âàêóîëÿõ êëåòîê êîðíå-
ïëîäîâ ñòîëîâîé ñâåêëû ïðèñóòñòâóåò ôåðìåíò, ïî ñâîèì
áèîõèìè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ñîîòâåòñòâóþùèé ÀÄÃ.
Äâå âàêóîëÿðíûå èçîôîðìû ýòîãî ôåðìåíòà îáëàäàþò
âûñîêîé àêòèâíîñòüþ â ðåàêöèÿõ âîññòàíîâëåíèÿ àëüäå-
ãèäîâ. Âîçìîæíî, îíè ñëóæàò âàæíûìè ýëåìåíòàìè ñèñ-
òåìû äåòîêñèêàöèè âàêóîëåé, çàùèùàþùåé êëåòêó îò ïî-
âðåæäàþùåãî äåéñòâèÿ öèòîòîêñè÷íûõ ýíäîãåííûõ ñîå-
äèíåíèé.
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ALCOHOL DEHYDROGENASE ACTIVITY IN ISOLATED VACUOLES OF RED BEET ROOT CELLS
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The main localization place of alcohol dehydrogenase (ADH, KF 1.1.1.1) in plant cells is considered to be
the cytosol. However, a rather high activity of this enzyme in the acetaldehyde reduction reaction (reduction re-
action) was found in fractions of vacuoles isolated of red beet root cells. Despite the fact that the activity of
ADH in the reduction reaction in vacuoles was quite high (on the average, 160 nM NADH / mg protein), the ac-
tivity of ADH tissue extracts markedly exceeded it (on the average, 300 nM NADH / mg protein). The specifici-
ty of the enzymatic reaction was indicated by the results of inhibitory analysis. Complete suppression of ADH
activity occurred in the presence of 1.10-phenanthroline, para-chloromercuribenzoate. 2-Mercaptoethanol also
had an inhibitory effect. The pH optimum for the enzyme in reduction reaction was pH 9.0, and in ethanol oxi-
dation reactions (oxidation reaction) was pH 8.0. The results of the study of enzymatic activity in PAGE after
electrophoresis demonstrated two isoforms of ADH in the vacuolar fractions and three isoforms in the tissue ex-
tract. The limiting factor for ADH activity may be the absence of cosubstrate NAD(H). For isolated vacuoles, a
relatively high concentration of NADH (3.01 nM NAD (H)/mg protein) was established, compared to tissue ex-
tract (2.75 nM/ mg protein). The results indicate the possible functioning of ADH in the plant cell vacuoles, ma-
inly as an aldehyde-reducing enzyme.

K e y w o r d s: alcohol dehydrogenase, vacuole, detoxication.
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