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В условиях недостаточного количества питательных веществ автофагическая де-

градация макромолекул и их повторное использование являются неотъемлемой ча-

стью способности растения адаптироваться к окружающей среде. Принципиальной 

задачей является изучение структуры и функций ключевых автофагических белков, в 

частности, молекулярного маркера автофагии ATG-8. Также одной из важных эколо-

гических проблем современности является загрязнение почв тяжелыми металлами. 

Избыток Ni2+ в почве вызывает торможение или полную остановку роста корневой 

системы, хлороз и некроз листьев, отмирание репродуктивных органов, нарушение 

процессов дифференцировки клеток, минерального питания и фотосинтеза. Целью 

данной работы стало протестировать влияние повышенных уровней никеля в среде на 

индукцию автофагии в клетках корня арабидопсиса при помощи ATG8a-mCherry.  
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ВВЕДЕНИЕ 

В отличие от животных, растения являются неподвижными организмами, 

которые вынуждены переносить переменные и суровые условия окружаю-

щей среды. Для обеспечения выживания в таких условиях растительные ор-

ганизмы имеют ряд механизмов, одним из которых является автофагия – про-

цесс утилизации избыточных или поврежденных белков, белковых комплек-

сов и клеточных органелл, осуществляемый самой же клеткой [3]. Автофагия 

играет двоякую роль: с одной стороны, она направлена на выживание клетки, 

с другой – служит частью процесса клеточной гибели. Автофагия в растениях 

недостаточно хорошо изучена, однако имеющиеся научные сведения свиде-

тельствуют о важности этого процесса в жизни растений. Целью настоящей 

работы стало протестировать влияние повышенных уровней никеля в среде 

на индукцию автофагии в клетках корня арабидопсиса при помощи ATG8a-

mCherry. В последнее время ученые сходятся во мнении, что токсичность из-

бытка Ni2+ для растений обусловлена его высокоспецифичным связыванием 

с рядом внутриклеточных лигандов, а также индукцией окислительного 

стресса вследствие гиперпродукции активных форм кислорода (АФК) [2, 4]. 

Тем не менее, Ni2+ не обладает редокс-активностью, т. е. напрямую не может 

катализировать Фентон-подобные реакции, генерирующие гидроксильный 

радикал. Известно, что растения в ответ на никелевый стресс синтезируют 
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аминокислоту гистидин (Гис), которая может формировать редокс-активные 

комплексы данного металла (Ni-Гис и Ni-Гис2) [2]. Синтез Гис, приводящий 

к устранению избытка свободной формы никеля, является важной эволюци-

онной стратегией выживания на фоне повышенных уровней Ni2+ в среде. Од-

нако, по ряду оценок, Ni-Гис комплексы могут обладать большей токсично-

стью, отличаясь от свободных ионов никеля высокой способностью катали-

зировать генерацию АФК [1]. Соответственно, возникает вопрос о токсично-

сти Ni-Гис для растений, а также о роли генерации АФК при Ni-стрессе. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектом исследования являлись растения Arabidopsis thaliana, у которых 

экспрессируется меченый mCherry белок ATG8a. Арабидопсис выращивался 

в стерильной вертикальной культуре в чашках Петри на полной среде 

Мурасиге и Скуга (МС), pH 6,0, 1 % сахароза, 0,35 % Phytagel, в контролиру-

емых условиях 22°С, 16 ч свет / 8 ч темнота. Для проведения ростовых тестов 

растения культивировались на среде МС в течение 5 сут. Затем для индукции 

автофагии проростки перемещались на новые среды: 1) полноценная МС 

(контроль); 2) 10 % МС; 3) полноценная МС без сахарозы. Для индукции Ni-

стресса растения переносились на среды, содержащие: 1) 1 мМ Ni; 2) 1 мМ 

Ni, 2 мМ Гис. Регистрация симптомов автофагии производилась на 5 сут по-

сле переноса. Для тестирования острого действия сублетальных и летальных 

уровней Ni 7–10 дневные растения помещались в растворы Ni и Ni-Гис на 15 

ч. Контролем выступал буферный раствор (мМ): 0,1 КСl, 0,1 CaСl2, 1 Трис / 

2 Мес, pH 6,0. Затем растения окрашивались PI (10 мкг/мл) в течение 10 мин, 

после чего корни промывались 3 раза в буфере и анализировались при по-

мощи инвертированного флуоресцентного микроскопа Nikon Eclipse TS100F 

при λex=470 нм; λеm=680 нм. Интенсивность флуоресценции в корнях араби-

допсиса определялась в приложении ImageJ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

В качестве тест-системы для регистрации автофагии был выбран дефи-

цит сахарозы. Нами были опробованы различные варианты ростовых тех-

ник: тест на прорастание, замена среды и перенос растений. В первом ва-

рианте отсутствие сахарозы практически полностью останавливало про-

растание семян. Во втором случае изымалась лишь 2/3 среды, следова-

тельно, уровень сахарозы не был критически малым и значительное тор-

можение роста либо другие негативные симптомы дефицита питательных 

веществ не регистрировались при культивировании в течение 5 сут. Та-
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ким образом, оптимальным вариантом представлялся эксперимент с ис-

пользованием техники переноса среды. Перенос растений арабидопсиса 

на контрольную среду (100 % МС) или среду с уменьшенным количе-

ством минеральных веществ (10 % МС) не индуцировал увеличение крас-

ной флуоресценции ATG8a-mCherry (рисунок 1). Перенос проростков на 

МС без сахарозы увеличивал флуоресценции ATG8a-mCherry в кончиках 

корней на 50 %, в зрелой зоне на 80–90 %, что свидетельствует об индук-

ции автофагии. Таким образом, для получения энергии в отсутствие ис-

точника углеводов, запускалась реакция деградации внутриклеточных 

молекул, в особенности в старых клетках.  

 
Рис. 1. Индукция автофагии в корнях арабидопсиса при сахарозном голодании: 

средние значения интенсивности флуоресценции ATG8a-mCherry (X±SE, n=5–17). 

Достоверность различий рассчитывалась по отношению к контролю при помощи 

АNOVA-теста: ** – p≤0,01 и *** – p≤0,001 

Выращивание растений на никелевой среде не вызывало значитель-

ного изменения в флуоресценции ATG8a-mCherry (рисунок 2). Введение 

Гис совместно с Ni в соотношении 1:2 индуцировало увеличение флуо-

ресценции mCherry в зоне кончика корня на 20 %, в то время как в зрелой 

зоне флуоресценция была на уровне контроля. Вероятно, взаимодействие 

Ni с Гис играет важную роль в запуске автофагии. В комплексе никель 

приобретает редокс-активность и катализирует синтез АФК, которые мо-

гут служить сигналом для индукции автофагических реакций. 

Также нами была протестирована общая жизнеспособность клеток 

корня арабидопсиса при 15-часовом воздействии смесей Ni и Ni-Гис при 

помощи PI. Было выявлено, что обработка растений летальными концен-

трациями Ni вызывала 30 % прирост флуоресценции PI в кончиках корня 

и 20 % – в зрелой зоне. Добавление Гис не оказывало достоверно значи-
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мых изменений жизнеспособности клеток. Введение Гис совместно с ни-

келем снижало токсичность металла, свечение PI было на уровне 

контроля. Таким образом, Гис оказывал протекторное действие. 

 
Рис. 2. Флуоресценции ATG8a-mCherry в контрольных условиях и при выращива-

нии на средах, содержащих Ni2+ и Ni-гистидиновые комплексы: средние значения 

интенсивности флуоресценции ATG8a-mCherry (X±SE, n=8–16). Достоверность 

различий рассчитывалась по отношению к контролю: * – p≤0,05 

В результате нами было показано: 1) при помощи ATG8a-mCherry 

можно детектировать индукцию автофагии в клетках растений; 2) при са-

харозном голодании наблюдается индукция автофагии в кончиках корня 

и в зрелой зоне корня; 3) 1 мМ Ni не оказывает влияния на индукцию ав-

тофагии, а комплекс Ni-Гис увеличивает автофагию в кончиках корней. 

Вероятно, взаимодействие никеля с Гис играет важную роль в распозна-

вании никелевого стресса: в комплексе с Гис никель приобретает редокс-

активность и способен катализировать продукцию АФК, которые могут 

служить сигналом для индукции автофагических реакций; 4) летальные 

уровни Ni значительно снижают общую жизнеспособность клеток корня, 

введение Гис совместно с никелем нивелирует токсичность металла. 

Таким образом, Гис оказывает протекторное действие. 
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