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Отток электролитов из тканей растений – это реакция, наблюдающа-

яся в ходе стресса, и в ряде процессов нормальной физиологии. Интенсив-

ность и обратимость выхода электролитов рассматривается в качестве ге-

нерализованного индикатора устойчивости растений к неблагоприятным 

факторам среды [1]. На сегодняшний день природа оттока электролитов 

остается малоизученной, неясны первичные мембранные механизмы дан-

ного явления и не идентифицированы молекулярные мишени, запускаю-

щие выход электролитов из клеток. В последние годы показано, что при 

умеренном стрессе отток электролитов – явление обратимое, то есть регу-

лируемое и не приводящее к гибели клеток растения, что указывает на ве-

роятное вовлечение ион-транспортных систем в данную реакцию. Стресс-

индуцированный выход электролитов из растительных клеток практиче-

ски всегда сопровождается генерацией активных форм кислорода (АФК). 

Данные явления регистрируются одновременно и практически сразу с мо-

мента воздействия стрессоров, приводя к потере К+ и выходу анионов, а 

также к активации редокс-зависимых сигнальных процессов [2; 3]. В по-

следние годы также установлено, что генетическое нокаутирование 

редокс-регулируемого К+-канала наружного выпрямления «Guard cell 

Outward-Rectifying K+ channel» (GORK) многократно снижает отток К+ 

при стрессе [3; 4]. При этом неясно, каким образом активируется данный 

канал при развитии стрессовой реакции. Исследования на близком GORK 

канале «Stelar K+ Outward-Rectifying channel» (SKOR), обеспечивающем 

загрузку К+ в ксилему, показали наличие в его структуре уникального 

mailto:dzemidchyk@bsu.by


90 

АФК-сенсора, ответственного за рост проводимости в присутствии АФК 

[5]. Таким образом, АФК, продуцируемые при стрессе, могут напрямую 

активировать канал. АФК-сенсор представлен у SKOR аминокислотным 

остатком  

Цис.-168 в линкерном участке между 3 и 4 трансмембранными доменами, 

обеспечивающими потенциал-зависимость гейтинга. В лаборатории фи-

зиологии и биотехнологии растений БГУ совместно с Техническим уни-

верситетом Мадрида была выдвинута гипотеза, согласно которой гомоло-

гичная Цис.-168 аминокислота Цис.-151 в комплексе GORK также функ-

ционирует как сенсор АФК. Коллегами из Технического университета 

Мадрида с использованием сайт-специфического мутагенеза были полу-

чены трансгенные растения A. thaliana с модифицированными АФК-

сенсорами (Цис.-151 заменен на редокс-инертный Сер), которые были ис-

пользованы в настоящей работе. Помимо потока К+, важной составляю-

щей оттока электролитов при стрессе является выход из клеток анионов, 

что необходимо для уравновешивания потоков К+ [1; 2]. У высших расте-

ний в анионном составе цитоплазмы и вакуоли доминируют органические 

анионы, такие как малат, цитрат, сукцинат, аскорбат и др., в отличие от 

животных, у которых доминирует Cl– [6]. Пока непонятно, какие ионные 

каналы и потоки каких анионов обеспечивают анионную составляющую 

стресс-индуцированного оттока электролитов. Можно предположить, что 

за выход органических анионов могут отвечать каналы семейства 

«ALuminum-activated Malate Transporter» (ALMT). Известно, что ALMT1 

обеспечивает отток малата из клеток корня Triticum aestivum L. в ответ на 

стресс, вызываемый Al3+ [7]. Гипотетически, ALMT1 способен кроме ма-

лата транспортировать и другие органические и неорганические анионы. 

Ген, кодирующий ALMT1, обнаружен во всех известных геномах высших 

растений. Тем не менее, универсальность ALMT1 в качестве системы вы-

хода различных анионов не подтверждена. В этой связи целью настоящей 

работы являлось установление роли редокс-регулируемых К+- каналов 

GORK и анионных каналов ALMT в оттоке электролитов из клеток корня 

A. thaliana. 

В работе использовались 6-12-дневные проростки A. thaliаna экоти-

пов Col-0 и WS-0, а также нокаутных линий: gork1-1, Компл.gork1-1, Сер.-

151, almt1. Семена различных экотипов A. thaliana и трансгенных линий 

по гену Gork были предоставлены профессором Инго Дреером из Техни-

ческого университета Мадрида, нокаутная линия almt1 – профессором 

Стивеном Таерманом из Университета Аделаиды. A. thaliаna культивиро-

вались в стерильных условиях на среде Мурасиге и Скуга [8]. Гидроксил-

генерирующая смесь (ГГС) включала 1 мМ Cu2+, 1 мМ L-аскорбиновой 
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кислоты, 1 мМ Н2О2. Протопласты изолировались ферментативно из из-

мельченных корней согласно стандартному протоколу [8]. Регистрация 

трансмембранных токов осуществлялась при помощи техники пэтч-кламп 

с использованием ранее разработанных рабочих растворов в конфигура-

ции целая клетка [4]. 

Анализ выходящих ионных токов у растений A. thaliana дикого типа 

(экотип WS-0) продемонстрировал наличие быстро- и медленно-активи-

рующихся компонент в наружу-направленной проводимости плазматиче-

ской мембраны. Введение ГГС в наружный раствор приводило к увеличе-

нию медленно-активирующейся компоненты выходящего тока и незначи-

тельному росту быстро-активирующихся токов во всех протестированных 

протопластах. Активация ионных токов наблюдалась в течение 15-20 мин 

с момента начала генерации НО• в наружном растворе. Наружу-направ-

ленная проводимость снижалась при замене калия на блокатор К+-каналов 

ТЭА+ в составе пипеточного раствора. Это указывает на то, что в отток К+ 

при воздействии НО• вовлечены ТЭА+-чувствительные К+-селективные 

каналы, которые, как было показано ранее, кодируются геном Gork и ло-

кализованы в плазматической мембране ризодермы [4]. Для установления 

группы ионных каналов, обеспечивающих отток К+ при окислительном 

стрессе, была проведена серия электрофизиологических тестов на транс-

генной линии gork1-1, лишенной функционального наружу-выпрямляю-

щего К+-канала GORK. Анализ ионных токов через плазматическую мем-

брану протопластов, выделенных из клеток корня данной линии, в кон-

трольных условиях продемонстрировал наличие только быстрой компо-

ненты тока (отсутствие время-зависимости наружу-направленных токов). 

Редукция медленной части тока свидетельствует об отсутствии активно-

сти GORK, который отличается медленной активацией. Мгновенная ком-

понента тока, обусловленная активацией неселективных катионных кана-

лов, была сопоставима с компонентой GORK. Введение ГГС в наружный 

раствор не приводило к модификации ионных токов через плазматиче-

скую мембрану у gork1-1. В работе был проведен анализ проницаемости 

плазматической мембраны у двух линий растений A. thaliana с возвращен-

ным нативным К+-каналом GORK. В контрольных условиях у линий 

Компл.gork1-1 и растений A. thaliana дикого типа регистрировались сход-

ные ионные проводимости. Наружу-направленная проводимость у линий 

Компл.gork1-1 в контроле состояла главным образом из быстрой компо-

ненты тока. Время-зависимая компонента не была зарегистрирована. Вве-

дение в наружный раствор ГГС приводило к росту наружу-направленной 

проводимости и появлению медленной (время-зависимой) компоненты 

тока. Были проанализированы ионные токи через плазматическую мем-

брану клеток корня A. thaliana трех линий Сер.-151, экспрессирующих 
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наружу-выпрямляющий калиевый канал GORK с замещенным цистеино-

вым остатком по положению 151 на серин. Замена цистеина на серин при-

водила к снижению чувствительности GORK к АФК. Воздействие ГГС не 

приводило к активации наружу-выпрямляющего К+-тока при деполяриза-

ции плазматической мембраны у линий Сер.-151. В целом, характери-

стики ионных токов у линий с модифицированными каналами GORK 

были сходны с линией A. thaliana gork1-1. 

С использованием техники пэтч-кламп был проведен анализ прони-

цаемости плазматической мембраны клеток корня A. thaliana (экотип Сol-

0) к органическим анионам. При введении в пипеточный раствор 40 мМ 

малата регистрировались высокие значения отрицательного тока, соответ-

ствующего выходу анионов, которые снижались в 5 раз при добавлении 

блокатора анионных каналов 9-антраценкарбоновой кислоты (9-АЦ). Ма-

латные токи обладали быстрой кинетикой активации, слабой потенциал-

зависимостью, что свидетельствует о вероятном вовлечении анионных ка-

налов семейства ALMT в выход малата из клеток корня. Дальнейшие экс-

перименты были направлены на получение доказательства участия функ-

ционального ALMT во внутрь-направленной анионной проводимости кле-

ток корня. В качестве гена-кандидата среди Almt был выбран ген Almt1. 

Это было обусловлено тем, что данный ген обильно экспрессируется в 

клетках корня высших растений и отвечает за отток малата при Al3+-

стрессе у Triticum aestivum L. [9]. Были исследованы токи, ответственные 

за выход малата через плазматическую мембрану клеток корня нокаутной 

линии Atalmt1, лишенной канала ALMT1. У данных растений значения ма-

латного тока были приблизительно в 5 раз ниже по сравнению с растени-

ями дикого типа. Полученные данные указывают на то, что продукты гена 

Almt1 участвуют в выходе малата из клеток корня A. thaliana. Проанали-

зирована проницаемость клеток корня A. thaliana к аскорбату. При добав-

лении в ПР 40 мМ L-аскорбата был зарегистрирован высокий отрицатель-

ный ток, который снижался приблизительно в 2 раза при действии 1 мМ 

9-АЦ. У линии A. thaliana, лишенной канала ALMT1, регистрировался ток 

аскорбата приблизительно в 3 раза ниже по сравнению с величиной такого 

же тока у растений дикого типа. Таким образом, было впервые установ-

лено, что ALMT1 обеспечивает транспорт аскорбата из клеток корня A. 

thaliana во внешнюю среду. Ранее данный механизм транспорта аскорбата 

из клеток корня высших растений не был известен. В ходе анализа прони-

цаемости ALMT к цитрату были выявлены 2 группы протопластов, отли-

чающиеся по селективности к данному аниону. В первой группе клеток 

(68%) отрицательный ток был ниже приблизительно в 6 раз по сравнению 

с второй группой (32%). Добавление в пипеточный раствор 1 мМ 9-АЦ 
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приводило к снижению анионного тока приблизительно в 4,5 раза. Биофи-

зические свойства токов цитрата были сходны с токами малата, что ука-

зывает на вероятное участие ALMT1 в выходе цитрата из клеток корня. В 

растениях almt1 величина тока цитрата была приблизительно в 7,5 раза 

ниже, чем у растений дикого типа. Таким образом, полученные данные 

указывают на высокую вероятность того, что ALMT1 ответственен за от-

ток цитрата из клеток корня A. thaliana. Установлено, что плазматическая 

мембрана клеток корня A. thaliana обладает низкой проницаемостью для 

фумарата, пропионата и глюконата. Зарегистрированные анионные токи 

были ниже приблизительно в 3 раза по сравнению с токами, опосредован-

ными выходом малата из клеток. Токи данных анионов характеризовались 

быстрой кинетикой активации и слабой потенциал-зависимостью, что ука-

зывает на то, что плазматическая мембрана клеток ризодермы A. thaliana 

пропускала очень небольшие количества данных органических анионов, 

вероятно, вследствие работы ALMT-подобных анионных каналов. 

Работа выполнена при поддержке БРФФИ (проект Б24-060). 
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