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Аннотация. Многочисленные биохимические и структурные исследования нативной организации системы 
окислительного фосфорилирования в митохондриях различных эукариотических организмов убедительно 
показали, что дыхательные комплексы могут ассоциировать друг с другом с образованием структур более 
высокого порядка, называемых суперкомплексами. Растительные митохондрии отличаются более сложной 
организацией дыхательной цепи в связи с присутствием целого ряда альтернативных оксидоредуктаз. Считается, 
что эти ферменты физически не взаимодействуют с ферментами цитохромного пути. Однако имеющиеся 
литературные данные, полученные на митохондриях дрожжей, указывают на возможность такой ассоциации. 
В связи с этим целью исследования явилось изучение нативной организации альтернативных НАД(Ф)Н-деги-
дрогеназ NDA и NDB в растительных митохондриях. В работе использовали 6-суточные этиолированные 
проростки гороха. При помощи комбинированного использования методов 2D BN/SDS-PAGE и иммунохимии 
обнаружено, что в органеллах гороха основная часть популяций альтернативных НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDA 
и NDB входит в состав надструктур с массами 700, 780 и 900 кДа. Дополнительно NDA детектируется в 
области 1480 и 1600 кДа, а NDB – 1330, 340 и 100–120 кДа. Анализ субъединичных профилей выявленных 
ассоциаций и колориметрическая детекция АТФ-азной активности в 1D BN-геле позволяют предположить, 
что мажорная часть популяций NDA и NDB, идентифицированных при помощи имеющихся антител, связана 
с АТФ-синтазой и находится в виде гетерогенной популяции АТФ-синтасом с предполагаемым составом  
NDA2/NDB2Va/b1-2. Остальная часть ферментов, по-видимому, входит в состав суперкомплексов NDA2/NDB2III2IV 
и NDA2IV1Va2. Физиологическое значение ассоциации альтернативных НАД(Ф)Н-дегидрогеназ с АТФ-синтазой 
требует дальнейшего изучения.

Ключевые слова: митохондрии, система окислительного фосфорилирования, альтернативные НАД(Ф)Н-деги-
дрогеназы, Pisum sativum, суперкомплексы
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Abstract. Numerous biochemical and structural studies into the native organization of oxidative phosphorylation in the 
mitochondria of various eukaryotic organisms have convincingly shown that respiratory complexes can associate with 
one another to form higher-order structures referred to as supercomplexes. Plant mitochondria are distinguished by a 
more complicated organization of the respiratory chain due to the presence of a number of alternative oxidoreductases. 
It is considered that these enzymes do not physically interact with those of the cytochrome pathway. However, the 
available literature data obtained on yeast mitochondria suggests the possibility of such an association. In this 
regard, we aimed to study the native organization of alternative NAD(P)H-dehydrogenases NDA and NDB in plant 
mitochondria. The work was performed on six-day etiolated pea seedlings. The 2D BN/SDS-PAGE in combination 
with immunochemistry found that, in pea organelles, the main part of the populations of NDA and NDB alternative 
NAD(P)H dehydrogenases were included in superstructures with masses of 700, 780, and 900 kDa. Additionally, 
NDA was detected in the region of 1480 and 1600 kDa, and NDB was registered at values of 1330, 340, and 
100–120 kDa. An analysis of subunit profiles of the observed associations and a colorimetric detection of ATPase activity  
in 1D BN-gel suggested that the major part of the NDA and NDB populations identified by the available antibodies 
was associated with ATP synthase and represented a heterogeneous population of ATP-synthasomes, assumably, 
with a NDA2/NDB2Va/b1-2 composition. The rest of the enzymes were likely to be part of the NDA2/NDB2III2IV and 
NDA2IV1Va2 supercomplexes. The physiological significance of the association of alternative NAD(P)H dehydrogenases 
with ATP synthase requires further study.

Keywords: mitochondria, oxidative phosphorylation system, alternative NAD(P)H dehydrogenases, Pisum sativum, 
supercomplexes
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ВВЕДЕНИЕ
Надмолекулярная организация системы окисли-

тельного фосфорилирования (системы ОКСФОС) мито-
хондрий активно изучается в различных эукариотических 
организмах, включая млекопитающих, грибы, растения 
и ряд протистов. В настоящее время выделены и струк-
турно охарактеризованы основные суперкомплексы 
ОКСФОС, типичные для большинства изученных так-
сонов, а именно: дыхательные суперкомплексы I1III2, 
III2IV1–2, I1-2III2IV1–2, а также димерная АТФ-синтаза [1–4]. 
Растительные митохондрии, благодаря присутствию мно-
гочисленных альтернативных оксидоредуктаз, отличаются 
более сложной и разветвленной системой дыхательной 
цепи по сравнению с органеллами млекопитающих [5]. 
Так, в митохондриях Arabidopsis thaliana обнаружено 
присутствие семи генов альтернативных НАД(Ф)Н-дегидро-
геназ, которые на основании филогенетического анализа 
объединяются в три подсемейства: NDA1-2, NDB1-4 и 
NDC1 [6, 7]. Гены NDA1-2 и NDC1 кодируют внутренние 
НАД(Ф)Н-дегидрогеназы NDA1-2 и NDC1, локализованные 

с внутренней стороны митохондриальной мембраны, а 
NDB1-4 – внешние ферменты NDB1-4, расположенные 
соответственно с наружной стороны мембраны. Альтерна-
тивная оксидаза также представлена набором изоформ, 
которые кодируются генами АОХ1-2 у двудольных и АОХ1 
у однодольных растений [8]. 

Считается, что альтернативные ферменты не входят 
в состав суперкомплексов [9]. В то же время в мито-
хондриях дрожжей была обнаружена надмолекулярная 
структура, включающая, помимо других ферментов, 
альтернативные НАД(Ф)Н-дегидрогеназы и комплексы 
II и III2 [10], а также были выявлены ассоциации этих 
альтернативных ферментов с суперкомплексом III2IV1-2 
[11, 12]. Кроме того, на основании данных комплексо-
много профилирования митохондриального протеома 
из листьев A. thaliana было предположено, что альтерна-
тивные ферменты сами могут формировать «альтерна-
тивные респирасомы», существующие отдельно от других 
ферментов дыхательной цепи [13]. При помощи методов  
2D BN/SDS-PAGE, иммунохимии, а также энзимографии 
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1D BN-гелей на примере митохондрий проростков гороха 
мы впервые показали, что в растительных органеллах 
альтернативные НАД(Ф)Н-дегидрогеназы NDA и NDB 
могут ассоциировать с ферментами ОКСФОС с обра-
зованием АТФ-синтасом с предполагаемым составом  
NDA2/NDB2Va/b1-2, респирасом NDA2/NDB2III2IV и 
минорного суперкомплекса NDA2IV1Va2. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали этиолированные 6-суточные 

проростки гороха (Pisum sativum L., сорт Аксайский 
усатый 55), выращенные в темноте на влажной филь-
тровальной бумаге при температуре 20 °С. Выделение 
и очистку митохондрий из этиолированных побегов про-
водили согласно ранее опубликованной методике [14]. 
Митохондриальные комплексы и суперкомплексы солю-
билизировали при помощи дигитонина в соотношении 
детергента и белка 5:1 [14]. Изучение состава и субъе-
диничных профилей солюбилизированных белков и их 
ассоциаций проводили при помощи методов 1D BN-PAGE 
и 2D BN/SDS-PAGE соответственно [15, 16]. Комплекс V 
в 1D BN-гелях визуализировали по АТФ-азной активности 
согласно методике [17]. Иммунохимическую детекцию 
альтернативных НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDA и NDB на 
иммуноблотах после 2D BN/SDS-PAGE осуществляли при 
помощи антител на NDA1 и NDB1 картофеля, которые 
были любезно предоставлены доктором А.Г. Расмус-

соном [18]. Учитывая рекомендации производителя и 
тот факт, что антитела на указанные белки в различных 
видах могут реагировать с разными изоформами, мы 
обозначили детектируемые ферменты как общие NDA и 
NDB неизвестного состава. Эксперименты выполнены 
в трех биологических повторностях. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Наши ранние исследования организации системы 

ОКСФОС в митохондриях побегов гороха показали, 
что система включает следующие структурные ком-
поненты: мегакомплекс (IIxIIIyIVz)n, респирасомы I1-2III2IV1-n, 
мажорный суперкомплекс I1III2, минорную ассоциацию 
IV1Va2, минорные количества суперкомплексов III2IV1-2, 
а также димерные и мономерные формы комплексов 
ОКСФОС [14, 19] (см. рисунок a). Следует отметить, что 
суперкомплекс IV1Va2 и форма АТФ-синтазы Va1-2 были 
обнаружены впервые. Было показано, что вместо пред-
полагаемой ранее ассоциации I1III2IV1, включающей и 
внутреннюю НАД(Ф)Н-дегидрогеназу NDA [20], в соот-
ветствующей области комигрируют два отдельных супер-
комплекса: мажорный суперкомплекс I1III2 с расчетной 
массой 1630 кДа и непосредственно под ним минорный 
суперкомплекс IV1Va2 с видимой массой 1600 кДа [14]. 

Полученные данные отражают надмолекулярную 
архитектуру ферментов цитохромного пути дыхания 
в митохондриях гороха. Изучение нативной органи-

a                        b
Нативная организация внутренних и внешних НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDA и NDB в митохондриях этиолированных побегов 
гороха: а – репрезентативный 2D BN/SDS-гель, окрашенный раствором Кумасси (сверху расположена полоса 1D BN-геля 
и указаны компоненты основного цитохромного пути системы окислительного фосфорилирования гороха и их массы; слева 
даны массы белков-стандартов); b – фрагменты типичных иммуноблотов NDA и NDB белков, а также соответствующий 
фрагмент 2D BN/SDS-геля (сверху представлена полоса 1D BN-геля после детекции АТФ-азной активности с обозначенными 
суперкомплексами, содержащими NDA и NDB, и даны их массы; слева приведены массы мономеров NDA и NDB)
Native organization of the internal and external NAD(P)H dehydrogenases NDA and NDB in the mitochondria of etiolated pea 
shoots: a – representative Coomassie-stained 2D BN/SDS-gel (1D BN-gel strip and identities of the OXPHOS main cytochrome 
pathway’s components and their masses are given above, and protein standard masses to the left of the 2D gel);  
b – fragments of typical immunoblots for NDA and NDB proteins, along with the corresponding fragment of the 2D BN/SDS-gel  
(1D BN-gel strip after ATPase in-gel activity detection with corresponding NDA- and NDB-containing supercomplexes, and their 
masses are indicated above; masses of the NDA and NDB monomers are shown on the left)
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зации ферментов альтернативного пути при помощи  
метода 2D BN/SDS-PAGE в сочетании с иммунохими-
ческой детекцией альтернативных внутренних и внешних 
НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDA и NDB показало, что эти фер-
менты также могут находиться в ассоциации с другими 
комплексами ОКСФОС. Так, внутренние дегидрогеназы 
NDA, имеющие видимую массу мономеров 50 кДа, 
солюбилизируются дигитонином в виде высокомолеку-
лярных ассоциаций с массами 700, 780, 900, 1480 и 
1600 кДа (см. рисунок b). Анализ субъединичных про-
филей структур и надструктур на 2D BN/SDS-гелях с ука-
занными массами, а также колориметрическая детекция 
АТФ-азной активности в соответствующих областях на 1D 
BN-геле указывают на ассоциацию NDA с мономерами 
Va и Vb, димером Va2, а также суперкомплексами IV1Va2 
и, предположительно, III2IV. Основная часть популяции 
внешних НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDB, имеющих видимую 
массу мономеров 61 кДа, также детектируется в области 
700, 780, 900 кДа, что предполагает ее взаимодей-
ствие с двумя формами мономерной АТФ-синтазы, Va 
и Vb, а также суперкомплексом III2IV. Минорная часть 
популяции солюбилизируется в ассоциации с димером 
Vb2, имеющим массу 1330 кДа, следовые количества 
обнаружены в районе 340 и 100–120 кДа. Можно пред-
положить, что в области 340 кДа NDB может мигрировать 
в составе либо разрушившейся части мембранного 
домена Fo АТФ-синтазы, либо в составе другой пока 
неизвестной ассоциации. Следовые количества NDB в 
области 100–120 кДа могут соответствовать димерной 
форме или мономеру с оставшимися ассоциированными 
липидами мембраны. Наши данные по NDB частично 
согласуются с данными А.Г. Расмуссона и С.К. Агиус [21], 
полученными на митохондриях картофеля. Авторы также 
обнаружили часть популяции NDB этого вида в области 
700 кДа на иммуноблотах 2D BN/SDS-гелей и дополни-
тельно ряд иммунохимических NDB- и NDA-сигналов с 

меньшими молекулярными массами. Последний факт, 
скорее всего, связан с ультразвуковым разрушением 
органелл в ходе пробоподготовки, вследствие чего 
значительная часть надструктур могла подвергнуться 
диссоциации. Минорные количества NDA1 и NDA2 в 
районе 700 кДа были также обнаружены в результате 
комплексомного профилирования митохондриального 
протеома A. thaliana [13]. В этом же кластере детекти-
ровались и минорные количества АТФ-синтазы. Авторы 
предположили, что альтернативные ферменты могут 
взаимодействовать друг с другом, формируя высоко-
молекулярные «альтернативные респирасомы», однако 
не уточнили возможный состав этих структур. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Учитывая нативные массы иммунохимически детек-

тируемых ассоциаций NDA и NDB с АТФ-синтазой и 
тот факт, что альтернативные НАД(Ф)Н-дегидрогеназы 
присутствуют во внутренней мембране митохондрий в 
виде димеров [5, 22] с ожидаемыми молекулярными 
массами 100 и 120 кДа соответственно, можно пред-
положить, что на один фермент АТФ-синтазы с массой 
600 кДа приходится один димер одной из альтерна-
тивных НАД(Ф)Н-дегидрогеназ. Таким образом, мы 
предполагаем присутствие гетерогенных популяций 
АТФ-синтасом NDA2/NDB2Va/b в электрофоретических 
фракциях с массами 700 и 780 кДа. Присутствие других 
белков в АТФ-синтасомах, особенно в более высоко-
молекулярной, имеющей массу 780 кДа, не исклю-
чается. На иммуноблотах детектируются дополнительно 
АТФ-синтасомы с димерным комплексом V, имеющие 
предполагаемый состав NDB2Vb2 и NDA2Va2, а также 
минорные суперкомплексы NDA2IV1Va2 и NDA2/NDB2III2IV. 
Физиологическое значение ассоциации альтернативных 
внутренних и внешних НАД(Ф)Н-дегидрогеназ с АТФ-син-
тазой изучается.
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