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Аннотация. Целью исследования являлось определение степени упорядоченности липидного матрикса микро-
доменов хлоропластов листьев двух сортов (засухоустойчивый сорт – Бурятская остистая, чувствительный к 
влаге сорт – Диамант 2) пшеницы в контрольных условиях и условиях длительного дефицита воды (10 дней). 
Упорядоченность липидов оценивали по значениям генерализованной поляризации, которые получали при 
помощи липофильного зонда – лаурдана. Стресс оценивали по уровню активных форм кислорода. Отмечено, 
что у обоих сортов в контроле происходило увеличение значений генерализованной поляризации в рафтах 
первой зоны (Р1), тогда как в рафтах второй зоны (Р2) у устойчивого сорта эта величина не изменялась, а у 
неустойчивого к дефициту влаги сорта снижалась на 4-й и 10-й день по сравнению с 1-м днем. В условиях 
засухи значения генерализованной поляризации в Р1 у устойчивого сорта снижались на 4-й и 10-й день. 
Снижение генерализованной поляризации отмечено и в Р2 – особенно заметно оно также на 4-й день. Увели-
чение значений генерализованной поляризации происходило в микродоменах обеих зон сорта Диамант 2 за 
исключением 7-го дня, когда было отмечено снижение микровязкости. Таким образом, изменения микровяз-
кости, выявленные в липидах исследуемых микродоменов как в контроле, так и в условиях стресса, позволяют 
предположить, что микродомены мембран хлоропластов листьев пшеницы могут не только быть задействованы 
в ответных реакциях клетки на стрессовое воздействие, но и, возможно, принимать участие в других физио-
лого-биохимических процессах.
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Abstract. The degree of lipid matrix ordering in the chloroplast microdomains of leaves from two wheat cultivars – a 
drought-tolerant Buryatskaya Ostistaya and a moisture-sensitive Diamant 2 – was studied under control conditions and 
under prolonged water deficit (10 days). Lipid ordering was assessed based on generalized polarization values obtained 
using the Laurdan lipophilic probe. Stress intensity was evaluated according to the level of reactive oxygen species. 
Under control conditions, both cultivars showed an increase in the generalized polarization values in rafts of zone 1 (R1). 
In contrast, in rafts of zone 2 (R2), this parameter remained unchanged in the drought-tolerant cultivar, whereas in the 
moisture-sensitive cultivar it decreased on days 4 and 10 relative to day 1. Under drought conditions, the generalized 
polarization values in R1 of the tolerant cultivar decreased on days 4 and 10. A decrease in generalized polarization was 
also observed in R2, with the most pronounced reduction occurring on day 4. An increase in the generalized polarization 
values was observed in the microdomains of both zones in Diamant 2, except on day 7, when a decrease in microviscosity 
was recorded. Hence, the microviscosity changes detected in the lipids of the studied microdomains, under both control 
and stress conditions, suggest that chloroplast membrane microdomains in wheat leaves may not only be involved in 
cellular responses to stress, but may also participate in other physiological and biochemical processes.
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ВВЕДЕНИЕ
Засуха оказывает значимый отрицательный эффект 

на развитие растений [1]. Ответная реакция растений 
зависит от интенсивности и продолжительности стресса, 
генотипа растения, стадии развития и экологических 
факторов, обусловливающих стресс. Лучшее пони-
мание механизмов, позволяющих растениям адапти-
роваться и обеспечивать рост и продуктивность во 
время стресса, важно для развития новых стратегий 
в селекции устойчивых генотипов посредством гене-
тических манипуляций [2]. Адаптивные возможности 
растений в значительной степени зависят от того, 
насколько они способны сохранять текучесть мембран 
и предотвращать фазовый переход липидов при дей-
ствии стрессоров [3]. В условиях стресса биологические 
мембраны меняют свои свойства, что отражается на 
их биофизических параметрах. Важным показателем 
физико-химического состояния биологических мембран 

является микровязкость их липидного матрикса. Данный 
показатель определяет работу многочисленных мем-
браносвязанных ферментных комплексов, в том числе 
компонентов сигнальных систем, запускающих ответные 
реакции на стресс и адаптационные процессы. Известно, 
что биологические мембраны неоднородны по своей 
структуре, в них имеются более упорядоченные, плотно 
упакованные области, именуемые липидными рафтами, 
или микродоменами [4]. Микродомены высокодина-
мичны, они быстро образуются и также быстро рас-
падаются в зависимости от функций, выполняемых 
мембраной [5]. Показано, что бислойная липидная 
мембрана обладает транслатеральной асимметрией 
и рафты могут существовать независимо друг от друга 
во внешнем и внутреннем листах биомембраны [4]. 
Доказано, что рафтовые структуры принимают участие 
во многих клеточных процессах, таких как передача 
сигнала, эндоцитоз, импорт дезоксирибонуклеиновых 
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кислот, участие в механизмах защиты растений от 
неблагоприятных факторов [6]. Таким образом, сумма 
новых знаний и экспериментальных наработок в этой 
области мембранологии, полученных в последнее время, 
позволяет считать, что рафтовые липидные домены 
являются одним из принципов, организующих функ-
ционирование биологических мембран [7].

Мембраны хлоропластов интересны тем, что они 
задействованы в процессе фотосинтеза и выполняют 
множество разных функций, от которых, в частности, 
зависит урожайность сельскохозяйственных зерновых 
культур [8]. Известно, что мембранные белки особенно 
важны для функционирования фотосинтетического 
аппарата. В свою очередь, функционирование мем-
бранных белков зависит от липидного матрикса, в который 
они погружены, и изменения в физических свойствах 
основных мембранных липидов могут оказывать влияние 
на структуру и функции белковых комплексов хлоро-
пластов [2]. В настоящее время доказано, что белки 
были обнаружены в составе липидных рафтов [9]. Ранее 
нами было показано наличие двух видов микродоменов 
в мембранах хлоропластов пшеницы [10]. Оценка микро-
вязкости липидных микродоменов в условиях стресса 
может способствовать пониманию фундаментальных 
механизмов стрессовой устойчивости растений. Целью 
данной работы являлось изучение степени упорядочен-
ности липидного матрикса микродоменов мембран хло-
ропластов листьев устойчивого (Бурятская остистая) и 
чувствительного (Диамант 2) к дефициту влаги сортов 
пшеницы в условиях почвенной засухи.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследования являлись два сорта мягкой 

яровой пшеницы (Triticum aestivum L.): устойчивый 
к засухе сорт Бурятская остистая и чувствительный 
к влаге сорт Диамант 2, которые были выращены в 
контролируемых условиях климатической камеры CLF 
PlantMaster (CLF Plant Climatics GmbH, Германия), уста-
новленной на фитотроне Сибирского института физио-
логии и биохимии растений СО РАН (г. Иркутск, Россия). В 
качестве субстрата использовали почву (смесь перегноя, 
песка и торфа в соотношении 1:1:1). В камере под-
держивался 16-часовой фотопериод с интенсивностью 
света 300 мкМоль (фотон)/м-2×с-1, дневной/ночной тем-
пературой 23/16 °C и относительной влажностью 60%. 
Для каждого сорта одну группу растений поддерживали 
в состоянии оптимального влагообеспечения 60% от 
полной влагоемкости почвы (контроль), тогда как во 
второй группе растений начиная со стадии трех листьев 
полив ограничивали до тех пор, пока содержание воды 
в почве не снизится до 30% от полной влагоемкости 
почвы (водный дефицит или засуха). Уровень воды в 
почве поддерживали весовым методом. Отбор листьев 
проводили в разные дни продолжительности засухи: 1-й 
день, 4-й, 7-й и 10-й дни ограничения полива. Образцы 
листьев пшеницы полностью срезали с растения и замо-
раживали в жидком азоте.

Хлоропласты типа В (неразрушенные хлоропласты) 
получали с помощью метода дифференциального 

центрифугирования [11]. Контроль чистоты фракций 
хлоропластов и оценку их интактности проводили с 
использованием инвертированного биологического 
микроскопа Axio observer Z1 (Carl Zeiss, Германия). 

Определение количества активных форм кислорода 
(АФК) проводили при помощи 2’,7’-дихлорофлуоресцеин 
диацетата (H2DCF-DA). Флуоресценцию образовавшегося 
DCF измеряли на спектрофлуорофотометре RF-5301 PC 
(Shimadzu, Япония). Для возбуждения флуоресценции DCF 
использовали свет с длиной волны 480 нм, испускание 
регистрировали на длине волны 524 нм. Содержание 
АФК рассчитывали в относительных единицах на мил-
лиграмм белка [12]. Количество белка в полученных 
образцах определяли методом Бредфорда [13].

Выделение липидных рафтов из суспензии хло-
ропластов проводили по модифицированному нами 
методу. После центрифугирования в области 5 и 15% 
градиента сахарозы были выявлены две опалесцирующие 
зоны. Показано, что обе зоны относятся к липидным 
рафтам [10]. В связи с этим для настоящего исследования 
были взяты обе опалесцирующие зоны: зона 1 (Р1; 5%) 
и зона 2 (Р2; 15%). Эти градиенты собирали и хранили 
во фризире при минус 80 °С до начала проведения 
экспериментов. 

Степень упорядоченности липидного бислоя оце-
нивали с помощью липофильного зонда – лаурдана 
(2-диметиламино-6-додеканоилнафталин). Приме-
нение этого зонда обусловлено тем, что положение 
максимумов его экстинкции и эмиссии определяется 
соотношением жидко- и твердофазных доменов в мем-
бране, которое обычно оценивается по генерализо-
ванной поляризации (ГП) флуоресценции лаурдана  
GPex = (I440 – I490)/(I440 + I490), где I440 и I490 – интен-
сивность флуоресценции лаурдана при 440 и 490 нм 
соответственно. Величины ГП ниже +0,25 соответ-
ствуют неупорядоченным жидкофазным доменам, а 
выше +0,5 – упорядоченным-твердофазным [14]. Концен-
трация лаурдана должна быть достаточно низка, чтобы, 
с одной стороны, не было влияния на ацильные цепи 
липидов в мембране, а с другой стороны, чтобы избежать 
быстрого тушения флуоресценции [5]. Зонд лаурдан 
добавляли к выделенным рафтам (40 мкг белка/мл)  
до конечной концентрации 5 мкМ и инкубировали в 
течение 30 мин при температуре 23 °C. Спектры флу-
оресценции регистрировали в кювете длиной 1 см на 
спектрофлуориметре RF-5301 PC (Shimadzu, Япония) 
при температуре 23 °C.

Для проведения статистической обработки данных 
использовали программные пакеты Microsoft Excel 
и SigmaPlot 12.5. Эксперименты проводили в 3–5 
независимых повторностях. Полученные данные 
представляли в виде средней арифметической M, а 
разброс значений – в виде стандартного отклонения 
±SD. С помощью критерия Шапиро – Уилка проверяли 
нормальность распределения1 [15]. При нормальном 
распределении для доказательства наличия значимых 
различий между средними применяли t-тест. Различия 
между экспериментальными данными считали стати-
стически значимыми при P < 0,05 и P < 0,001.

1ГОСТ Р ИСО 5479-2002. Статистические методы. Проверка отклонения распределения вероятностей от нормального 
распределения. М.: Госстандарт России, 2002. 31 с
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Различные стрессовые факторы, в том числе и 

засуха, способны приводить к образованию в клетках 
растений АФК и, как следствие, к изменению важных 
физиолого-биохимических процессов в растительном 
организме. Показано, что большие количества АФК 
оказывают повреждающее действие, вызывая окис-
ление липидов, белков и ферментов, необходимых для 
функционирования хлоропластов и клетки в целом, в то 
время как в небольших количествах АФК функционируют 
как сигнальные молекулы [16]. В то же время степень 
повреждения растительной клетки в результате действия 
абиотических стрессовых факторов зависит от вида и 
сорта растения, продолжительности воздействия и пере-
носимости стресса [17]. В связи с этим для исследования 
нами были выбраны сорта яровой пшеницы с разной 
степенью устойчивости к дефициту влаги. Для оценки 
стрессового воздействия проанализировано накопление 
АФК в изолированных хлоропластах исследуемых сортов. 
Полученные результаты (таблица) показывают индукцию 
окислительного стресса в хлоропластах листьев сорта 
Диамант 2 начиная с 4-го дня почвенной засухи, мак-
симум отмечался на 7-й день и снижался к 10-му дню 
стрессового воздействия по сравнению с контролем.

Отмечено, что в контроле по всем дням содержание 
АФК снижалось на 4-й и 7-й день роста растений, а к 
10-му дню становилось на уровне с 1-м днем. В варианте 
с засухой содержание АФК по сравнению с 1-м днем 
поднималось и держалось примерно на одном уровне. 
Ранее в работе [18] было показано, что окислительный 
стресс развивается интенсивнее в листьях ячменя сорта, 
который менее устойчив к дефициту влаги, так как содер-
жание АФК увеличивалось на 100% по сравнению с 
контролем. В этой же работе показано, что в листьях 
засухоустойчивого сорта ячменя содержание АФК уве-
личивалось на 50%. Количество АФК в хлоропластах 
листьев Бурятской остистой в условиях почвенной засухи 
по сравнению с контролем увеличивалось только на 
7-й день и на 10-й день снова снижалось.

Известно, что первичной мишенью стрессовых воз-
действий являются клеточные мембраны. В связи с этим 
большинство косвенных методов оценки устойчивости 
растений к стрессовым факторам основано на опреде-
лении состояния мембранных систем клеточных органелл 
[19]. Важным показателем физико-химического состояния 
биологических мембран является микровязкость мембран, 
которая определяется природой мембранных липидов. 
Степень микровязкости мембран зависит от многих фак-
торов, например содержания стеринов, состава жирных 

кислот, состояния и количества белков в мембране, рН, 
ионной силы и т.д. Все эти факторы влияют на характер 
упаковки бислоя и подвижность его компонентов. Микро-
вязкость мембранных липидов является своеобразным 
«датчиком», который запускает ретроградные сигналы, 
контролирующие, к примеру, экспрессию десатураз, тем 
самым адаптируя мембрану к изменениям окружающей 
среды и оптимизируя преобразование энергии в фото-
синтезирующих организмах [20]. Степень упорядочен-
ности липидного матрикса микродоменов хлоропластов 
пшеницы анализировали с помощью флуоресцентного 
липофильного зонда – лаурдана (рис. 1, 2).
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Рис. 1. Генерализованная поляризация рафтов зоны 1 (Р1) (а)  
и рафтов зоны 2 (Р2) (b) хлоропластов пшеницы сорта 
Бурятская остистая в контроле и в условиях засухи 
(* – наличие статистически значимых различий между 
вариантами контроля и засухи по дням (P ≤ 0,001), 
значимость различий рассчитана с помощью t-теста)

Fig. 1. Generalized polarization of rafts of zone 1 (P1) (a) 
and rafts of zone 2 (P2) (b) of chloroplasts of wheat of the 
Buryatskaya ostistaya variety in the control and under drought 
conditions (* – presence of statistically significant differences 
between the control and drought variants by days (P ≤ 0.001), 
the significance of differences was calculated using the t-test)

Содержание активных форм кислорода в хлоропластах листьев пшеницы, отн. ед. / 1 мг белка

Content of active oxygen forms in chloroplasts of wheat leaves, relative units / 1 mg protein

День
Сорт пшеницы

Бурятская остистая Диамант 2
Контроль Засуха Контроль Засуха

1 38±0,9 24±1,5* 47±1,3 37±1,7*
4 19±0,3 13±1,2* 40±0,6 52±1,5*
7 24±0,3 32±0,6* 36±1,2 55±0,3*

10 59±1,2 43±0,3* 46±1,0 55±0,6*
Примечание. * – наличие статистически значимых различий между вариантами контроля и засухи по дням (P ≤ 0,001), 
значимость различий рассчитана с помощью t-теста.
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Рис. 2. Генерализованная поляризация рафтов зоны 1 (Р1) (а)  
и рафтов зоны 2 (Р2) (b) хлоропластов пшеницы сорта 
Диамант 2 в контроле и в условиях засухи (* – наличие 
статистически значимых различий между вариантами 
контроля и засухи по дням (P ≤ 0,05), значимость различий 
рассчитана с помощью t-теста)

Fig. 2. Generalized polarization of rafts of zone 1 (P1) (a) 
and rafts of zone 2 (P2) (b) of chloroplasts of wheat variety 
Diamant 2 in control and under drought conditions  
(* – presence of statistically significant differences  
between control and drought variants by days (P ≤ 0.05),  
the significance of differences was calculated using the t-test)

Рассматривая изменения значений ГП в рафтовых 
структурах изучаемых сортов (см. рис. 1, 2), можно 
отметить, что микровязкость липидов увеличивалась 
в 1-й день засухи в рафтах Р1 у сорта Бурятская остистая 
(от 0,20 до 0,24), а также в рафтах Р1 (от 0,10 до 0,19) 
и рафтах Р2 (от 0,31 до 0,37) у сорта Диамант 2. На 
4-й день величина ГП увеличивалась только у сорта 
Диамант 2 в Р1 (от 0,23 до 0,33) и в Р2 (от 0,23 до 0,35). 
На 10-й день засухи степень упорядоченности липидов 
возрастала только в Р2 у сорта Диамант 2 (см. рис. 1, 2). 
Ранее показано, что обезвоживание приводило к повы-
шению микровязкости липидного матрикса мембран 
хлоропластов, выделенных из 4- и 7-дневных листьев 
ячменя, что вместе с данными о повышении содержания 
пигментов и белков свидетельствует в пользу снижения 
подвижности липидов фотосинтетических мембран 
молодых проростков. В старых листьях ячменя наблюдался 
обратный эффект. Умеренное обезвоживание 11-дневных 
проростков приводило к снижению содержания белка и 
увеличению «текучести» липидного бислоя, что может быть 
связано со снижением уровня гранальности фотосинте-
тических мембран. Таким образом, фотосинтетические 
мембраны стареющих листьев ячменя являются наи-
более чувствительными к обезвоживанию [21]. Следует 

отметить, что изменение микровязкости микродоменов 
по мере роста как в контроле, так и в условиях засухи (по 
сравнению с 1-м днем) сортоспецефично (см. рис. 1, 2).  
У засухоустойчивого сорта (Бурятская остистая) микро-
вязкость липидов в Р1 существенно снижалась к 10-му 
дню роста (от 0,19 до 0,06), тогда как в Р2 не данный 
показатель изменялся. Обратная тенденция наблюдалась 
у сорта, неустойчивого к дефициту влаги (Диамант 2). 
Микродомены в Р1 становились плотнее начиная с 3-го 
дня, особенно в контроле, в то время как в Р2, наоборот, 
происходило понижение значений ГП (см. рис. 2). 

Известно, что пигменты виолаксантин и зеаксантин 
могут быть включены в регуляцию молекулярной 
динамики мембран хлоропластов и оказывают большее 
влияние на их термодинамические параметры по срав-
нению с другими каротиноидами. Существуют экспери-
ментальные доказательства определенной ориентации 
зеаксантина в липидных бислоях, где длинная ось зеак-
сантина расположена перпендикулярно к поверхности 
мембран. Результатом такой ориентации является 
заметное уменьшение текучести липидов, кристалли-
зация мембран и уменьшение мембранной проницае-
мости для малых молекул [22]. Кроме этого показано, 
что превращение виолаксантина в зеаксантин делает 
тилакоидную мембрану более упорядоченной, так как 
значения генерализованной поляризации постепенно 
увеличивались [23].

Липидный состав микродоменов зависит от мем-
браны, из которой они были получены. В настоящее 
время известно, что липиды мембран хлоропластов 
представлены в основном моногалактозилдиаилглице-
ролом (МГДГ) и дигалактозилдиацилглицеролом (ДГДГ [24].  
В микродоменах хлоропластов галофитов в нормальных 
условиях также преобладает МГДГ. Известно, что при 
воздействии солевого стресса содержание МГДГ в рафтах 
хлоропластов существенно снижалось [25]. Показано, 
что чем выше содержание МГДГ в липосомах ДГДГ-МГДГ 
(70:30), тем ниже значение ГП (0,4) [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ степени упорядоченности липидного матрикса 

исследуемых микродоменов показал, что эти структуры 
участвуют в ответных реакциях на создаваемые условия 
стресса. Особенно это наблюдается в изменениях ГП Р1 
исследуемых сортов. Кроме того, показаны изменения 
ГП и в контрольных вариантах, что также указывает 
на вовлечение микродоменов в физиологические про-
цессы, проходящие с участием мембран хлоропластов. 
Из полученных результатов видно, что хлоропласты 
неустойчивого к стрессу сорта генерируют высокий 
уровень АФК, что, возможно, отражается на степени 
упорядоченности липидов исследуемых микродоменов. 
Таким образом, оценка уровня АФК показала, что в 
хлоропластах засухоустойчивого сорта (Бурятская 
остистая) содержание АФК было ниже контроля, а в 
сорте, неустойчивом к дефициту влаги (Диамант 2), нао-
борот, превышало контрольные значения. Эти данные 
свидетельствуют о наличии окислительного стресса в 
хлоропластах листьев неустойчивого к дефициту влаги 
сорта (Диамант 2). Возможно, в связи с этим больше 
значимых отличий в значениях ГП выявлено в микро-
доменах этого же сорта. 
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