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Аннотация. На модельном объекте, представляющем суспензионную культуру клеток 

табака линии BY-2 дикого типаWt и NAS, изучали ацидофицирующую активность Н+-АТФазы 
плазмалеммы по изменению окрашивания индикатора бромкрезолового пурпурового. Впервые 
показана роль АВР1 в регуляции работы протонной помпы плазмалеммы в ходе роста 
растяжением.  
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Ауксин-связывающий белок1 (АВР1) длительное время рассматривался в 

качестве одного из доменов рецептора ауксина на плазмалемме. Однако ряд 
современных данных (создание мутантов abp1-c1) поставило под сомнение 
физиологическое значение АВР1 в механизмах рецепции и трансдукции ауксинового 
сигнала [Gao, 2015]. Однако накоплены данные о том, что внесение извне АВР1 
приводит к увеличению чувствительности протопластов и клеток к ауксину [Barbier-
Brygoo et al., 1991], увеличивает амплитуду гиперполяризации [Venis et al., 1992]. 
Также было выявлено, что АВР1 участвует в регуляции экспрессии генов, кодирующих 
белки, определяющие пластичность клеточной стенки [Paque et al., 2014]. Показано, что 
АВР1 принимает участие в реорганизации цитоскелета в процессе роста, регулирует 
везикулярную секрецию и, посредством этого процесса, определяет перераспределение 
белков-переносчиков ауксинаPIN [Robert et al., 2010; Murphy, Peer, 2012]. Кроме того, 
АВР1 оказывает влияние на рост клеток, а недостаток АВР1 приводит к нарушениям 
роста [Braun et al., 2008]. Эти данные косвенным образом указывают на возможность 
участия АВР1 в регуляции работы Н+-АТФазы плазмалеммы. 

Н+-АТФаза плазмалеммы обеспечивает изменение концентрации протонов  в 
клеточной стенке, что лежит в основе роста растяжением согласно теории 
кислогороста. Активность Н+-АТФазы регулируется рядом факторов, в том числе, 
фитогормоном ауксином. Как именно сигнал передается от ауксина к Н+-АТФазе 
плазмалеммы до сих пор не ясно. Согласно одной из гипотез, одним из звеньев в 
данной передаче сигнала может служить ауксин-связывающий белок1. 

Цель работы: выявить роль белка ABP1 в регуляции работы Н+-АТФазы 
плазмалеммы в ходе роста растяжением. 

Задачи работы: 1) охарактеризовать интенсивность роста растяжением клеток 
суспензионных культур By2 дикого типа и NAS; 2) оценить изменение протон-
транспортирующей активности Н+-АТФазы плазмалеммы в ходе роста растяжением 
клеток суспензионных культур By2 дикий тип и NAS. 

Материалы и методы. Исследование проходило на клетках суспензионной 
культуры табака BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow) линии дикого типа и 
линии NAS (рис. 1), являющейся антисенс трансформантом по АВР1 и 
характеризующейся пониженной интенсивностью роста растяжением. 

Развитие культуры By2 заключается в последовательной смене этапов деления, 
интенсивного роста растяжением и завершения роста. В работе были 
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проанализированы клетки в возрасте 7, 14 и 18 суток, характеризующим основные 
этапы роста клеток суспензионной культуры табака. 

 
Рис. 1. Клетки суспензионной культуры By2 (WT и NAS) в ходе развития. 
 

Для определения интенсивности подкисления экстраклеточного пространства 
протонными помпами плазмалеммы клеток суспензионной культуры табака был 
использован индикатор кислотности бромкрезоловый пурпуровый, диапазон 
использования которого составляет от рН 5,0 до рН 7,0. 100 мг красителя 
бромкрезолового пурпурового растворяли в 3,7 мл 0,05н NaOH. Затем доводили водой 
до 250 мл. Затем готовили необходимый объем 10% раствора бромкрезолового 
пурпурового в культуральной среде с добавлением 0,7% агара (рН 7,0). Конечный 
раствор с индикатором заливали по 4 мл в стерильные чашки Петри (диаметром 40 мм). 
Затем после остывания и затвердевания среды на поверхность добавляли по 3 гр. 
клеток (живых/мертвых/с ванадатом натрия). Клетки убивали нагреванием в 
микроволновой печи. Фиксацию изменение окраски чашек во времени производили 
путем сканирования чашек (HP ScanJet G2710) через каждые 15 минут в течение трех 
часов. Далее изображение конвертировали в черно-белое и определяли интенсивность 
окрашивания при помощи программы ImageJ. Пример изменения окрашивания 
индикатора приведен на рис. 2. 

 
Рис. 2. Изменение протон-транспортирующей активности Н+-АТФазы плазмалеммы 

живых и мертвых клеток (линии Wt) через 180 минут. 
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Результаты. В ходе наших экспериментов показано неравное изменение 
интенсивности ацидофицирующей активности клеток. Для клеток дикого типа 
максимум детектировали в фазу интенсивного роста растяжением на 14 день развития. 
Причем закисление продолжалось и на завершающем этапе измерений, через 3 часа 
после начала эксперимента (рис. 3). Клетки на 7 и 18 день, т.е. при инициации и 
торможении роста, отличались меньшей амплитудой закисления. Выявленное 
снижение рН инкубационной среды было свойственно только живым клеткам и 
опосредовано работой Н+-АТФазы плазмалеммы, так как на всех проанализированных 
этапах развития клеток эта функция в значительной степени блокировалась 
ингибитором протонной помпы – ванадатом натрия. 

 
Рис. 3. Протон-транспортирующая активность Н+-АТФазы плазмалеммы клеток 

линии Wt в возрасте 14 дней. 
Ацидофицирующая активности клеток линии NAS также менялась неравномерно. 

Ее амплитуда была значительно меньше, чем у клеток дикого типа. Однако 
максимальное значение достигалось на 14 день на этапе роста растяжением (рис. 3 и 4), 
как и у клеток дикого типа. Клетки сохраняли чувствительность к ванадату, что 
указывает на участие в развитии закисления Н+-АТФазы плазмалеммы. 

 
Рис. 4. Протон-транспортирующая активность Н+-АТФазы плазмалеммы клеток 

линии NAS в возрасте 14 дней. 
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Таким образом, на модельной системе, представленной синхронизированными 
клетками суспензионной культуры табака BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow) 
дикого типа и NAS, выявлено нелинейное изменение протон-транспортирующей 
активности Н+-АТФазы плазмалеммы в ходе развития. Показано, что снижение 
количества АВР1 приводит к понижению интенсивности роста, амплитуды 
закисляющей способности клеток, опосредованной работой протонной помпы 
плазмалеммы. 

Работа финансируется из средств гранта РФФИ 16-04-00743-а и проводилась с 
использованием ресурсного центра СПБГУ «Развитие молекулярных и клеточных 
технологий». 
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Abstract. The model system represented by tobacco suspension cell culture By-2 wild type and 

line NAS was used for the investigation of H+-ATPase acidifying activity, detected with bromocresol 
purple. It is shown that ABP1 is important for regulation of plasma membrane proton pump activity 
during elongation growth. 
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