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Аннотация. Н+-АТФаза и Н+-пирофосфатаза тонопласта используют энергию, 

освобождающуюся при гидролизе АТФ и пирофосфата. Эти ферменты являют компонентами 
протонной сигнальной системы и рН-стата клетки. В связи с тем, что данные о возможном 
соподчинении активности Н+-помп тонопласта, а также зависимости такового от 
физиологического статуса клетки фрагментарны, данное исследование нацелено на анализ 
изменения активности протонных помп тонопласта в ходе роста растяжением на примере 
клеток суспензионной культуры табака BY-2 дикого типа и линии NAS. 
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В клетках растений имеется большое число ферментов, которые катализируют 

разнообразные биохимические процессы. Среди этих ферментов особое место 
принадлежит Н+-АТФазе плазмалеммы и тонопласта. Н+-АТФаза использует энергию, 
освобождающуюся при гидролизе АТФ для того, чтобы переносить через клеточную 
мембрану ионы водорода. Тем самым, создается электрохимический градиент ионов 
водорода, который имеет огромное значение в поддержании жизнеспособности 
растительной клетки. Аналогично, Н+-пирофосфатаза тонопласта использует энергию, 
освобождающуюся при гидролизе пирофосфата, для генерации электрохимического 
градиента ионов водорода на вакуолярной мембране. Совместно с Н+-АТФазой 
плазмалеммы эти ферменты являются важнейшими компонентами протонной 
сигнальной системы и рН-стата растительной клетки. Предполагается совместное 
участие протонных помп тонопласта и плазмалеммы в реализации специфичного для 
растительных клеток роста растяжением. Хорошо известно, что ауксин специфично 
стимулирует работу Н+-АТФазы плазмалеммы, однако данные о регуляции протонной 
АТФазы тонопласта отсутствуют. 

У растений протонная V-АТФаза тонопласта осуществляет целый ряд функций, в 
первую очередь, поддержание ионного и метаболического гомеостаза посредством 
генерации трансмембранного потенциала на тонопласте [Dettmer et al., 2006; 
Schumacher, 2006]. Данный фермент идентифицируется в мембранах провакуолей, 
эндоплазматического ретикулума, аппарата Гольджи и т.д. Растительные V-АТФазы 
принимают участие в процессах эндо- и экзоцитоза и играют важную роль в регуляции 
эмбрионального развития и роста клеток растяжением [Strompen et al., 2005; Dettmer et 
al., 2006; Schumacher, 2006]. Она представляет собой широко распространенный Н+-
транспортирующий фермент эукариотических клеток и состоит из нескольких 
субъединиц, образующих два домена: периферический надмембранный (V1) и 
мембранный интегральный (Vo). Домен Vо обеспечивает транспорт протонов, а V1 
осуществляет гидролиз АТФ [Beyenbach, Wieczorek, 2006; Martinoia et al., 2007]. 
Предполагают, что сначала происходит сборка доменов, а затем их объединение с 
образованием функционально активного фермента. Н+-пирофосфатаза использует 
энергию пирофосфата для генерации протонного градиента [Maeshima, 2000]. Для ряда 
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организмов, включая растения, было показано наличие двух типов пирофосфатаз, 
различающихся своей активностью, значением и локализацией в клетке [Drozdowicz, 
Rea, 2001]. К сожалению, достаточно долго этот протон-транспортирующий фермент 
исследовался не столь активно, как уже рассмотренные выше представители 
протонных АТФаз. В связи с этим особый интерес представляет анализ изменения 
активности вакуолярных протонных насосов в ходе роста растяжением. 

Исследование проведено на клетках суспензионной культуры табака BY-2 
(Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow) дикого типа и линии NAS（рис. 1）, 
характеризующейся пониженным содержанием ауксинсвязывающего белка 1 (АСБ1). 
Этот белок, предположительно, участвует в рецепции и/или трансдукции ауксинового 
сигнала. Однако механизм его участия достаточно дискуссионен. 

Поэтому в нашей работе были поставлены следующие задачи: 
1. Проанализировать интенсивность работы протонных помп тонопласта в ходе 

роста растяжением; 
2. Оценить экспрессию генов, кодирующих Н+-пирофосфатазу тонопласта и 

субъединицы вакуолярной Н+-АТФазы, в ходе роста растяжением; 
3. Выявить роль АСБ1 в регуляции работы протонных насосов тонопласта в ходе 

роста растяжением. 

 
Рис. 1. Фотографии клеток суспензионной культуры. 

 
В результате наших экспериментов показано усиление экспрессии генов, 

кодирующих субъединицы G1 и В Н+-АТФазы тонопласта, на 14 день развития 
культуры табака BY-2 дикого типа. Именно этот этап развития характеризовался 
максимальным ростом растяжения. Усиление экспрессии согласуется с увеличением 
содержания субъединиц в составе тонопласта, что подтверждается блотт-анализом. 
Дальнейшие эксперименты были проведены с использованием очищенной фракции 
тонопласта, полученной разделением с помощью сахароза/сорбит градиента. Чистота 
фракции доказана в присутствии специфичного ингибитора – бафиломицина, который 
практически полностью ингибировал гидролитическую активность фракции (рис. 2). 
Последующий анализ интенсивности гидролиза Н+-АТФазы тонопласта показал, что 
функция фермента была максимальной именно на 14 день развития культуры и, как 
видно из рис. 1, на этапе интенсивного роста растяжением. 

Совершенно иной была закономерность для клеток линии NAS. Показано 
отсутствие существенного усиления роста растяжением у этих клеток. Показано также 
отсутствие усиления экспрессии генов, кодирующих субъединицы Н+-АТФазы 
тонопласта, что коррелировало с отсутствием увеличения содержания 
соответствующих белков в составе вакуолярной мембраны. Следует отметить и то, что 
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усиление гидролитической активности фермента на 14 день развития выявить не 
удалось. 

 
 
Рис. 2. Ингибиторный анализ Н+-АТФазы тонопласта клеток суспензионной 

культуры табака. 
 
У клеток табака пирофосфатаза кодируется несколько генами. Полученные 

результаты указывают, что 2 из 3-х проанализированных генов отличаются снижением 
уровня накопления транскриптов у культуры клеток табака дикого типа. Это снижение 
экспрессии полностью согласуется с данными об уменьшении числа ферментов в 
составе тонопласта и линейным снижением гидролитической активности фермента. 

Клетки линии NAS характеризовались, напротив, усилением интенсивности 
экспрессии генов, кодирующих ферменты и гидролитической активности самого 
фермента на 2 неделю, что больше соответствовало изменениям Н+-АТФазы. 

Таким образом, на модельной системе, представленной синхронизированными 
клетками суспензионной культуры табака BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow), 
выявлены различия в характере экспрессии генов, кодирующих субъединицы Н+-
АТФазы тонопласта и пирофосфатазы, согласующиеся с накоплением белков в составе 
соответствующих мембран и их гидролитической активности в ходе роста 
растяжением. Впервые показано участие АСБ1 в регуляции работы протонных помп 
тонопласта. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке гранта РФФИ № 16-
04-00743, с использованием оборудования Ресурсного центра СПбГУ «Развитие 
молекулярных и клеточных технологий». 
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Abstract. Tonoplast H+-ATPase and H+-pyrophosphatase use energy released during hydrolysis 

of ATP and pyrophosphate. These enzymes are components of the proton signaling and pH-stat 
system of plant cells. A possible mechanism of cross-regulation of these enzymes during physiological 
changes in tested cells is still under discussion. This investigation is focused on changes in tonoplast 
proton pumps activity during elongation growth and was provided with tobacco suspension culture 
By-2 (wt and NAS lines). 
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