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Установлено повышение активности фермента в листьях мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.) 
при солевом стрессе, что связано с поддержанием скорости функционирования цикла трикарбо-
новых кислот за счет притока дополнительных субстратов. Увеличение активности дегидрогеназы 
полуальдегида янтарной кислоты (ПЯКДГ) в листьях пшеницы при солевом стрессе, вызванном 
хлоридом натрия (NaCl), достигает максимального значения на 6 ч и составляет 12.2 E/г сырой 
массы. Активация исследуемого фермента обеспечивает поддержание необходимого уровня АТФ 
за счет дополнительного поступления дыхательного субстрата в ЦТК при действии стрессово-
го фактора. Установлена генетическая детерминация ПЯКДГ. На основании мРНК гомеологич-
ных генов SSADH разработаны специфические праймеры для оценки уровня их транскриптов. 
Показано изменение содержания транскриптов генов фермента ПЯКДГ в листьях пшеницы при 
действии солевого стресса. Сравнительный анализ изменения активности ПЯКДГ и экспрессии 
исследуемых генов в листьях пшеницы в условиях солевого стресса свидетельствует о регуляции 
данного энзима за счет изменения их транскрипционной активности. Базовый вклад в изменение 
содержания транскриптов ПЯКДГ вносит ген SSADH А-субгенома. Выявлено наличие специфи-
ческого сайта связывания солезависимого транскрипционного фактора WRKY в составе промо-
тора гена SSADHA. Увеличение содержания транскриптов WRKY может обеспечивать регуляцию 
экспрессии гена SSADHA при адаптации растений к стрессовому воздействию при взаимодей-
ствии со специфическим сайтом связывания, расположенном в области инициации транскрип-
ции его промотора.
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ВВЕДЕНИЕ
Засоление почв представляет собой один 

из самых распространенных факторов, влия-
ющих на продуктивность сельскохозяйствен-
ных культур, в том числе важнейшей зерновой 
культуры, которой является пшеница (Triticum 
aestivum  L.)  [1]. Воздействие засоления пагубно 
влияет на пшеницу, понижая урожайность и вы-
живаемость растения.

Геном пшеницы состоит из 42 хромосом, 
разделенных на 3 близкородственных субгенома 
(AA, BB, DD). Гены и хромосомы, принадлежав-
шие разным видам, и объединенные благодаря 

1	 Дополнительные материалы размещены в электронном виде по 
DOI статьи: 10.31857/S0015330324010088

аллополиплоидизации в одном геноме, назы-
ваются гомеологичными [2]. Гомеологи имеют 
высокий уровень сходства нуклеотидных после-
довательностей, что затрудняет оценку вклада 
генов из каждого субгенома в общий уровень 
экспрессии [3].

Повышенная концентрация солей в почвен-
ном растворе приводит к двум основным воз-
действиям на растение. Во-первых, снижается 
способность растения поглощать воду. Во-вто-
рых, накопление Na+ и Cl– до высоких уровней 
приводит к токсическому воздействию на клет-
ки [4]. Солевой стресс вызывает активацию мно-
гочисленных мессенджерных систем, такие как 
волны повышения концентрации Ca2+, сигналь-
ные пути активных форм кислорода, каскад фос-
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форилирования/дефосфорилирования белков, 
гормональные ответы и др. [5]. В конечном итоге 
происходят изменения в метаболизме растения, 
связанные с индукцией или репрессией большо-
го количества белков, участвующих в адаптив-
ных реакциях. Эти процессы затрагивают, в том 
числе, ферменты цикла трикарбоновых кислот 
(ЦТК), компоненты электрон-транспортной 
цепи (ЭТЦ) растений и альтернативные и шун-
тирующие метаболические пути, такие как шунт 
γ-аминомасляной кислоты [6]. Роли шунта γ-а-
миномасляной кислоты в адаптации растений к 
стрессовым условиям уделяется большое внима-
ние в настоящее время [7, 8].

Дегидрогеназа полуальдегида янтарной кис-
лоты (ПЯКДГ, КФ 1.2.1.16) является ферментом 
шунта γ-аминомасляной кислоты, катализиру-
ющим превращение янтарного полуальдегида 
в янтарную кислоту, с образованием НАД∙H. 
Данный этап шунта обеспечивает не только 
обходной путь ЦТК, но и его координацию и 
трансформацию ЭТЦ, в связи с образованием 
субстрата для второго комплекса цепи  – деги-
дрогеназы янтарной кислоты [9].

Согласно опубликованным данным, боль-
шое количество генов мягкой пшеницы явля-
ются дифференциально экспрессируемыми при 
солевом стрессе [10]. Изменения экспрессии на-
правлены на противодействие влиянию засоле-
ния. Особую роль в данном случае играют фак-
торы транскрипции, которые непосредственно 
активируют или подавляют транскрипцию генов 
в ответ на солевое воздействие. Одним из круп-
нейших семейств транскрипционных факторов 
растений является WRKY. Известно, что белки 
WRKY участвуют в адаптации растений к соле-
вому стрессу [11].

В связи с этим, целью работы является иссле-
дование влияния солевого стресса на функцио-
нирование дегидрогеназы полуальдегида янтар-
ной кислоты в листьях пшеницы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования были 14-днев-

ные проростки мягкой пшеницы (Triticum 
aestivum L.), выращенные гидропонным методом 
при 14-часовом световом дне с интенсивностью 
света 90 мкмоль квантов/(м2 с), при температуре 
окружающей среды 25°С.

Солевой стресс инициировался помещени-
ем проростка пшеницы, с предварительно уда-
ленной корневой системой, в 150 мМ водный 
раствор хлорида натрия. Удаление корней осу-
ществляли для изучения непосредственного 
влияния Na+ и Cl– на регуляцию метаболиче-
ских процессов в листьях пшеницы, поскольку 
корневая система служит селективным барье-
ром для радиального транспорта ионов до того, 

как они попадут в стелу и далее в ткани листьев. 
Концентрации было достаточно, чтобы вызвать 
изменения в обмене веществ без серьезного по-
вреждения растений [12]. Инкубация в солевом 
растворе опытной группы прерывалась спустя 1, 
3, 6, 12 и 24 ч после начала эксперимента. В кон-
трольной группе были растения, помещенные 
на 24 ч в воду.

Активность ПЯКДГ измерялась спектро-
фотометрически, основываясь на увеличении 
оптической плотности в кювете при λ = 340 нм, 
связанном с образованием НАДH [13]. За  фер-
ментативную единицу (Е) принимали количество 
фермента, катализирующего превращение 1 мк-
моль янтарного полуальдегида за 1 мин при 25°С.

Для оценки экспрессии генов ПЯКДГ пше-
ницы были сконструированы праймеры (табл. 1, 
Дополнительные материалы), для каждого из го-
меологичных генов (SSADHA  – LOC123132549, 
SSADHB  – LOC123136622, SSADHD  – 
LOC123144134) [14]. Нуклеотидные последова-
тельности мРНК генов ПЯКДГ Triticum aestivum 
были взяты из международной базы данных 
NCBI.

Подбор праймеров для гена WRKY3 
(LOC100192142) осуществлялся с использо-
ванием программы Primer-BLAST на основе 
нуклеотидных последовательностей из меж-
дународной базы данных NCBI. Олигонуклео-
тидные последовательности праймеров: прямой 
5'-GTCCCCTGTTTTCAGGTTCA-3', обратный 
5'-GCTCAGTCTCCTGTGGGAAG-3'.

Анализ потенциальных сайтов связывания 
факторов транскрипции WRKY в промоторных 
областях генов SSADH пшеницы был выполнен 
с использованием базы данных PlantRegMap 
(http://plantregmap.gao-lab.org/). Нуклеотидные 
последовательности промоторных областей ге-
нов дегидрогеназы янтарного полуальдегида 
были взяты из базы данных NCBI.

Выделения нуклеиновых кислот проводили 
фенол-хлороформным методом [15].

Обратную транскрипцию для синтеза кДНК 
проводили с помощью набора реактивов “MMLV 
RT kit” (Евроген, Россия) согласно рекоменда-
циям производителя.

Полимеразная цепная реакция в реальном 
времени проводилась с использованием ранее 
полученной кДНК из суммарной клеточной 
РНК. Красителем служил SYBR Green I, а для 
нормализации реакции использовался ген фак-
тора элонгации ef-1ά [16].

Реакция осуществлялась на приборе 
LightCycler 96 (Roche, Швейцария). Параметры 
амплификации: первичная денатурация при 
95°С в течение 5 мин, затем цикл: 95°С – 20 с, 
54–59°С  – 30 с, 72°С  – 40 с, финальная элон-
гация при 72°С в течение 10 мин. При помощи 
программного обеспечения Opticon MonitorTM 
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Software (Biorad, США) с применением 2-ΔΔCt-ме-
тода были определены относительные уровни 
транскриптов [17].

Опыты проводили в трех биологических и 
четырех аналитических повторностях. Данные 
были подвергнуты двустороннему дисперсион-
ному анализу (ANOVA) с использованием про-
граммного обеспечения для анализа данных 
STATISTICA версии 9.0 (Statsoft Wipro, USA). 
Результаты представлены в виде средних зна-
чений и стандартных отклонений (SD). Обсуж-
даются статистически значимые различия при 
P < 0.05 [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты исследования активности ПЯКДГ 

в листьях пшеницы при солевом стрессе указы-
вают на увеличение анализируемого показателя 
сразу после третьего часа инкубации в солевом 
растворе, достигая максимума на 6  ч и состав-
ляя 12.15 E/г сырой массы (рис.  1). Это  значе-
ние превышает контрольное в 2.82  раза. Затем 
активность снижалась, приближаясь к уровню в 
контрольных образцах (рис. 1), достигая величи-
ны 3.85 Е/г сырой массы на 24 ч эксперимента.

Результаты анализа относительных уров-
ней транскриптов гомеологичных генов SSADH 
в листьях пшеницы показали, что в нормаль-
ных условиях основной вклад в общий уровень 
экспрессии вносит ген SSADHА. Ген  SSADHB 
практически не экспрессируется в норме. Отно-
сительный уровень экспрессии гена SSADHD в 
23.9 раз ниже такового для SSADHА (рис. 2).

Исследование влияния солевого стресса 
на изменение относительного уровня транс-
криптов генов ПЯКДГ в листьях пшеницы по-
казало их дифференциальную экспрессию в 
разное время эксперимента. Для SSADHA отно-
сительный уровень транскриптов увеличивает-
ся, достигая максимального значения к 6 ч ин-
кубации. В  дальнейшем, уровень транскриптов 
исследуемого гена снижается, достигая величин 
ниже контрольных в 1.4 раза (рис. 3). Уровень 
транскриптов гена SSADHB на протяжении все-
го эксперимента уменьшается, к 24 ч достигая 
значения в 1.9 раза ниже контрольного (рис. 
3). Характер изменения уровня транскриптов 
SSADHD схож с таковым для SSADHА. Макси-
мальную величину показатель принимает за 6 ч 
инкубации, а к 24 ч снижается в 3.5 раза по срав-
нению с контрольным (рис. 3).

Установлено, что общий уровень транс-
криптов обусловлен экспрессией триады (A, 
B, D) гомеологичных генов, при этом, каждый 
из них вносит неравнозначный вклад (рис. 4). 
Основной вклад в уровень мРНК исследуемо-
го фермента при солевом стрессе вносит ген 
SSADHA (от 95.4 до 98%). Засоление незначи-
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Рис. 1. Активность дегидрогеназы полуальдегида ян-
тарной кислоты в листьях пшеницы при засолении. 
Ось абсцисс – время инкубации в 150 мМ растворе 
NaCl; К  – контрольный образец. За  ферментатив-
ную единицу (Е) принимали количество фермента, 
катализирующего превращение 1 мкмоль янтарного 
полуальдегида за 1 мин при 25°С.
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Рис. 2. Относительный уровень транскриптов генов 
SSADHA, SSADHB и SSADHD в листьях пшеницы, 
выращенной гидропонным методом с интенсивно-
стью света 90 мкмоль квантов/(м2 с), при температу-
ре окружающей среды 25°С без инкубации в 150 мМ 
растворе NaCl.
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Рис. 3. Относительный уровень транскриптов генов 
SSADHA (белые столбцы), SSADHB (серые столбцы) 
и SSADHD (черные столбцы) в листьях пшеницы в 
стрессовых условиях. Ось абсцисс – время инкубации 
в 150 мМ растворе NaCl; К – контрольный образец.
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тельно влияет на экспрессию гена SSADHB, что 
в целом указывает на невысокую долю транс-
криптов SSADHB в листьях пшеницы при дей-
ствии стрессового фактора. Можно отметить 
активацию гена SSADHD в условиях солевого 
стресса и небольшое увеличение его доли в об-
щем уровне транскрипции на 6 ч эксперимента 
(5% от общего уровня) (рис. 4).

У высших растений одним из крупнейших 
семейств транскрипционных факторов, играю-
щих важную роль в ответной реакции на биоти-
ческий и абиотический стресс, является семей-
ство WRKY [19]. Транскрипционные факторы 
WRKY связывают специфическую промотор-
ную последовательность гена-мишени, извест-
ную как W-box (T)TGAC(C/T), положительно 
или отрицательно регулирующую экспрессию 

генов-мишеней, которые принимают участие в 
физиологическом ответе на изменения в окру-
жающей среде [20]. В  промоторных областях 
SSADHA и SSADHB генома пшеницы были обна-
ружены потенциальные сайты связывания фак-
торов транскрипции WRKY (W-боксы). Промо-
тор SSADHА содержит 7 потенциальных сайтов 
связывания различных WRKY, среди которых 
был представлен WRKY3, активируемый при за-
солении (рис. 5). В промоторе SSADHB обнару-
жено 2 потенциальных сайта связывания WRKY. 
Один из них является репрессором транскрип-
ции. В то же время, промотор SSADHD гена не 
содержал соответствующих сайтов.

В связи с этим проанализировано изме-
нение экспрессии гена WRKY3 и установлено 
увеличение содержания его мРНК в листьях 
пшеницы при засолении. Максимальное содер-
жание транскриптов наблюдалось на 3 ч инкуба-
ции, превышая контрольные значения в 2 раза 
(рис. 5), что соотносится с высокой транскрип-
ционной активностью гена SSADHA в этот пери-
од эксперимента. На  протяжении дальнейшего 
времени экспозиции обнаружено незначитель-
ное снижение экспрессии гена WRKY3 в листьях 
пшеницы.

ОБСУЖДЕНИЕ
Активация ПЯКДГ в листьях пшеницы при 

засолении обеспечивает реорганизацию ЦТК, 
связанную с обходом чувствительных к засо-
лению митохондриальных ферментов, в осо-
бенности 2-оксоглутаратдегидрогеназы [21]. 
Увеличение каталитической активности иссле-
дуемого энзима необходимо для поддержания 
высокого уровня синтеза энергетических эк-
вивалентов за счет дополнительного поступле-
ния дыхательного субстрата в ЦТК. Активация 
шунта γ-аминомаслянной кислоты и ПЯКДГ, 
как энзима, поставляющего сукцинат в ЦТК, 
обеспечивает необходимый окислительно-вос-
становительный статус клетки в условиях соле-
вого стресса [6].

Показано, что солевой стресс активирует 
ПЯКДГ в листьях пшеницы на уровне генома за 
счет изменения транскрипции генов, кодирую-
щих данный фермент. Установлена дифферен-
циальная экспрессия гомеологов гена SSADH с 
сильным доминированием SSADHА. Следова-
тельно, регуляции каталитической активности 
ПЯКДГ в листьях пшеницы при солевом стрес-
се, вероятно, связана с изменением содержания 
транскриптов гена SSADHА. Значительное на-
копление мРНК гена SSADHА в листьях пшени-
цы на 6 ч экспозиции, вероятно, обуславлива-
ет синтез белковых компонентов исследуемого 
фермента, что приводит к увеличению его общей 
ферментативной активности. Наблюдаемые раз-
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Рис. 4. Доля генов SSADH А-субгеномов (черные 
столбцы), B-субгеномов (серые столбцы) и D-суб-
геномов (белые столбцы) в общем уровне содержа-
ния транскриптов дегидрогеназы полуальдегида 
янтарной кислоты в листьях пшеницы в стрессовых 
условиях.
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Рис. 5. Относительный уровень транскриптов гена 
транскрипционного фактора WRKY3 в листьях пше-
ницы в стрессовых условиях. Ось  абсцисс  – время 
инкубации в 150 мМ растворе NaCl; К – контроль-
ный образец.
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личия в экспрессии генов гомеологов ПЯКДГ 
могут быть обусловлены несколькими механиз-
мами, включающими различие степени мети-
лирования промоторов генов, модификациями 
гистонов или другими эпигенетическими осо-
бенностями организации генома пшеницы [10].

Механизмом регуляции экспрессии генов 
SSADH в листьях пшеницы могут выступать 
специализированные транскрипционные фак-
торы [22]. Известно, что фактор транскрипции 
WRKY активируется в ответ на различные стрес-
совые условия и модулирует работу многих ге-
нов, участвующих в адаптации растений [23, 
24]. Ранее было установлено, что увеличение 
экспрессии WRKY3 в томатах усиливало транс-
крипционную активность генов, участвующих в 
управлении абиотическим стрессом, транспорте 
ионов и воды, а также клеточной детоксикации 
[25]. Следовательно, WRKY3 является регуля-
тором толерантности к осмотическому стрессу 
у растений, обеспечивающим контроль транс-
крипционной активности генов за счет взаи-
модействия со специфическими сайтами в их 
промоторных областях. Активация гена SSADHA 
может быть связана с усилением экспрессии гена 
WRKY3, так как данный транскрипционный 
фактор может связываться с промоторами генов 
SSADHА и SSADHB фермента ПЯКДГ, в составе 
которых обнаружены специфические сайты для 
данного фактора транскрипции. Анализ полу-
ченных данных по распределению сайтов транс-
крипционных факторов в промоторах генов 
ПЯКДГ свидетельствует о высокой вероятности 
их регуляции фактором WRKY3, участвующем 
в геномной регуляции листьев в условиях абио-
тического стресса [26]. В исследованных после-
довательностях промоторов генов ПЯКДГ был 
обнаружен набор различных сайтов связывания, 
соответствующих транскрипционным факторам 
типа WRKY, из них один расположен в обла-
сти инициации транскрипции гена SSADHA на 
удалении 388 п.н. от  структурной части гена и 
на удалении 324 п.н. от ТАТА-box, что является 
важным элементом контроля взаимодействия с 
РНК-полимеразой [27, 28].

Таким образом установлено, что солевой 
стресс вызывает увеличение активности деги-
дрогеназы янтарного полуальдегида в листьях 
пшеницы, что может быть обусловлено актива-
цией транскрипции гена SSADHА при действии 
солевого стресса. Базовый вклад в изменение 
содержания мРНК фермента ПЯКДГ вносит ген 
SSADH А-субгенома, в промоторной области ко-
торого обнаружены специфические сайты для 
солезависимого фактора транскрипции WRKY. 
Увеличение содержания транскриптов фактора 
WRKY в листьях пшеницы при солевом стрессе 
обеспечивает молекулярный механизм регуля-
ции транскрипции гена SSADHA при адаптации 

растений к стрессовому фактору. ПЯКДГ отве-
чает за поступление сукцината в цикл Кребса 
посредством окисления сукцинатного полуаль-
дегида. Полученный НАДН в реакциях ЦТК за-
тем может быть использован митохондриальной 
ЭТЦ, что позволяет модулировать окислитель-
но-восстановительный и энергетический статус 
клетки при солевом стрессе.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Министерства науки и высшего образования 
РФ в рамках государственного задания ВУЗам в 
сфере научной деятельности на 2023-2025 годы, 
проект № FZGU-2023-0009.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием людей и животных в 
качестве объектов. Авторы заявляют, что у них 
нет конфликта интересов.
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