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Аннотация. Целью данного исследования являлось получение в гомогенном состоянии препаратов 
сукцинатдегидрогеназы (СДГ) из листьев кукурузы и изучение их характеристик, обеспечивающих 
адаптивную реакцию на солевой стресс. СДГ обладает высоким генетическим полиморфизмом, что 
может указывать на важность участия ее изоферментов в регуляции метаболизма растений и позволяет 
клетке формировать набор молекулярных форм, отличающихся по своим кинетическим и регулятор-
ным характеристикам. При использовании многостадийной очистки молекулярных форм данной фер-
ментной системы были получены ее препараты в гомогенном состоянии. Ионообменная хроматогра-
фия на ДЭАЭ-Sephacel являлась определяющей стадией, позволившей разделить изоферменты иссле-
дуемого энзима из листьев кукурузы при воздействии солевого стресса. Показано, что все изоэнзимы 
десорбируются с ДЭАЭ-Sephacel при разных концентрациях хлорида калия, что может указывать на 
различие в структурной организации полипептидных компонентов изоформ сукцинатдегидрогеназы. 
Удельная активность полученных препаратов составляла 0.935 Е/мг белка и 1.495 Е/мг белка, соответ-
ственно для изоферментов СДГ1 и СДГ2, при этом выход составлял 42.31 и 35.05%. Электрофоретиче-
ские исследования, полученных с помощью ДЭАЭ-целлюлозы изоферментов СДГ, показали, что при 
универсальном проявлении на белок, было показано наличие одной полосы в каждом из исследуемых 
образцов. Следовательно, полученные препараты сукцинатдегидрогеназы являются электрофоретиче-
ски гомогенными. Установлено, что изоферменты сукцинатдегидрогеназы из листьев кукурузы, обла-
дали разной степенью сорбции на ионообменнике ДЭАЭ-Sephacel о чем свидетельствуют результаты 
профиля элюирования с колонки. Десорбция изоферментов СДГ1 и СДГ2 с колонки ДЭАЭ-Sephacel 
происходила при концентрации KCl 91.65 мМ и 174.95 мМ KCl, соответственно, что свидетельствует 
о различии величины поверхностного заряда изоферментов сукцинатдегидрогеназы из листьев куку-
рузы. Изменение значений рН матрикса митохондрий сказывается на конформационных состояниях 
белковых компонентов изоферментов СДГ, в том числе и на поверхностном заряде молекулы и иони-
зации аминокислотных остатков активного центра энзима, что находит отражение в изменении срод-
ства к субстрату. 
Ключевые слова: Zea mays, сукцинатдегидрогеназа, изоферменты, поверхностный заряд, солевой 
стресс. 
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Abstract. The purpose of our study was to obtain homogeneous succinate dehydrogenase (HSD) preparations 
from maize leaves and to study their characteristics determining their adaptive response to salinity stress. HSD 
has high genetic polymorphism, which may indicate the importance of its isoenzymes for the regulation of 
metabolism of plants and allows cells to form sets of molecular forms with different kinetic and regulatory 
characteristics. When using a multi-stage purification scheme of molecular forms of the said enzyme system, 
we obtained its preparations in a homogeneous state. The key stage was ion exchange chromatography on 
DEAE Sephacel. It allowed us to separate the isoenzymes of the studied enzyme from maize leaves under 
salinity stress. The study demonstrated that all isoenzymes are desorbed from DEAE Sephacel at various con-
centrations of potassium chloride, which may indicate the presence of a structural organisation of polypeptide 
components of the isoforms of succinate dehydrogenase. The specific activity of the obtained preparations was 
0.935 U/mg of protein and 1.495 U/mg of protein for isoenzymes HSD1 and SHD2 respectively. The yield was 
42.31% and 35.05%. Electrophoretic analysis of the HSD isoenzymes obtained using DEAE-cellulose demon-
strated that universal development for proteins revealed a single protein band in each of the studied samples. 
Therefore, the obtained preparations of succinate dehydrogenase are electrophoretically homogeneous. The 
study determined that isoenzymes of succinate dehydrogenase from maize leaves had different degrees of sorp-
tion on DEAE Sephacel ion exchanger, which is confirmed by the elution of the components from the column. 
Desorption of the HSD1 and HSD2 isoenzymes from the DEAE Sephacel column occurred when the concen-
trations of KCl were 91.65 mM and 174.95 mM respectively, which means that isoenzymes of succinate de-
hydrogenase from maize leaves have different charges. Changes in the pH of the mitochondrial matrix effect 
the conformational states of the protein components of HSD isoenzymes, as well as the surface charge of the 
molecule and the ionization of amino acid residues of the active centre of the enzyme, which in turn affects the 
affinity to the substrate.  
Keywords: Zea mays, succinate dehydrogenase, isoenzymes, surface charge, salinity stress. 
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Введение 
Сукцинатдегидрогеназа (СДГ, КФ 

1.3.99.1) является гетеротетрамерным 
ферментативным комплексом, участвую-
щим как в цикле Кребса, так и в митохон-
дриальной дыхательной цепи переноса 
электронов [1]. В последнем случае ком-
плекс СДГ также обозначают как ком-
плекс II. Она катализирует реакцию окис-
ления сукцината до фумарата с образова-
нием ФАДН2, который клетка может ис-
пользовать как источник энергии при 
окислительном фосфорилировании.  

Сукцинатдегидрогеназа обладает вы-
соким генетическим полиморфизмом, 
что может указывать на важность участия 
ее изоферментов в регуляции метабо-
лизма растений. Наличие в геноме расте-
ний 8 генов СДГ-системы позволяет 
клетке формировать набор молекулярных 
форм, отличающихся по своим кинетиче-
ским и регуляторным характеристикам 

[2]. Каждый изофермент СДГ в опреде-
ленных условиях может играть важную 
роль, так как это один из механизмов при-
способления растений к стрессовым 
условиям внешней среды. Для того чтобы 
обеспечить реакционную способность и 
стабильность структуры сукцинатдегид-
рогеназы, необходимо присутствие всех 
её четырех субъединиц. При исследова-
нии дрожжей было выяснено, что ста-
бильность двух гидрофильных субъеди-
ниц существенно снижается, если отсут-
ствует одна из гидрофобных. То есть ка-
талитический центр фермента не спосо-
бен функционировать как независимая 
димерная структура без мембранного до-
мена [3]. Однако, в клетках растений по-
казано наличие функционально активной 
формы СДГ, состоящей из двух субъеди-
ниц, при этом акцептором электронов для 
нее может выступать ферредоксин, ти-
пичные потенциалы которого находятся в 
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диапазоне от -155 мВ до -455 мВ, что со-
ответствует величине для принятия элек-
тронов от сукцината (E=28 мВ при pH 7.0) [4]. 

Солевой стресс является важным абио-
тическим фактором, влияющим на мор-
фологию и физиологию растений куку-
рузы. На уровне клеточной физиологии 
накопление натрия в листьях приводит к 
осмотическому стрессу и стрессу от за-
сухи из-за нарушения устьичных функ-
ций, влияющих на поглощение K+ и, как 
следствие, значительной потери воды [5]. 
На митохондриальном уровне NaCl-
стресс вызывает снижение скорости пе-
реноса электронов как для первого, так и 
для второго комплекса ЭТЦ, что свиде-
тельствует о важности СДГ в организа-
ции метаболических процессов в клетке.  

Любое нарушение функциональности 
СДГ, как ключевого фермента ЦТК, мо-
жет вызвать изменения в метаболических 
и дыхательных путях клетки. Недавние 
исследования показали, что NaCl влияет 
на каталитическую активность СДГ [6, 7], 
при этом актуальным представляется ис-
следование характеристик молекулярных 
форм данной ферментной системы, обес-
печивающих адаптивную реакцию на со-
левой стресс.  

Экспериментальная часть 
В качестве объекта исследования ис-

пользовали 14-дневные растения куку-
рузы (Zea mays L.), выращенные гидро-
понными способом при температуре 20ºС 
и 12-часовом световом дне при интенсив-
ности 25 Дж/м2. Солевой стресс модели-
ровали инкубацией проростков в 150 мМ 
растворе NaCl, контрольные растения ин-
кубировались в воде. 

Активность СДГ определяли в листьях 
кукурузы спектрофотометрическим ме-
тодом, основанным на использовании ис-
кусственных акцепторов электронов с со-
ответствующим редокс-потенциалом [8]. 
Содержание белка в пробе определили по 
методу Лоури [9]. Для получения высоко-

очищенных препаратов СДГ использо-
вали 4-стадийную схему очистки. Все 
операции проводили при температуре 4°С.  

Стадия 1. Гомогенизация. Навеску 
растительного материала (1 г) гомогени-
зировали в соотношении 1:5 со средой 
выделения следующего состава: 50 мМ 
Трис-HCl буфер (рН 7.5), 1 мМ ЭДТА, 10 
мМ KCl, 1 мМ MgCl2, 0.4 М сахарозы. 
Полученный гомогенат фильтровали че-
рез 4 слоя марли и центрифугировали в 
течение 5 мин при 3000 об/мин.  

Стадия 2. Фракционирование сульфа-
том аммония. К супернатанту добавили 
кристаллический сульфат аммония до 20 
% насыщения. Центрифугировали 20 мин 
при 15000 об/мин. Супернатант фракцио-
нировали до 60% насыщения сульфатом 
аммония и вновь центрифугировали 20 
мин при 15000 об/ мин. Осадок ресуспен-
дировали в 2 см3 среды, содержащей 10 
мМ фосфатный буфер (рН 7.8), 0,01% 
тритон Х-100, 20 мМ сукцинат натрия.  

Стадия 3. Гель-фильтрация. Получен-
ный ферментативный препарат наносили 
на колонку, заполненную сефадексом G-
25 (Pharmacia, Швеция), для освобожде-
ния от солей и низкомолекулярных при-
месей. Элюцию осуществляли 10 мМ 
фосфатным буфером (рН 7.8), содержа-
щим 20 мМ сукцинат натрия, со скоро-
стью 30 см3 в час. 

Стадия 4. Ионообменная хроматогра-
фия. Фермент наносили на колонку с 
ДЭАЭ-Sephacel (Sigma-Aldrich, США), 
предварительно уравновешенную 30 мМ 
фосфатным буфером (рН 7.8), содержа-
щим 30 мМ KCl. Фермент десорбировали 
с колонки градиентом концентрации KCl 
в среде элюирования. Десорбция фер-
мента осуществлялась линейным гради-
ентом концентрации KCl от 0.03 до 0.2 М 
в среде десорбирования: 20 мМ фосфат-
ный буфер (рН 6.2), содержащий 20 мМ 
сукцината. 

Обсуждение результатов 
Была проведена 4-стадийная очистка и 

получены высокоочищенные препараты 
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СДГ из листьев кукурузы, подвергшихся 
солевому стрессу (табл. 1). После десорб-
ции фермента с ДЭАЭ-Sephacel линей-
ным градиентом КCl (50-250 мМ) были 
получены два препарата, обладающих 
сукцинатдегидрогеназной активностью. 
В опытных пробах удельная активность 
для первого изофермента равнялась 
1.495 Е/мг белка, при этом степень 
очистки составила 66.31 раз, выход – 
42.31%. Для второго изофермента значе-
ние удельной активности было 0.935 Е/мг 
белка, а степень очистки и выход – 41.45 
раз и 35.05% соответственно.  

Изоферменты сукцинатдегидроге-
назы, полученные из образцов, инкубиро-
ванных в 150 мМ NaCl, обладали разной 
степенью сорбции на ионообменнике 
ДЭАЭ-Sephacel о чем свидетельствуют 
результаты профиля элюирования с ко-
лонки. Согласно данным литературы изо-
электрическая точка СДГ (pI) равна 6.34 

при этом величина pI варьируют в зави-
симости от анализируемой субъединицы 
[10]. При условиях, соответствующих pI, 
белок обладает зарядом и взаимодей-
ствует по ионообменному механизму с 
ионитом [14]. 

В данной работе сорбция фермента на 
ДЭАЭ-Sephacel проводилась при рН 7,8, 
что выше pI изучаемого фермента и спо-
собствует формированию отрицатель-
ного заряда. Результаты исследования 
показывают, что СДГ1 и СДГ2 десорби-
ровались с колонки ДЭАЭ-Sephacel при 
концентрации KCl 91.65 мМ и 174.95 мМ 
KCl (рис. 1). Отличие в концентрации де-
сорбирующего раствора хлорида калия 
указывает на различие в величине по-
верхностного заряда изоферментов сук-
цинатдегидрогеназы из листьев куку-
рузы.  

Таблица 1. Очистка сукцинатдегидрогеназы из листьев кукурузы при засолении(n=3, p<0.05) 
Table 1. Purification of succinate dehydrogenase from corn leaves during salinization (n=3, p<0.05) 

Стадия 
Объем 

фракций, 
см3 

Белок, 
мг 

Общая ак-
тивность, E 

Удельная ак-
тивность, 

Е/мг белка 

Выход, 
% 

Степень 
очистки 

Гомогенат 5 13.198 0.298 0.023 100 1 
Фракционирование 
(NH4)2SO4 20-60% 2 5.302 0.253 0.048 84.89 2.09 

Гель-фильтрация на 
сефадексе G-25 4 2.846 0.146 0.051 48.99 2.22 

Хроматография на 
ДЭАЭ-Sephacel 

2 0.102 0.126 1.495 42.31 66.31 
2 0.101 0.104 0.935 35.05 41.48 

 

 
Рис. 1. Профиль элюции с колонки ДЭАЭ-Sephacel изоферментов сукцинатдегидрогеназы 

из листьев кукурузы, подвергшиеся действию 150 мМ хлорида натрия. 
Fig. 1. Elution profile from the DEAE Sephacel column of isoenzymes of succinate dehydrogen-

ase from maize leaves subjected to 150 mM of sodium chloride 
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Диск-электрофорез в полиакриламид-
ном геле с окраской нитратом серебра по-
казал гомогенность полученных препара-
тов изоферментов во всех пробах, полу-
ченных после ионообменной хроматогра-
фии. При проявлении было обнаружено 
наличие только одной белковую полосы в 
каждом образце (рис. 2). 

Заключение 
Полученные результаты согласуются с 

данными предыдущих исследований, со-
гласно которым показано наличие двух 
изоферментов СДГ в листьях кукурузы 
[11], в листьях гороха [12]. Показано, что 
в условиях солевого стресса происходит 
модуляция величины рН цитозоля мем-
бранных органоидов клетки, в том числе 
за счет перераспределения вакуолярного 
пула протонов [13]. Изменение значений 
рН матрикса митохондрий сказывается 
на конформационных состояниях белко-
вых компонентов изоферментов СДГ, что 
находит отражение в изменении сродства 
к субстрату. 

Любое изменение рН влияет на струк-
туру белка, а снижение активности фер-
мента за пределами оптимального рН 
определяется набором аминокислотных 
остатков в активном центре энзима, спо-
собных к протонированию и депротони-
рованию, а также конформа-ционными 
изменениями, вызванными протониза-
цией аминокислот.  

Таким образом, применение 4-х ста-
дийной схемы очистки СДГ, определяю-
щей стадией в которой была ионообмен-
ная хроматография, позволившая разде-
лить изоферментов на основе величины 
их поверхностного заряда. Два изофер-
мента СДГ десорбировались с ДЭАЭ-
Sephacel при различных концентрациях 
хлорида калия, что предполагает разли-
чие в организации их полипептидов. 
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