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ИЗУЧЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ НАТРИЙ-μ2-
ДИТИОСУЛЬФАТОТЕТРАНИТРОЗИЛДИФЕРРАТ ТЕТРАГИДРАТА

НА СТРУКТУРУ МЕМБРАН МИТОХОНДРИЙ, ВЫДЕЛЕННЫХ 
ИЗ ЭПИКОТИЛЕЙ ПРОРОСТКОВ ГОРОХА
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Оксид азота является сигнальной молекулой растений в стрессовых условиях, также эта молекула
может обладать токсичным действием. В работе проведено исследование дозозависимого действия
донора оксида азота натрий-μ2-дитиосульфатотетранитрозилдиферрат тетрагидрата на
структурное состояние мембран митохондрий эпикотилей проростков гороха. При обработке
митохондрий данным препаратом в концентрации 10–8 М наблюдались термоиндуцированные
структурные переходы при температурах от 15°С до 21°С и от 30°С до 36°С в липидных областях и
при температурах от 12°С до 15°С и от 27°С до 33°С – в прибелковых областях мембран. В липидных
областях мембран препарат проявлял антиоксидантные свойства, приводя к накоплению
содержания длинных ненасыщенных жирных кислот. Обработка митохондрий
натрий-μ2-дитиосульфатотетранитрозилдиферрат тетрагидратом в дозе 10–4 М, по-видимому,
приводила к значительному увеличению уровня пероксидного окисления липидов и текучести
липидной фазы мембран.

Ключевые слова: структура мембран, митохондрии, микровязкость мембран, проростки гороха, донор
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Митохондрии являются энергетическим цен-
тром клетки, поэтому имеют важное значение во
многих клеточных процессах. Митохондрии иг-
рают ключевую роль в ответе на внешние стресс-
факторы, а также выступают в качестве централь-
ных органелл в процессах апоптоза. Кроме того,
значительное количество активных форм кисло-
рода производится на мембранах митохондрий в
процессах окислительного фосфорилирования. В
свою очередь, выработка большого количества
активных форм кислорода может приводить к
увеличению уровня пероксидного окисления ли-
пидов (ПОЛ) и окислительному стрессу. Уровень
ПОЛ в мембранах значительно влияет на структу-
ру и состав мембран [1, 2]. Нарушения в структуре

и составе липидов мембран могут приводить к
дисфункции мебранных белков и ферментов [3].

Донор оксида азота натрий-μ2-дитиосульфа-
тотетранитрозилдиферрат тетрагидрата (ТНКЖ-
тио) способен защищать растения от теплового
шока путем предотвращения дисфункции мито-
хондрий [4]. ТНКЖ-тио генерирует NO и части-
цы [Fe(S2O3)] [5]. Оксид азота (II) и ионы железа
могут обладать не только полезным, но и ток-
сичным действием [6–8], поэтому необходимо
изучить действие ТНКЖ-тио в норме.

Поэтому целью исследования было изучение
действия ТНКЖ-тио на структуру мембран мито-
хондрий, выделенных из эпикотилей проростков
гороха, вне стрессовых условий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
ТНКЖ-тио – кристаллический водораствори-

мый донор оксида азота натрий-μ2-дитиосульфа-

Сокращения: ПОЛ – пероксидное оксиление липидов,
ТНКЖ-тио – серанитрозильный комплекс железа с тио-
сульфатом, натрий-μ2-дитиосульфатотетранитрозилди-
феррат тетрагидрат. 
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тотетранитрозилдиферрат тетрагидрат
([Na2[Fe2(S2O3)2(NO)4]2·4H2O) был синтезиро-
ван в Институте проблем химической физики
РАН (Черноголовка, Московская обл.). Генера-
ция NO и образование мононитрозильного ин-
термедиата и частицы [Fe(S2O3)] из ТНКЖ-тио
начинается только через 40 мин после растворе-
ния комплекса [5]. Семена гороха сорта Немчи-
новский 100 промывали мыльной водой и 0.01%
KMnO4. От KMnO4 тщательно промывали ди-
стиллированной водой. Затем контрольные семе-
на замачивали в воде, опытные семена – в 10–8 М
и 10–4 М ТНКЖ-тио в течение 1 ч (инкубация).
После этого семена переносили на влажную
фильтровальную бумагу, где они находились в
темноте в течение 7 суток. Затем выделяли мито-
хондрии из эпикотилей гороха методом диффе-
ренциального центрифугирования в калий-фос-
фатном буфере. Для приготовления образца ми-
тохондрии разбавляли в среде выделения таким
образом, чтобы содержание белка в конечном
растворе составляло 2 мг/мл.

Микровязкость липидного бислоя мембран
определяли методом электронного парамагнитного
резонанса спиновых зондов. В качестве зонда ис-
пользовали стабильные нитроксильные радикалы
2,2,6,6-тетраметил-4-каприлоилоксилпиперидин-
1-оксил (рис. 1, зонд I) и 5,6-бензо-2,2,6,6-тетраме-
тил-1,2,3,4-тетрагидро-γ-карболин-3-оксил (рис. 1,
зонд II), синтезированные в Институте химической
физики им. Н.Н. Семенова РАН. 

В работе [9] было показано, что зонд I преиму-
щественно локализуется в поверхностном слое
липидных компонент мембраны, а зонд II – в ли-
пидах, прилегающих к белкам, что позволяет
по поведению зондов I и II в липидном бислое
судить о липид-белковых взаимодействиях в
мембранах. Для удобства изложения мы в после-
дующем будем называть зонд I «липидным», а
зонд II – «белковым».

Из полученных ЭПР-спектров рассчитывали
время корреляции вращательной подвижности

(τс), характеризующее микровязкость компонен-
тов мембраны, по формуле τс =
= 6.65·1010·ΔH+×((I+/I–)0.5 – 1), приведенной в
работе [10]. Регистрацию ЭПР-спектров прово-
дили в диапазоне температур 285–305 К (10–
44°C) на радиоспектрометре ER 200D-SRC фир-
мы Bruker (США).

Известное соотношение Стокса–Энштейна
(см., напр., работу [11]) связывает параметр τс и
вязкость среды, окружающей зонд τс = ηV/kT, где
V – объем радикала (его можно считать прямо
пропорциональным молекулярному весу); η –
динамическая вязкость среды; k – постоянная
Больцмана и Т – абсолютная температура. Дина-
мическая вязкость η связана с температурой сле-
дующим эмпирическим соотношением η = А'eb/T
[12], откуда следует lnτc = А'' + b/T + ln(1/T), где
А', А'' и b – константы. Исследуемый нами темпе-
ратурный интервал (от 283 до 305 К) достаточно
узок, и на его протяжении ln(1/T) меняется очень
незначительно по сравнению со слагаемым b/T,
поэтому можно считать lnτc = a + b/T.

Статистическая обработка данных осуществ-
лялась методами параметрической статистики с
использованием пакетов компьютерных про-
грамм Microsoft® Excel и Origin® 6.1 при стати-
стической надежности 95%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В работе было изучено влияние инкубации се-
мян гороха с ТНКЖ-тио в концентрациях 10–8 М
и 10–4 М на изменение структурного состояния
мембран митохондрий, выделенных из 7-днев-
ных эпикотилей проростков гороха, по сравне-
нию с нативными растениями (контроль). Для
оценки структуры мембран были получены тем-
пературные зависимости времен вращательной
корреляции зондов I и II для контрольной группы и
в присутствии препарата в дозах 10–8 М и 10–4 М. 

Рис. 1. Структурные формулы использованных в работе зондов: зонд I – 2,2,6,6-тетраметил-4-
каприлоилоксилпиперидин-1-оксил, зонд II – 5,6-бензо-2,2,6,6-тетраметил-1,2,3,4-тетрагидро-g-карболин-3-оксил. 
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Для контрольной группы наблюдался термо-
индуцированный структурный переход при тем-
пературах от 18°С до 20°С (291–293 K) в прибел-
ковых областях (рис. 2б, 3б) и при температурах
от 18°С до 24°С (291–297 K) в липидных областях
мембран (рис. 2а, 3а). Данную низкотемператур-
ную структурную перестройку связывают с пере-
ходом липидного бислоя из кристаллического в
жидкокристаллическое состояние [13, 14], т.е.
при температурах выше этих перестроек (>293 К
для прибелковых и >297 К для липидных обла-
стей) мембрана находится в жидкокристалличе-
ском состоянии.

В митохондриях эпикотилей проростков горо-
ха, предварительно обработанных ТНКЖ-тио в
дозе 10–8 М, наблюдались по два термоиндуциро-
ванных структурных перехода при температурах
от 15°С до 21°С (288–294 К) и от 30°С до 36°С
(303–309 К) в липидных областях (рис. 2а) и при
температурах от 12°С до 15°С (285–288 К) и от
27°С до 33°С (300–306 К) в прибелковых (рис. 2б)
областях мембран. Низкотемпературный переход
является переходом «кристалл – жидкий кри-
сталл» [13, 14] и для прибелковых областей мем-
бран лежит в интервале температур ниже (на 6 К),
чем соответствующий переход для контроля
(рис. 2б). Следовательно, ТНКЖ-тио в концен-
трации 10–8 М сдвигал термоиндуцированные
структурные переходы в прибелковых областях
мембран митохондрий в сторону более низких
температур. Подобный сдвиг, но в меньшей сте-
пени (на 3 К), наблюдался также и в липидных
областях мембран (рис. 2а). Сдвиг структурных
переходов «кристалл–жидкий кристалл» в об-
ласть более низких температур указывает на уве-
личение «жидкостности» мембран (уменьшение

кристалличности). Высокотемпературные струк-
турные переходы в мембранах связывают с изме-
нениями структуры мембранных белков [14]. По-
явление структурных перестроек в прибелковых
областях мембран (рис. 2б) в температурном ин-
тервале от 27°С до 33°С (300–306 К), по-видимо-
му, связано со сдвигом соответствующих высоко-
температурных перестроек для опытной группы
относительно контрольной в сторону более низ-
ких температур. Наиболее вероятно, что высоко-
температурные структурные перестройки для
контрольной группы находились за пределами
исследованного интервала > 305 К. Вслед за пере-
стройками в прибелковых областях происходила
перестройка и в липидной фазе мембран при тем-
пературах от 30°С до 36°С (303–309 К)
более низких, чем для контроля. В работе [15] бы-
ло показано, что в присутствии ТНКЖ-тио в дозе
10–8 М происходило умеренное разобщение в
электрон-транспортной цепи митохондрий, что,
по-видимому, приводило к нагреву системы
вследствие выделения части энергии электрон-
транспортной цепи в виде тепла [16]. В результате
локальная температура увеличивалась, что, веро-
ятно, и приводило к сдвигу всех наблюдаемых на-
ми термоиндуцированных переходов в область
более низких температур. Прибелковые области
разогревались сильнее, так как именно здесь про-
исходило выделение тепла, поэтому переходы
сдвигались сильнее, чем в липидных областях.

Наиболее эффективным температурным ин-
тервалом для вегетационного периода у гороха
является интервал от 22°С до 34.5°С ( от 294 К до
307.5 К) [17]. При температурах выше 24°С (297 К)
как липидные, так и прибелковые области мем-
бран митохондрий эпикотилей проростков горо-
ха контрольной группы находились в жидкокри-

Рис. 2. Температурные зависимости времени корреляции вращательной диффузии после обработки семян гороха
ТНКЖ-тио в концентрации 10–8 М: (а) – липидный зонд, (б) – белковый зонд.
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сталлическом состоянии. По-видимому, жидко-
кристаллическое состояние мембран важно для
функционирования клеток растений. Для опыт-
ной группы (10–8 М ТНКЖ-тио, рис. 2) жидко-
кристаллическое состояние липидных областей
мембран соответствует участку температур от
21°С до 30°С (294–303 К), а прибелковых – от
15°С до 27°С (288–300 К).

В липидных областях мембран (рис. 2а) гра-
фик зависимости ln(τс) от 1/T на участке темпера-
тур от 21°С до 30°С для опытного образца лежал
ниже, чем для контрольного при температурах
больше 24°С (297 К). Следовательно, обработка
семян ТНКЖ-тио в дозе 10–8 М приводила к
уменьшению микровязкости жидкокристалличе-
ского состояния липидных областей мембран ми-
тохондрий, выделенных из эпикотилей пророст-
ков гороха. По-видимому, высвободившийся из
ТНКЖ-тио оксид азота (II) в данном случае при-
водил к увеличению общего содержания всех
длинных ненасыщенных жирных кислот (НЖК)
C20 (табл. 1). Накопление липидов с НЖК, в свою
очередь, приводило к увеличению текучести ли-
пидной фазы бислоя (рис. 2а) относительно кон-
троля. Поскольку происходит накопление НЖК,
это означает, что в липидных областях мембран
оксид азота проявлял антиоксидантные свойства.
В то же время микровязкость жидкокристалличе-
ского состояния прибелковых областей мембран
опытной группы совпадала с микровязкостью
контроля (рис. 2б), о чем свидетельствует совпа-
дение соответствующих уравнений прямых
ln(τc) = –14.4 + 4.4∙1/T. При этом ТНКЖ-тио в
дозе 10–8 М также уменьшал кристалличность
прибелковых областей мембран митохондрий, о
чем свидетельствует сдвиг низкотемпературного
термоиндуцированного перехода в область более
низких температур (рис. 2б). Это, по-видимому,
связано со значительным уменьшением содержа-
ния линолевой кислоты 18:2 (табл. 1), входящей в
состав кардиолипина, который локализуется в
основном возле белков дыхательной цепи [18].
Уменьшение количества линолевой кислоты мог-
ло происходить двумя путями. Во-первых, в при-
белковых областях, где концентрация активных
форм кислорода значительно выше, так как эти
формы генерируются при окислительном фосфо-
рилировании на белках и ферментах митохондри-
альной мембраны, NO может взаимодействовать
с супероксид-анион радикалом с образованием
пероксинитрита [5]:

О2
•– + NO → ONOO–.

Пероксинитрит способен инициировать пе-
роксидное окисление липидов прибелковых об-
ластей мембран, что могло приводить к уменьше-
нию содержания линолевой кислоты 18:2

(табл. 1). Во-вторых, уменьшение содержания
линолевой кислоты могло быть связано с ее уча-
стием в качестве субстрата в процессах окисления
[19]. При окислении линолевой кислоты задей-
ствуются все компоненты дыхательной цепи, как
фосфорилирующие, так и нефосфорилирующие
[19]. К последним относится, например, разоб-
щающий белок альтернативная цианидрези-
стентная оксидаза, функционирование которой
приводит к диссипации энергии и выделению
тепла [20]. Выделение тепла, в свою очередь, мог-
ло привести к увеличению эффективной темпе-
ратуры ближайшего окружения митохондрий и,
как следствие, к сдвигу термоиндуцированных
структурных переходов мембран в область более
низких температур (рис. 2б).

На рис. 3 показаны графики зависимости
ln(τс) от 1/T зондов I и II в мембранах митохон-
дрий эпикотилей проростков гороха после обра-
ботки семян ТНКЖ-тио в концентрации 10–4 М.
В прибелковых областях мембран наблюдалась
термоиндуцированная структурная перестройка
при температурах от 21°С до 27°С (294–300 K)
(рис. 3б). ТНКЖ-тио в дозе 10–4 М на всем иссле-
дованном температурном интервале приводил к
резкому уменьшению микровязкости липидной
фазы митохондриальных мембран, которая не за-
висела от температуры (рис. 3а). Такое низкое
значение микровязкости соответствует жидкому,
а не жидкокристаллическому состоянию липид-
ного бислоя, и характерно, например, для живот-
ных с патологией [21]. Это могло быть вызвано
несколькими сценариями. Первый сценарий свя-
зан со сдвигом термоиндуцированных структур-
ных переходов в область более низких темпера-
тур, а второй – с разрушением митохондрий.

Согласно первому сценарию, оксид азота (II),
как показано выше, может участвовать в перок-
сидном окислении липидов и тем самым прояв-
лять прооксидантные свойства. Кроме того, вы-
сокая концентрация железа, содержащегося в
ТНКЖ-тио, может ускорять ПОЛ путем образо-
вания гидроксильного радикала в реакции Фен-
тона: 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH• + OH−.

Таким образом, ТНКЖ-тио в большой кон-
центрации (10–4 М), по-видимому, приводил к
значительному увеличению уровня ПОЛ. Затем
окислительный стресс, вероятно, приводил к на-
буханию митохондрий [22]. Вследствие этого уве-
личилась текучесть липидной фазы мембран из-
за уменьшения плотности упаковки липидов
(рис. 3а). Кроме того, из-за высокого уровня
ПОЛ, по-видимому, практически полностью
окислялись липиды с длинными жирнокислот-
ными хвостами 20:1 и 20:3 и накапливались более
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Таблица 1. Влияние различных концентраций ТНКЖ-тио на жирнокислотный состав общей липидной фракции
мембран митохондрий проростков гороха (отн.%)

Название Контроль ТНКЖ 10−4 ТНКЖ 10−8

14:0 0.67 ± 0.30 0.96 ± 0.20 0.91 ± 0.22

16:1ω7 0.90 ± 0.12 1.31 ± 0.09 1.13 ± 0.11

16:0 16.16 ± 0.5 22.00 ± 1.00 15.82 ± 0.80

17:0 2.14 ± 0.07 3.00 ± 0.10 1.37 ± 0.08

18:2 ω6 50.00 ± 0.21 52.00 ± 0.38 43.2 ± 0.51

18:3 ω3 5.06 ± 0.02 7.07 ± 0.02 4.52 ± 0.02

18:1 ω9 2.25 ± 0.11 2.25 ± 0.09 2.47 ± 0.08

18:1 ω7 0.60 ± 0.02 0.60 ± 0.01 1.2 ± 0.01

18:0 3.00 ± 0.21 4.50 ± 0.18 7.40 ± 0.25

20:3 ω6 2.76 ± 0.11 0.42 ± 0.14 4.00 ± 0.18

20:2 ω6 4.90 ± 0.23 8.00 ± 0.34 4.26 ± 0.21

20:1 ω9 6.72 ± 0.61 0.59 ± 0.32 8.40 ± 0.43

20:1 ω7 3.84 ± 0.18 0.10 ± 0.01 2.82 ± 0.12

20:0 1.00 ± 0.01 0.20 ± 0.01 2.50 ± 0.03

Длинные (18-20) 80 ± 2 73 ± 2 81 ± 2

Короткие (<18) 20 ± 2 27 ± 2 19 ± 2

Насыщенные 23 ± 2 31 ± 2 28 ± 2

Ненасыщенные 77 ± 2 69 ± 2 72 ± 2
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короткие липиды с НЖК 14:0, 16:0, 16:1, 17:0 (табл. 
1), что приводило к еще большему умень-шению 
микровязкости липидной фазы мембран. В этом 
случае структура прибелковых областей 
мембран, по-видимому, сохранялась (рис. 3б) за 
счет деструкции липидной фазы из-за миграции 
липидов. Таким образом, вероятно, большая кон-
центрация 10–4 М ТНКЖ-тио сдвигала низко-
температурные термоиндуцированные структур-
ные переходы обеих фаз мембран в область более
низких температур сильнее, чем доза 10–8 М, за
пределы исследуемого интервала (<10°С), и в
прибелковых областях мембран жидкокристал-
лическому состоянию соответствует температур-
ный интервал от 10°С до 21°С (294–300 K)
(рис. 3б). 

По второму сценарию слишком большая кон-
центрация NO, высвобождающегося из ТНКЖ-
тио, могла привести к разрыву  наружной мем-
браны митохондрий [23] вплоть до разрушения
митохондрий, вследствие чего зонд I мог локали-
зоваться преимущественно в среде выделения,
микровязкость которой значительно ниже мик-
ровязкости мембран, поэтому значения τс были
слишком низкими (рис. 3а). При таком сценарии
разрушения мембран зонд II локализовался в от-
дельных липидных рафтах [24] трансмембранных
белков, находящихся вне мембран. Из-за гидро-
фобных взаимодействий липидные рафты, нахо-
дясь вне мембраны, образовывали более жесткую
структуру, чем в составе мембран. Это могло при-
вести к увеличению кристалличности прибелко-
вых областей липидного бислоя и, следовательно,
к сдвигу термоиндуцированного структурного

перехода «кристалл–жидкий кристалл» в сторону
более высоких температур (рис. 3б).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами показано, что ТНКЖ-тио в концентра-
ции 10–8 М приводил к сдвигу термоиндуциро-
ванных структурных перестроек в область более
низких температур, при этом снижал микровяз-
кость липидной фазы мембран. ТНКЖ-тио в
концентрации 10–4 М может приводить к де-
струкции липидной фазы мембран митохондрий,
вплоть до разрушения мембран. Таким образом,
при использовании данного препарата в качестве
защиты от неблагоприятных факторов следует
тщательно подбирать концентрацию ТНКЖ-тио.
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Рис. 3. Температурные зависимости времени корреляции вращательной диффузии после обработки семян гороха
ТНКЖ-тио в концентрации 10–4 М: (а) – липидный зонд, (б) – белковый зонд.
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 Study of the Effect of Sodium-μ2-Dithiosulphate-Tetranitrosyl Diferrate Tetrahydrate
on the Structure of Mitochondrial Membranes Isolated from Epicotyls of Pea Seedlings 

 N.Yu. Gerasimov*, O.V. Nevrova*, I.V. Zhigacheva*, N.I. Krikunova*, A.K. Vorobyova*, 
I.P. Generozova**, and A.N. Goloshchapov*

*N.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia 
**K.A. Timiryazev Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences, Botanicheskaya ul. 35, Moscow, 127276 Russia 

Nitric oxide is a signaling molecule of plants under stressful conditions, and also this molecule can have a
toxic effect. This study focused on investigation of a dose-dependent effect of the nitric oxide donor, sodium-
μ2-dithiosulphate-tetranitrosyl diferrate tetrahydrate, on the structural state of mitochondrial membranes of
epicotyls of pea seedlings. Treatment of mitochondria with 10–8 M of this drug led to thermo-induced struc-
tural transitions within the temperature range from 15°C to 21°C and from 30°C to 36°C in the lipid regions,
and within the temperature range from 12°C to 15°C and from 27°С to 33°С in preprotein regions of mem-
branes. In the lipid regions of the membranes, the compound exhibited antioxidant activity, leading to accu-
mulation of long unsaturated fatty acids. Treatment of mitochondria with 10–4 M sodium-μ2-dithiosulphate-
tetranitrosyl diferrate tetrahydrate most likely led to a significant increase of the lipid peroxidation level and
membrane lipid phase f luidity.

Keywords: membrane structure, mitochondria, membrane microviscosity, pea seedlings, nitric oxide donor, TNIC-
thio




