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Введение 

Семена культурных растений при отсут-
ствии воды и низкой температуры находятся 
в состоянии вынужденного покоя. В основе 
действия механизмов покоя заложено 
функционирование различных физиолого-
биохимических процессов. Контроль за 
этими процессами осуществляется ком-
плексом биологически активных веществ, 
которые регулируют рост и развитие расти-
тельного организма, обеспечивая сохране-
ние его жизнеспособности. Вхождение в 
состояние покоя сопровождается пониже-
нием активности биосинтетических процес-
сов и дыхания митохондрий, последнее вы-
зывается разобщением окислительного 
фосфорилирования, переключением аэроб-
ных метаболических процессов на анаэроб-
ные. При этом активность анаэробных ме-
таболических систем начинает преобладать 
над активностью аэробных процессов. По-
казателями анаэробных метаболических 
процессов могут служить ферменты: глю-
козо-6-фосфатдегидрогеназа, алкогольде-
гидрогеназа и др. Глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназа является ключевым ферментом 
пентозофосфатного пути превращения уг-
леводов, катализирует реакции окисления 
глюкозо-6-фосфата в присутствии НАДФ, 
который необходим для метаболизма липи-
дов (жирных кислот и стероидов). Алко-
гольдегидрогеназа катализирует обратимые 
реакции окисления алифатических спиртов с 
участием НАД. Реакция легко обратимая в 
физиологической области рН [1, 2]. В жи-
вых организмах основными субстратами 
фермента являются двухуглеродные соеди-
нения — этанол и ацетальдегид, которые 
образуются преимущественно при окисле-
нии углеводных производных [3]. 

Отношение концентраций альдегида к 
спирту отражает уровень протекания ана-
эробных биоэнергетических процессов в 
растительных тканях. Снижение этого соот-
ношения должно сопровождаться активаци-
ей катаболических процессов, а повышение 
— углублением гипобиотического состояния. 
Однако этот регуляторный механизм в се-
менах культурных и дикорастущих растений 
недостаточно изучен. 

При этом известно, что уровень эндоген-
ного этанола в зерновках пшеницы в зимний 
период бывает значительно выше, чем в 
тканях вегетирующего растения летом, и 
описывается кривой с максимумом, кото-
рый независимо от сорта пшеницы и усло-
вий хранения приходится на декабрь-январь 
и составляет от 20 до 42 мкмоль/г. В це-
лом уровень этанола в зерновках изменяет-
ся по кривой, имеющей характер затухаю-
щих колебаний, уменьшаясь к началу мая 
до 0,2-1,2 мкмоль/г [4]. 

Равновесие алкогольдегидрогеназной ре-
акции сдвинуто в сторону образования эта-
нола, накопление которого может служить 
адаптивным признаком растений и семян 
переносить ряд внешних неблагоприятных 
условий (низкая температура, повышенная 
влажность и др.).  

Одним из наиболее часто встречающихся 
в растениях типов анаэробных процессов 
является превращение углеводов до этило-
вого спирта — аналог спиртового брожения 
в клетках микроорганизмов. В этом про-
цессе, в отличие от аэробного окисления 
углеводов, образуются такие новые мета-
болиты, как ацетальдегид (при пируватде-
карбоксилазном превращении пировино-
градной кислоты) и этанол (при алкогольде-
гидрогеназном восстановлении ацетальдеги-
да), накапливающиеся во вполне заметных 
концентрациях. Так, в семенах озимой ржи, 
пшеницы уровень эндогенного этанола со-
ставляет от 2,2 до 6,0 мкмоль/г сухих се-
мян, а при погружении их в воду в течение 
трех дней достигает 24,8-27,6 мкмоль/г, 
уровень ацетальдегида при этом —  
25-27 мкмоль/г сухих семян [5]. По совре-
менным представлениям ацетальдегид явля-
ется важным биологически активным соеди-
нением; в частности, он регулирует (тормо-
зит) процессы переноса электронов в мем-
бране митохондрий [6], возможно, хлоро-
пластов, т.е. обратимо ингибирует процес-
сы дыхания; химически модифицирует все 
клеточные структуры, резко снижает уро-
вень обмена, переводит клетки в состояние 
гипобиоза. При больших концентрациях 
ацетальдегида, образующихся, например, в 
семенах при длительном затоплении, гипо-
биоз может перейти в необратимую гибель 
зародыша [5]. Этанол проникает через кле-
точные мембраны, стабилизируя их [7]. На-
пример, показано его активное поглощение 
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корневой системой и передвижение этанола 
в надземные органы растения [8]. Этанол 
легче и быстрее углеводов метаболизиру-
ется в аэробных процессах при поступлении 
кислорода, т.е. является хорошим энергети-
ческим сырьем; обладает малой клеточной 
токсичностью (существенно меньшей, чем, 
например, молочная кислота), более того 
оказывает защитный эффект, предохраняя 
клеточные структуры от неизбирательного 
перекисного окисления, т.к. является ло-
вушкой супероксидрадикалов [9], может 
снижать температуру замерзания цито-
плазматического раствора при действии хо-
лодового фактора. Все это позволяет пред-
положить, что биологическая функция эта-
нола, вероятно, заключается в регуляции 
текучести и проницаемости клеточных мем-
бран, увеличении энергетической мощности 
клетки на не очень длительный период, ока-
зании защитного эффекта в условиях повы-
шенных концентраций кислорода или супер-
оксидрадикала в клетках (интенсивный фо-
тосинтез или дыхание), протекания процес-
сов, приводящих к образованию активных 
форм кислорода, при воздействии холода. 
Кроме того, эндогенный этанол, вероятно, 
является нетоксичной формой депонирова-
ния ацетальдегида, а алкогольдегидрогеназа 
является важнейшим регулятором содержа-
ния этих метаболитов в растительных тканях. 
Поэтому в данной работе были проведены 
исследования по выявлению участия алко-
гольдегидрогеназы в поддержании состоя-
ния покоя зерновок пшеницы и изучен ме-
ханизм регулирования активности фермен-
та.  

Экспериментальная часть 
Исследования проводили на зерновках 

пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Ско-
роспелка улучшенная, которые замачивали 
в дистиллированной воде в течение 24 ч, а 
затем проращивали на фильтровальной бу-
маге в чашках Петри при 23оС на свету в 
течение 7 сут., смачивая их дистиллирован-
ной водой (10 мл на чашку Петри). Количе-
ство зерновок в одной чашке — 100 шт. 
Опыты проводили в трех биологических по-
вторностях (по 3-4 аналитических в каждой). 
Образцы для анализа отбирали в одно и то 
же время суток. Жизнеспособность зерно-
вок пшеницы определяли по тетразольному 
методу [10]. Активность АДГ в прямой ре-
акции определяли по скорости окисления 
этанола и образования НАДН при 340 нм  
(ε = 6,22 мМ-1см-1) [11]. К 2,2 мл 0,1 М 
глицин-NaOH буфера рН 10 добавляли  
0,1 мл 36 мМ раствора НАД и 0,1 мл 0,41 
М раствора этанола. Реакцию инициировали 
введением 0,1 мл 2,5 мкМ раствора АДГ. 
Активность АДГ в реакции восстановления 
ацетальдегида наблюдали при 340 нм по 

убыли НАДН в процессе реакции. В кювету 
вносили 2,2 мл 0,1 М Na-фосфатного бу-
фера, рН 6,0, добавляли 0,1 мл раствора 
НАДН 11,3 мМ и 0,1 мл 2,5 мкМ фермен-
та. Реакцию инициировали 0,1 мл 0,1 М 
раствора ацетальдегида. За меру активно-
сти фермента принимали количество мик-
ромолей НАДН, восстановленного или 
окисленного за 1 мин. Концентрацию АДГ 
находили спектрофотометрически по спек-
тру поглощения комплекса фермента с 
НАД в присутствии пиразола [12] или с по-
мощью титрования хлор- и гидроксимерку-
рибензоатом [13]. Активность НАДФ-зави-
симой изоцитратдегидрогеназы и глюкозо-
6-фосфатдегидрогеназы определяли по 
[14]. Для кинетических исследований АДГ 
очищали по методике [15]. Спектрофото-
метрические исследования проводили на 
двухлучевом спектрофотометре DМS 100 S 
(«Varian», США). Кажущиеся константы 
скорости реакций окисления субстратов 
АДГ, НАДФ-ИЦДГ и Г6ФДГ определяли из 
данных по стационарной кинетике [16]. В 
работе использовали этанол, очищенный 
перегонкой, НАД, НАДН, НАДФ, АМФ, 
АДФ, АТФ, глюкозо-6-фосфат (Reanal, 
Венгрия), остальные реактивы ос.ч., (Хим-
реактив, Россия). В работе использовали 
соли ос.ч. или дважды перекристаллизован-
ные из бидистиллированной воды. Результа-
ты обрабатывали статистически по Лакину 
[17]. При оценке достоверности использо-
вали критерий Стьюдента при 5%-ном уров-
не значимости. 

 
Результаты и их обсуждение 

Если подойти к вопросам сохранения и 
повышения жизнеспособности семян расте-
ний с позиций биоэнергетики, то можно 
предположить, что жизнеспособность семян 
базируется на сохранении на оптимальном 
уровне активности катаболических дегидро-
геназных и аэробных систем. Поэтому мы 
вначале изучили активность ряда ключевых 
дегидрогеназ (алкогольдегидрогеназа, глю-
козо-6-фосфатдегидрогеназа и НАДФ-зави-
симая изоцитратдегидрегеназа) при дли-
тельном хранении и на ранних этапах про-
растания зерновок пшеницы.  

Из результатов, приведенных в табли-
це 1, следует, что с понижением жизнеспо-
собности семян коррелирует уменьшение 
активности изученных дегидрогеназ, а сни-
жение активности пероксидазы — с пониже-
нием всхожести семян, хотя можно пред-
положить, что на ключевые катаболические 
дегидрогеназы выявленные закономерности 
не распространяются. 

Полученные данные позволили сделать 
вывод, что дегидрогеназы, в том числе и 
АДГ, необходимы прежде всего для сохра-
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нения жизнеспособности семян и при запус-
ке процессов, связанных с их прорастани-
ем. Далее при прорастании происходят ин-
тенсификация аэробных биоэнергетических 
процессов, активация оксидаз. Активизация 
пусковых механизмов прорастания семян 
сопровождается инициированием реакций 
свободно-радикального окисления, которые 
через активизацию ПОЛ могут способство-
вать возрастанию дыхательной активности 
митохондрий. 

Для проверки высказанного предположе-
ния был проведен следующий эксперимент. 
Семена пшеницы сорта Скороспелка улуч-
шенная (всхожесть 44%, жизнеспособность 
70%) проращивались в течение трех дней и 
дифференцировались на проросшие и не-
проросшие, находящиеся в покое семена. У 
семян этих двух групп определялась актив-
ность АДГ. Из результатов таблицы 2 сле-
дует, что у непроросших семян, остающих-
ся в покое, активность АДГ возрастает на 
13-21%, в то время как в прорастающих 
семенах наблюдается снижение активности 
АДГ на третий день прорастания в 5,4 раза. 
Эти результаты указывают на то, что для 
прорастания семян необходима не просто 
активация всех биоэнергетических процес-
сов, а переключение дегидрогеназных ре-
акций на аэробные. 

Однако при прорастании семян с появле-
нием корней и побегов активность АДГ рез-
ко снижается к шестому дню практически 
до нуля. Мы предположили, что малые 
концентрации этанола или ацетальдегида 
оказывают свое влияние именно на эти ме-
ханизмы. Результаты, приведенные в табли-
це 3, подтверждают сделанное предполо-

жение. Увеличение всхожести семян пше-
ницы наблюдается в тех случаях, когда зер-
новки подвергали обработке малыми кон-
центрациями этанола или ацетальдегида, что 
сопровождалось снижением активности 
АДГ. Однако высокие концентрации этанола 
и ацетальдегида способствовали понижению 
всхожести при сохранении достаточно вы-
соких показателей жизнеспособности зер-
новок пшеницы. 

Понижение активности АДГ в процессе 
прорастания зерновок пшеницы, возможно, 
обусловлено действием на фермент мета-
болитов синтетических процессов, в частно-
сти, нуклеотидфосфатов, которые имеют 
сходство с коферментом. Однако для изу-
чения ингибирующих свойств нуклеотид-
фосфатов нам необходимо было иметь 
очищенный препарат фермента, который 
бы длительное время мог храниться без по-
тери активности. 

Ранее были разработаны условия очистки 
алкогольдегидрогеназы из животных тканей 
[18]. Сложность получения высокоочищен-
ного препарата фермента заключается в 
том, что в водных растворах алкогольде-
гидрогеназа быстро инактивируется. Для ее 
стабилизации используется 10%-ный этанол, 
что неприемлемо в случаях использования 
препарата АДГ для анализа содержания 
этанола и изучения физико-химических 
свойств фермента. При попытке лиофили-
зации образец фермента полностью теряет 
активность. Поэтому мы использовали ра-
нее разработанную нами методику очистки 
алкогольдегидрогеназы [15]. Очищенный по 
данной методике фермент использовался 
нами в дальнейших исследованиях. 

Таблица 1 
Активность ферментов зерновок пшеницы сорта Скороспелка 

улучшенная в зависимости от сроков сбора урожая 
 

Срок хране-
ния зерновок, 

годы 

Жизнеспособ-
ность, % 

Всхожесть, 
% 

Активность ферментов, 
мкмоль/мин. г сухой массы, % 

АДГ Г-6-ФДГ НАДФ-ИЦДГ 

1 99±1 96±2 
2,89 
(100) 

1,75 
(100) 

2,83 
(100) 

3 88±2 79±5 
1,56 

(53,9) 
1,20 

(68,6) 
2,11 

(74,6) 

5 56±2 24±2 
1,26 

(43,6) 
0,78 

(44,6) 
1,39 

(49,0) 
 

Таблица 2  
Активность (мкмоль/мин. г сухой массы) АДГ в жизнеспособных прорастающих  

и находящихся в состоянии покоя зерновок пшеницы сорта Скороспелка улучшенная 
 

Состояние зерновок Время прорастания зерновок АДГ 

Контроль - 3,8±0,3 

Проросшие 
1 3,1±0,3 

3 0,7±0,1 

Непроросшие 
1 4,3±0,4 

3 4,6±0,4 
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Таблица 3 
Влияние обработки зерновок пшеницы сорта Скороспелка улучшенная растворами  

этанола и ацетальдегида на их жизнеспособность и всхожесть. Условия: 23оС, активность  
ферментов в зерновках измеряли на 4-е сутки после начала проращивания 

 

Реагенты 
Концентрация, 

мМ 
Жизнеспособность, 

% Всхожесть, %
Активность АДГ, 

мкмоль/мин. г сухой массы
Контроль - - - 2,6±0,3 
Вода - 92±2 79±5 1,0±0,1 

Этанол 

1,0 93±2 91±3 0,6±01 
10,0 93±2 89±3 0,3±0,1 
100,0 89±3 76±6 1,3±0,1 
500,0 88±4 70±5 1,8±0,2 
1000,0 43±4 25±5 3,0±0,3 

Ацетальдегид 

0,1 92±2 80±3 1,0±0,1 
10,0 92±2 82±4 1,1±0,1 
25,0 91±3 75±5 1,5±0,1 
50,0 88±6 56±4 2,0±0,2 
65,0 70±4 44±4 2,9±0,3 
80,0 20±5 3±2 0,8±0,1 

 
Известно, что АТФ и другие нуклеотид-

фосфаты способны регулировать активность 
ключевых метаболических ферментов. К 
таким ферментам относятся гексокиназа, 
пируваткиназа, фосфофруктокиназа и дру-
гие. Однако в доступной нам литературе 
мы не нашли работ о влиянии нуклеотид-
фосфатов на активность алкогольдегидро-
геназы. Поэтому в дальнейшем была изуче-
на роль АТФ, АДФ и АМФ на кинетику ре-
акций окисления этанола и восстановления 
ацетальдегида, катализируемых алкогольде-
гидрогеназой, причем ингибирование пря-
мой реакции (АДГ1) изучено при рН 10,0, а 
обратной (АДГ2) — при рН 6,5 (табл. 4). По-
казано, что нуклеотидфосфаты способны 
конкурентно ингибировать АДГ в реакции 
окисления этанола с константой ингибирова-
ния, равной 3,4-7,0 мМ, а в реакции восста-
новления ацетальдегида — 0,6-24,0 мМ. От-
сюда следует, что АТФ и АДФ сильнее ин-
гибируют АДГ в реакции восстановления 
ацетальдегида, тогда как АМФ ингибирует 
эту реакцию в 40-48 раз хуже.  

Таким образом, под контролем нуклео-
тидфосфатов находятся как прямая, так и 
обратная реакции. Однако АТФ и АДФ бо-
лее избирательно действуют на алкогольде-
гидрогеназу в реакции восстановления аце-
тальдегида, что, по-видимому, связано с 
преимущественным использованием обра-
зующегося ацетальдегида в анаболических 
реакциях для синтеза функционально актив-
ных соединений, активизации автокаталитиче-

ских реакций за счет модификации NH2-групп 
и других групп белков, а также частично для 
синтеза АТФ. В случае накопления АТФ в 
чрезмерно высоких концентрациях нуклео-
тиды способны ингибировать и прямую ре-
акцию, предотвращая использование аце-
тальдегида в синтетических процессах, в том 
числе и в реакциях синтеза АТФ. 

Следовательно, АДГ семян при физиоло-
гических рН преимущественно способна ка-
тализировать реакцию накопления этанола, 
который в покоящихся семенах может вы-
полнять роль основного энергетического 
субстрата метаболических процессов. За 
счет генерации этанола в семенах поддер-
живаются их высокая жизнеспособность и 
длительная сохранность. При этом реакция 
восстановления ацетальдегида находится под 
контролем эндогенных нуклеотидфосфатов 
(АТФ и АДФ), избыток которых, по-види-
мому, может ингибировать фермент, регу-
лируя таким образом уровень эндогенных 
этанола и ацетальдегида в семенах, нахо-
дящихся в состоянии вынужденного покоя.  

При прорастании семян активизируются 
метаболические процессы, увеличивающие 
концентрацию АТФ в проростке, в резуль-
тате содержание нуклеотидфосфатов начи-
нает накапливаться в системе. Избыточное 
содержание АТФ в проростках приводит к 
ингибированию АДГ, что и проявляется в 
виде понижения активности фермента при 
прорастании проростков пшеницы. 

Таблица 4 
Величины констант ингибирования алкогольдегидрогеназы 

зерен пшеницы нуклеотидфосфатами 
 

Нуклеотидфосфаты 
Константы ингибирования, мМ Отношение 

kинАДГ1/kинАДГ2 АДГ1 АДГ2 
АТФ 3,4 0,6 5,7 
АДФ 7,0 0,5 14,0 
АМФ 4,0 24,0 0,2 
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Таким образом, АТФ может выполнять 
роль регулятора или «триггера» алкогольде-
гидрогеназной активности, осуществляя на-
правленное переключение процессов с ана-
эробных на аэробные, при повышении 
функциональной активности митохондрий. 

 
Заключение 

Алкогольдегидрогеназа является фер-
ментом, регулирующим в живых организ-
мах равновесие эндогенных спиртов и аль-
дегидов и за счет этого обеспечивающая 
жизнеспособность зерновок в состоянии 
гипобиоза. Высокая активность фермента 
отмечается в зерновках пшеницы в период 
их вынужденного покоя. АДГ способна ре-
гулировать в клетках уровень эндогенных 
алифатических спиртов и альдегидов, кото-
рые являются промежуточными продуктами 
метаболических процессов, и поэтому на-
капливается в клетках живых организмов, 
находящихся в состоянии покоя. Кроме то-
го, АДГ может регулировать соотношение 
окисленной и восстановленной формы НАД 
и за счет этого поддерживать жизнеспособ-
ность живых организмов. Основными суб-
стратами АДГ в клетках являются этанол и 
ацетальдегид, которые могут участвовать в 
энергетических процессах в растительных 
тканях. Кроме того, этанол может регули-
ровать интенсивность перекисного окисле-
ния и проницаемость клеточных мембран, 
тогда как высокая реакционная способность 
ацетальдегида позволяет ему участвовать в 
реакциях автокаталитических процессов. 
При этом ацетальдегид может модифици-
ровать функциональные группы белков, из-
меняя их биологическую активность. Увели-
чение содержания ацетальдегида в клетках 
может приводить к ингибированию терми-
нального окисления. Поэтому алкогольде-
гидрогеназа в клетках покоящихся организ-
мов способна участвовать в процессах ав-
токатализа и апоптоза. Регулировать актив-
ность фермента в клетках растений могут 
нуклеотидфосфаты, конкурирующие с ко-
ферментом за центр связывания. 
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