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Аннотация

В обзоре впервые проведён анализ литературных данных и результатов собствен-
ных исследований авторов о многостороннем влиянии основных компонентов цито-
скелетных структур – микротрубочек (МТ) и микрофиламентов (МФ) на состояние,
свойства клеточной воды, процессы её внутри- и межклеточного транспорта, гидравли-
ческую и осмотическую проницаемость клеток растений. Детально рассматриваются
данные, свидетельствующие об участии цитоскелетных компонентов в везикулярном
транспорте, в том числе аквапориновых белков, и в процессах экзо- и эндоцитоза. Осо-
бое внимание уделяется изменениям водоудерживающей способности клеток, вызы-
ваемым антицитоскелетными агентами, а также эндогенной регуляции водного обмена
растений при взаимодействии цитоскелета с гормонами и нейромедиаторами.
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Введение

Исследование физиологической роли цитоскелета в регуляции водного
транспорта у растений относится к малоисследованной области клеточной фи-
зиологии. Водообмен клеток растений – это ингредиент всего обмена веществ,
прежде всего высокоструктурированной цитоплазмы [1], в пространственной и
временной организации которой большое значение отводится цитоскелету [2].
Такие основные свойства цитоскелетной сети, как сильная разветвлённость ак-
тиновых и тубулиновых филаментов, наличие огромной гидрофильной поверх-
ности, способной взаимодействовать с водой, связь с мембранами и органелла-
ми, участие в жидко- и твердофазном транспорте веществ и, наконец, высокая
динамичность и способность МТ и МФ к быстрой сборке и разборке под воз-
действием различных физико-химических факторов [3–6], могут эффективно
действовать на состояние и механизмы транспорта клеточной воды [7, 8]. Вода
и цитоплазменные белки представляют собой регуляторную систему, которая
влияет не только на структурированность цитоплазмы, но, по-видимому, опре-
деляет и адекватные ответы клеток на внешние воздействия.

1. Влияние цитоскелета на состояние и свойства клеточной воды

Первое указание на участие цитоматрикса в процессах внутриклеточного
водообмена имеется в работе А.М. Алексеева [1]. Автор, не используя терми-
нов «цитоматрикс» и «цитоскелет», тем не менее, предсказал важность тонких
взаимодействий молекул воды с белками цитоплазмы для поддержания струк-
турированности последней, подчёркивая при этом, что вода является одним из
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существенных ингредиентов сложной, целостной и подвижной структуры ци-
топлазмы.

Первые экспериментальные доказательства предполагаемой связи между
цитоматриксом и водой имеются в работе Биэлл [9], в которой на основании
ЯМР-данных показано, что вода в митотических клетках (S-фазе) более под-
вижна, чем на других стадиях клеточного цикла, и что это связано с менее раз-
витой ультраструктурной организацией цитоплазмы и прежде всего цитоскелета.
По мнению автора, сокращение поверхности цитоматрикса ведет к увеличению
количества клеточной воды. И.А. Гамалей с сотр. [10] также предполагают, что
водоудерживающие силы цитоплазматического матрикса могут обусловли-
ваться наличием многочисленных поверхностей раздела внутри протопластов.
Бартоло и Картер [11] придерживаются точки зрения о том, что при сборке МТ
происходит их дегидратация. Действительно, в работе [12] описан эксперимен-
тальный факт об освобождении части воды от тубулиновых белков при объе-
динении их в МТ in vitro. Это мнение противоречит имеющимся данным о гид-
ратационном (матричном) эффекте цитоскелетных структур на окружающую
воду.

Ещё одно доказательство взаимосвязи цитоскелета с плазмалеммой и кле-
точной водой представлено в работе Б.Н. Исабекова и О.А. Красавцева [13].
Авторы показали, что колхицин ускорял обезвоживание протопластов, получен-
ных из клеток коровой паренхимы бузины красной, по мере возрастания осмо-
ляльности наружного раствора, и объяснили этот факт тем, что разрушение
взаимодействующих с плазмалеммой МТ ослабляет её механические свойства
и тем самым снижает сопротивляемость протопластов к обезвоживанию.

Комис с сотр. [14] установили, что обработка клеток кончика корня Triticum
turgidum раствором маннита в течение 30 мин индуцирует дезинтеграцию МТ
в плазмолизированных протопластах, где появляется множество атипичных
кортикальных, эндоплазматических макротрубочек (35 нм в диаметре). Следо-
вательно, гиперосмотический стресс вызывает деструкцию МТ и их замену ту-
булиновыми макротрубочками большего размера. При изучении в клетках ли-
стьев Chlorophyton comosum плазмолиза [15] выявлено его влияние на обшир-
ную реорганизацию актиновых филаментов цитоскелета, что, в свою очередь,
сказывается на форме и объёме протопластов.

Клегг [16] предположил, что свойства значительной части цитоплазмати-
ческой воды (связывание и растворяющая способность) могут быть изменены
за счёт связей с цитоматриксом, в частности, в результате сборки и разборки
элементов цитоскелета, что сопровождается изменением поверхностей, контак-
тирующих с водой. При этом не исключается и обратное влияние, когда про-
цессы ассоциации и диссоциации цитоскелетных структур могут зависеть от
свойств клеточной воды. Автор исходил из того, что цитоматрикс, представляя
собой сетчатую, сильно разветвлённую в водной цитоплазме структуру, имеет
огромную гидратируемую поверхность. Было рассчитано, что локализованный
на этой поверхности монослой воды достигает 2–4% от всей воды цитоплазмы,
а при допущении полимолекулярной гидратации 33–66% цитоплазматической
воды может находиться под влиянием цитоматрикса. В связи с этим автор счи-
тает, что существующая ранее точка зрения о том, что в клетках почти вся вода
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такая же, как и в разбавленных водных растворах, требует экстенсивного пере-
смотра, причём «вода и цитоматрикс должны рассматриваться вместе, так как
оба фактора соединяют большинство клеточных процессов» [16].

Мнения о том, что вода в клетках в большей степени «упорядочена» и иг-
рает роль скорее активного компонента, чем инертного фонового растворителя,
придерживается Хамерофф [6]. Вода внутри цитоплазмы живых клеток колеб-
лется между фазами неупорядочной жидкости (раствор «золь») и упорядочен-
ной твёрдой массы (желатиновый «гель»), которые зависят от полимеризации
актинового цитоскелета. Как полагает автор, уменьшение концентрации ионов
кальция приводит к полимеризации актина с разными типами «актиновых пе-
рекрёстно-связывающих белков», что сопровождается образованием микрофи-
ламентов и разных типов гелей. Гели деполимеризуются обратно в жидкую фа-
зу ионами кальция, активирующими особый (гель-зольиновый) белок, который
разрывает актин. Циклам трансформации золь-гель в живых клетках предпо-
ложительно могут соответствовать циклы рассеивания (золь) и изоляции, то
есть сохранение квантового сцепления (гель) в МТ и цитоплазме.

Л.П. Хохлова с сотр. [7] после 3-часовой инкубации проростков озимой
пшеницы в растворах ингибиторов полимеризации цитоскелетных белков – ци-
тохалазина Б и колхицина наблюдали снижение водоудерживающей способно-
сти (ВС), являющейся показателем термодинамического состояния воды. Одной
из причин уменьшения ВС при дезорганизации цитоскелета может быть изме-
нение состояния клеточной воды в результате сокращения общей гидратируе-
мой поверхности филаментов цитоскелета и связанных с ними других макро-
молекулярных структур.

2. Цитоскелетный контроль водопроницаемости клеточных мембран

Наряду с состоянием воды другим цитоскелетзависимым параметром во-
дообмена клеток является мембранный транспорт воды. К сожалению, до сих
пор по этому вопросу экспериментальные данные получены в основном для
клеток животных.

Е.С. Снигиревской [17] установлено, что при действии на клетки эпителия
мочевого пузыря лягушки вазопрессина (АДГ – антидиуретического гормона)
усиливались потоки воды через апикальную плазматическую мембрану, а струк-
турные модификаторы цитоскелета – колхицин, винбластин и цитохалазин Б –
ингибировали транспорт воды. Это приводило к уменьшению в мембране до-
менов с высокой водной проницаемостью, в которых возможно локализуются
водные каналы. Одновременно, как показали электронно-микроскопические
снимки, происходила деградация МТ и МФ, нарушались их связи с вакуоляр-
ной и апикальной мембранами, прекращалось перемещение по клетке вакуолей
и, что очень важно, уменьшалось число МТ, несущих на своей поверхности
электроноплотные глобулы, из которых, как предполагается, формируются
водные каналы в мембране. В то же время при стимуляции водных потоков ва-
зопрессином количество МТ в клетках эпителия увеличивалось в несколько раз
[18]. Эти экспериментальные данные позволили заключить, что МТ и МФ мо-
гут участвовать:

– в транспортировке водных каналов с помощью агрефоров и/или гранул;
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– в встраивании и перераспределении водных каналов в плоскости апи-
кальной мембраны;

– в перемещении по клетке крупных вакуолей, транспортирующих воду
через мембраны [17].

Продолжением этих исследований является работа Я.Ю. Комиссарчика с
сотр. [19], в которой представлены результаты экспериментов, полученные при
изучении примембранного актинового цитоскелета с помощью электронной и
конфокальной микроскопии и иммуноцитохимических методов. Эти результа-
ты свидетельствуют об увеличении осмотической проницаемости эпителия мо-
чевого пузыря лягушки под действием АДГ. Авторы наблюдали смену тонко-
фибриллярной сети МФ, характерной для контроля, на более глубокую сеть
цитоскелета с относительно большими ячейками на фоне усиления транспорта
воды через эпителий. На основании этих результатов сделано заключение о
том, что в молекулярном механизме увеличения осмотической проницаемости
для воды клеток эпителия мочевого пузыря лягушки обязательным звеном яв-
ляется деполимеризация апикально локализованных нитей актина.

В других экспериментах [20] выявлено, что на индуцированный вазопрес-
сином водный транспорт цитохалазин Д и латрункулин Б, разрушающие МФ,
не влияют. При этом МФ не являются необходимыми для инициального дви-
жения водных каналов к апикальной стороне мембраны мочевого пузыря жабы,
но сеть актиновых микрофиламентов влияет на число водных каналов и их
встраивание в апикальные мембраны.

Как известно, транспорт молекул воды через клеточные мембраны может
осуществляться путём простой диффузии через липидный бислой [21]. Однако
в настоящее время открыты и изучены многочисленные трансмембранные бел-
ки-переносчики – аквапорины (AQPs), которые являются высококонсерватив-
ной группой мембранных белков с молекулярной массой 20–31 кДа, формирую-
щих узкие мембранные каналы [22, 23] и способствующих движению воды че-
рез мембрану согласно градиенту водного потенциала [24].

В растельных клетках аквапорины обнаружены в плазматической мембра-
не (РIР) и тонопласте (ТIР). Растения содержат большое количество изоформ
этих белков, отличающихся клеточной и тканевой специфичностью. Некоторые
из них экспрессируются постоянно, тогда как другие лишь – в ответ на факто-
ры внешней среды, такие, как засуха, засоление и др. [22, 25]. Содержание бел-
ков РIР и ТIР-семейств в мембранах растительных клеток сильно варьирует.
Оно зависит от вида растения, типа ткани, условий водного режима. Большин-
ство растительных AQPs найдено в корнях, например, AQPs PIP2 : 2 и PIP2 : 4

экспрессируются исключительно в корнях [26].
Через водные каналы осуществляется двунаправленный транспорт воды,

который определяется физическими условиями среды [27–29]. Данные Гоурауд
с сотр. [30] свидетельствуют о том, что после фосфорилирования с-концевой
области цитоплазматического домена AQP2 в почках млекопитающих он свя-
зывается с белками везикулярной оболочки, и, таким образом, AQP2 в составе
везикулы выводится на плазматическую мембрану.

Я.Н. Ампилоговой с сотр. [31] установлено, что для плазмалеммы стеблей
гороха характерна высокая водная проводимость, но слабая обогащённость ак-
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вапоринами. Водная проводимость корней оказалась ниже, но по содержанию
аквапоринов она значительно превосходила плазмалемму стеблей. Авторами
предполагается, что изменение осмотической водной проницаемости плазма-
леммы корней, вызванное действием окислителя и восстановителей SH-групп,
может быть связано с изменением статуса SH-групп пары цистеинов в молекуле
аквапорина, локализованных на N-конце ориентированной в апопласт петли С.

Вестерн-блот-анализ с использованием иммунной сыворотки к консерва-
тивной последовательности аквапоринов РIР-типа выявил их наличие как в
плазмалемме, так и во внутриклеточных мембранах [32]. Авторы методом не-
прямой иммунофлуоресцентной микроскопии показали, что мигрирующие ок-
рашенные участки плазмалеммы после гипотонического и гипертонического
воздействий были обеднены аквапоринами РIР-типа, и при индуцировании ос-
мотического стресса содержание аквапоринов этого типа в плазматической мем-
бране не менялось. Сделано предположение, что изменение количества РIР-ак-
вапоринов в плазмалемме не связано с реакцией растительной клетки на осмо-
тический стресс.

В работе [33] исследовали гидравлическую проницаемость корней двух
разных по чувствительности к охлаждению генотипов кукурузы. Осмотическая
гидравлическая проницаемость была выше у выносливых к холоду растений
(5 °С, 54 ч), и одновременно было обнаружено повышение ингибирования ос-
мотической проводимости воды, вызванное хлоридом ртути во время обработ-
ки охлаждением, по-видимому за счёт возможного увеличения вклада аквапо-
ринов в проводимость воды в корнях выносливых к охлаждению растений. Эти
результаты согласуются с экспериментами, указывающими на неодинаковую
проницаемость плазматических мембран в клетках разных зон главного корня
Zea mays, которая может коррелировать с экспрессией некоторых генов аква-
поринов (Zm РIР) [34]. Ингибирование активности AQPs с помощью HgCl2 и
флоретина наводит авторов на мысль о включении AQPs в регуляцию прони-
цаемости клеток для молекул воды.

На активность аквапоринов важное влияние могут оказывать белок–бел-
ковые взаимодействия с различными клеточными компонентами, в том числе и
с цитоскелетом [23], кальмодулином и другими белками [35].

Значение актиновых и тубулиновых филаментов в водопроницаемости мем-
бран растительных клеток обсуждается в немногих работах. Вайн и Тазава [36]
изучали участие актинового цитоскелета в полярном транспорте воды в клетках
междоузлий харовых водорослей. Оказалось, что цитохалазины Б и Е повышали
сопротивление эндоосмосу воды (уменьшали гидравлическую проницаемость
на эндоосмотическом конце) и, таким образом, препятствовали поступлению
воды внутрь клетки. Как считают авторы, в норме кортикальный актиновый
цитоскелет, взаимодействуя с плазмалеммой, регулирует полярный транспорт
воды в результате уменьшения гидравлического сопротивления на эндоосмоти-
ческой стороне. Л.П. Хохлова с сотр. [37] обнаружили эффект модификаторов
структуры цитоскелета (оризалина и колхицина) на водный транспорт в расти-
тельных тканях.

В то же время для клеток животных были получены прямые доказательства
участия цитоскелетных структур в движении AQPs и их чётком клеточном рас-
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пределении. Было показано, что деполимеризация МТ и МФ изменяет субкле-
точную локализацию AQP1 и AQP2 [38, 39]. Недавние исследования молеку-
лярных механизмов, регулирующих движение AQP2, указали на важную роль
актинового цитоскелета в вазопрессин-стимулированной вставке AQP2 в апи-
кальную мембрану животных клеток [40].

Что касается растений, то имеются результаты экспериментов, в которых
для выяснения вклада цитоскелета в осмотическую водную проницаемость
плазмалеммы в качестве удобной физиологической модели были использованы
протопласты корней кукурузы Black Maxican Sweet. Измерения коэффициента
осмотической водопроницаемости (Pf) протопластов проводили на оригиналь-
ной автоматизированной системе, позволяющей регистрировать набухание или
сжатие протопластов соответственно в гипо- или гиперосмотической среде во
времени. При этом измеряли три параметра – начальное значение Pf, скорость
изменения Pf (наклон Pf) и задержку Pf (неизменяемость Pf), которые отражают
изменения в числе и/или активности аквапоринов в плазматической мембране.
Показано, что разрушение или стабилизация МТ в протопластах, предвари-
тельно обработанных оризалином или таксолом, вызывали неустойчивое повы-
шение начального Pf (в течение 15 с). Однако индуцированная цитохалазином Д
деполимеризация актина, также как деструктивное действие холодового шока
(3 °С, 3–8 ч) на протопласты, которое (по данным иммуновизуализации) час-
тично разрушало актиновый и почти полностью тубулиновый цитоскелет, при-
водили к постепенному повышению Pf и более высоким значениям этого пока-
зателя, чем в контроле. Ингибиторы активности аквапориновых белков – фло-
ретин и хлорид ртути – не влияли на контрольные протопласты, но достоверно
изменяли относительный объём и снижали осмотическую проницаемость про-
топластов, обработанных антицитоскелетными агентами или холодом. Эти ре-
зультаты указывают на включение аквапоринов в регуляцию Pf и на функцио-
нальную взаимосвязь аквапоринов с цитоскелетом. Предполагается, что цито-
скелетный контроль водопроницаемости клеток опосредуется через изменение
активности AQPs и/или транспорта AQPs-содержащих везикул в плазматиче-
скую мембрану [41].

3. Участие цитоскелетных структур в везикулярном транспорте,
процессах эндо- и экзоцитоза

В последнее время обсуждается вопрос о включении цитоскелетных струк-
тур в везикулярный транспорт, процессы экзо- и эндоцитоза различных веществ,
в том числе и воды.

Участие МТ в экзо- и эндоцитозе и в транспортировке везикул подтвер-
ждается многими исследованиями. При деполимеризации этих цитоскелетных
структур прекращается движение секреторных везикул и замедляется секреция
хромогранина Б у человека [42], ингибируется активность работы эпителиаль-
ных железистых клеток [43].

Существуют данные об участии МТ в транспорте веществ из аппарата Голь-
джи [44]. Шморанзер и Саймон [45] на основании результатов опытов, прове-
дённых на фибробластах крыс, описали участие МТ в везикулярном транспорте
не только на периферию, но и к участкам встраивания в плазматическую мем-
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брану, причём каждая везикула одновременно могла быть связана сразу с не-
сколькими тубулиновыми компонентами цитоскелета, которые влияют на морфо-
логию везикул, вызывая образование этих структур в виде вытянутых трубочек.

Кроме того, в колхицин-обработанных клетках в результате разборки МТ
блокируется эндоцитоз, что сопровождается субклеточным перераспределением
аквапоринов [38]. После обработки колхицином аквапорин gp330 оказался на
многочисленных везикулах, распределённых по всей цитоплазме, тогда как в
норме его локализация ограничивалась эндоцитозным аппаратом. Аквапорин-1
после разрушения цитоплазматических МТ колхицином также располагался на
маленьких везикулах и в плазматической мембране, в то время как до действия
ингибитора присутствовал исключительно в цитоплазматической мембране.

Первые свидетельства о взаимосвязи МФ с транспортом везикул получены
в опытах с использованием ингибиторов актинового цитоскелета. При обра-
ботке клеток цитохалазином Б прекращался выход из аппарата Гольджи белка
везикулярного стоматис вируса G (VSVG) [46], а латрункулин Б и ботулин ин-
гибировали перенос белка между эндоплазматическим ретикулумом и аппара-
том Гольджи [47].

Взаимосвязь актинового цитоскелета с работой секреторного пути подтвер-
ждают данные о наличии большого числа ассоциированных с аппаратом Голь-
джи актинсвязывающих белков. К ним относят сам актин [48], спектрин [49],
анкирин [50], центрактин [51], тропомиозин [49], дребин [52] и актинсвязы-
вающий белок млекопитающих mАbр1 [53]. Окамото с сотр. [54] обнаружили
наличие на мембранах везикул в форме вытянутых трубочек белка lasp-1, кото-
рый присоединяется к динамину – полипептиду, регулирующему отрыв везикул
от плазматической мембраны к МФ [55], и таким образом осуществляет взаи-
модействие между везикулярным транспортом и цитоскелетом. Моторный бе-
лок актина – миозин-1, помимо переноса везикул, участвует также в их вклю-
чении в состав плазматической мембраны [56].

По мнению Стамнес [49], важнейшей ролью актина в транспорте белка яв-
ляется «вырезание» везикулярных структур и их транслокация от органеллы-
донора к органелле-акцептору.

Одни исследователи животных клеток отводят тубулиновому цитоскелету
ведущую роль в транспорте везикул аппарата Гольджи к плазмалемме, а акти-
новому цитоскелету – во встраивании этих везикул в мембрану [45]. Другие
авторы полагают, что актин осуществляет везикулярный транспорт на «корот-
кие» дистанции вблизи плазматической мембраны [57, 58]. В растительных же
клетках внутриклеточные движения чаще всего зависят от актиновых фила-
ментов и происходят с помощью миозинов (8 и 11 классов) – молекулярных
моторов, обеспечивающих многие виды движения вдоль актиновых МФ [59].
Имеются данные относительно участия актиновых компонентов в транспорте
везикул из аппарата Гольджи в растительных клетках [60]. МФ в большинстве
случаев служат рельсами для движения везикул аппарата Гольджи к быстрора-
стущим зонам при апикальном росте [61], а также участвуют в интернализации
переносчиков ауксина, регулирующей полярный транспорт гормона [62] и эн-
доцитоз [63]. Плотные субпопуляции актина могут препятствовать движению
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секреторных пузырьков к плазматической мембране растущих клеток, обеспе-
чивая неравномерность роста и создание специфических форм клеток [64, 65].

За последние десятилетия произошёл значительный прогресс в изучении
эндоцитоза растений. Например, Самаи с сотр. [66] обсуждают значение взаи-
модействий между эндоцитозом, актиновым цитоскелетом и митогенактивиро-
ванными протеинкиназами (MAPKs) у млекопитающих, предполагая при этом,
что в растительных клетках актиновая сеть является опорой (своеобразным
каркасом), которая может передавать сигналы с помощью MAPKs.

Таким образом, несмотря на большое количество ещё невыясненных фак-
тов относительно участия цитоскелетных структур в везикулярном транспорте,
процессах экзо- и эндоцитоза в растительных клетках, в этой области произо-
шёл существенный прогресс.

4. Межклеточный транспорт воды и цитоскелет

Известно, что водообмен в растительных тканях может осуществляться
тремя путями:

1) по апопласту – свободному пространству клеточных стенок и межклет-
никам;

2) по симпласту, включающему протопласты соседних клеток, объединён-
ных межклеточными каналами – плазмодесмами в единую систему;

3) по трансмембранному пути – из клетки в клетку с выходом через вакуо-
ли и плазматическую мембрану в межклеточное пространство.

Второй и третий путь относятся к межклеточному транспорту воды.
Плазмодесмы, выстланные плазматической мембраной, содержат цен-

тральный элемент – десмотрубочку, образованную мембраной эндоплазмати-
ческого ретикулума [67], способную переходить в другие эндомембраны, что
обеспечивает единое мембранное пространство растительной ткани [68]. В ра-
ботах О.В. Волобуевой с сотр. [69] и Г.А. Великанова с сотр. [70] с использова-
нием импульсного метода ЯМР представлены косвенные доказательства суще-
ствования двух транспортных каналов в плазмодесмах. Таким образом, есть все
основания считать, что в растительной ткани имеется не только цитоплазматиче-
ский, но и вакуолярный симпласты, соединяющие в единые надклеточные кон-
тинуумы цитоплазматические и вакуолярные (эндоплазматические) компар-
тменты соседних клеток соответственно.

По современным представлениям, плазмодесмы содержат внутри цито-
плазматического кольцевого сечения АТФ-зависимые актомиозиновые сфинк-
теры, контролирующие диаметр вакуолярной десмотрубочки, соединяющей ва-
куоли соседних клеток [68]. Результаты иммунофлуоресцентной и электронной
микроскопии при использовании ингибитора контрактильного белка – миозина
(1,2-бутандион-моноксима) – подтвердили наличие актомиозинового сфинкте-
ра в шейных сужениях плазмодесм [71].

Исследователи склонны считать, что не только внутреннему, локализован-
ному в цитоплазматическом кольце актомиозиновому сфинктеру, но и внеш-
нему принадлежит важная роль в регуляции просвета шейных сужений плаз-
модесм – быстрым, обратимым отложениям каллозы или фенольных соедине-
ний вокруг шейного сужения. При этом актомиозиновый сфинктер, в частности
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актин, может заякориваться и стабилизировать трансмембранные белки, удер-
живая их в местах шейных сужений, что, в свою очередь, стабилизирует ком-
поненты внешнего сфинктера, которые закрепляются на этих же трансмем-
бранных белках снаружи [72]. За счёт такой связи актомиозиновый сфинктер
может сжимать и разжимать не только просвет между двумя мембранами внут-
ри цитоплазматического кольца плазмодесм, но и воздействовать на внешний
сфинктер [71].

О.В. Волобуевой с сотр. [69] и Г.А. Великановым с сотр. [70] разработан
принципиально новый подход к изучению водопроводимости двух транспорт-
ных каналов плазмодесм, основанный на компьютерном анализе мультикомпо-
нентного диффузионного затухания намагниченности стимулированного эха в
такнях корней пшеницы, и была объяснена природа трёх коэффициентов само-
диффузии воды (КСД) – D1, D2 и D3. Выдвинуто представление о регуляции
межклеточного транспорта воды по плазмодесмам, согласно которому нарас-
тающее обезвоживание вызывает компенсаторное перераспределение диффу-
зионных потоков воды между цитоплазматическим и вакуолярным симпласта-
ми в направлении усиления по первому пути, а также притока воды в апопласт
вследствие повышения проницаемости плазмалеммы [73]. В этих же работах
также исследовалась водопроницаемость двух транспортных каналов плазмо-
десм при действии ингибитора полимеризации актиновых филаментов цито-
скелета цитохалазина Б. Авторами показано, что этот препарат, с одной сторо-
ны, усиливал перенос воды по цитоплазматическому симпласту, по-видимому,
вследствие деструкции актомиозиновых сфинктеров, а с другой – снижал про-
водимость вакуолярного симпласта, возможно, и перенос воды в апопласт. По-
лученные данные создают основу для нового методического подхода к одно-
временному контролю функционального состояния двух транспортных каналов
плазмодесм при полном отсутствии какого-либо раневого воздействия на такое
состояние.

Было изучено влияние хлорида ртути (ингибитора AQPs) на диффузионный
перенос воды в корнях кукурузы [74]. Блокирование водных каналов HgCl2, как
и водный стресс, вызывало снижение скоростей диффузии воды в 1.5–2 раза.
Характерно, что подвегнутые водному стрессу корни не были чувствительны к
действию HgCl2. Результаты интерпретировались с точки зрения перераспреде-
ления потоков воды по разным путям переноса в растительной ткани. Сделано
предположение о возможной обратимой регулировке движения воды по раз-
ным транспортным путям, их переключении в то или иное «русло» в условиях
блокирования водных каналов хлоридом ртути, а также в ответ на водный
стресс.

Следующая серия опытов была посвящена особенностям межклеточного
транспорта воды в разных зонах корня кукурузы. При действии осмотического
и гормонального стрессоров в меристеме корня увеличивалась трансклеточная
водопроницаемость (по симпласту) [75]. В зоне растяжения при осмотическом
стрессе преобладающим становился апопластный водообмен, влияние других
стрессоров различалось: абсцизовая кислота повышала водопроницаемость ва-
куолярного симпласта, а салициловая кислота, напротив, снижала водопроводи-
мость как цитоплазматического, так и вакуолярного канала плазмодесм. По мне-
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нию И.Ф. Ионенко и А.В. Анисимова [76], в процессе развития клеток, то есть
при переходе их меристематической зоны в зону растяжения и далее – в зону
дифференциации клеток, меняется акцент в преимущественном использовании
того или иного пути (симпласт, апопласт, трансмембранный путь) на участке
радиального транспорта воды в корне. Симпластный перенос, по-видимому,
более предпочтителен в апексе корня. При растяжении клеток повышается роль
трансмембранного пути, опосредованного аквапоринами и чувствительного к
действию хлорида ртути. Модификации клеточных стенок в эндодерме (отло-
жение суберина), возникающие при удалении от кончика корня и понижающие
вклад апопластного транспорта, могут быть причиной уменьшения диффузи-
онного переноса воды.

В другой работе [77] высказаны соображения о роли аквапоринов в эффекте
АБК на водопроницаемость тонопласта и о физиологическом значении боль-
ших концентраций гормона, которые необходимы для активации пропускной
способности вакуолярного симпласта как важного транспортного русла для
воды в стрессовых условиях. Г.А. Великановым [78] представлен и экспери-
ментально проверен методический подход контроля самодиффузии молекул
воды между вакуолями соседних клеток в корне кукурузы посредством ЯМР с
импульсным градиентом магнитного поля. Этот метод основан на том, что при
больших временах наблюдения самодиффузии, когда молекулы воды апопла-
ста и цитоплазмы уже отрелаксировали и фактически не принимали участия в
формировании сигнала протонного эха, изменения наклона начального участка
диффузионного затухания не зависят от водопроницаемости вакуолярной мем-
браны, а контролируются исключительно изменениями водопроницаемости
межвакуолярного пути по десмотрубочкам.

Таким образом, на современном этапе возник новый виток исследований
структурно-функциональной организации транспортной системы высших рас-
тений. Предполагается возможное участие в межклеточном переносе воды че-
рез плазмодесмы двух транспортных каналов – цитоплазматического и вакуо-
лярного симпластов.

5. Эндогенная регуляция водного обмена растений
при взаимодействии цитоскелета с гормонами и нейромедиаторами

Транспорт воды в растениях может осуществляться с непосредственным
участием энергозависимых двигательных систем паренхимных клеток. Как из-
вестно, корень не только поглощает необходимую для жизнедеятельности рас-
тения воду, но нагнетает её в побеги, развивая при этом корневое давление,
которое имеет сложную природу и суммируется из двух составляющих – осмо-
тической и метаболической. Становится всё более очевидным, что метаболиче-
ская составляющая формируется благодаря активному участию паренхимных
клеток и непосредственно связана с энергозависимыми контрактильными сис-
темами последних. Так, В.Н. Жолкевич и Т.В. Чугунова [79] наблюдали умень-
шение метаболической составляющей корневого давления у проростков куку-
рузы после обработки их ингибиторами полимеризации тубулиновых и акти-
новых белков – колхицином и цитохалазином Б. Сократительные белки, рит-
мически изменяя объём паренхимных клеток и, тем самым, потенциал давле-
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ния в них, в конечном счёте, определяли автоколебательный характер поступ-
ления воды в сосуды ксилемы.

Для выяснения важности взаимодействий фитогормонов и нейромедиато-
ров с белками цитоскелета при регуляции транспорта воды в работах [80, 81]
изучали комбинированное действие ацетилхолина, индолилуксусной кислоты
(ИУК), гибберелловой кислоты (ГК), кинетина, с одной стороны, и цитохала-
зина Б и колхицина, с другой, на эксудацию (нагнетающую деятельность) от-
делённых корней кукурузы. Авторами показано, что колхицин и цитохалазин
тормозили эксудацию, а фитогормоны стимулировали её по сравнению с кон-
тролем. В присутствии цитохалазина Б и колхицина стимулирующий эффект
фитогормонов полностью снимался. Таким образом, активирующее влияние
фитогормонов на нагнетающую деятельность корня невозможно без функцио-
нирования белков цитоскелета, а в основе этого влияния лежит энергозависимое
взаимодействие стимуляторов с контрактильными белками. Именно последние
обусловливают ритмические микроколебания потенциала давления за счёт из-
менения диаметра пор в плазмодесмах (открывание и закрывание водных кана-
лов) или даже объёмов клеток (симпласта в целом). Благодаря ритмическим
микроколебаниям потенциала давления создаются локальные градиенты вод-
ного потенциала на всём пути водного тока, и тем самым реализуется один из
механизмов регуляции транспорта воды. В качестве же регуляторов микроко-
лебаний потенциала давления как раз и могут выступать ацетилхолин и фито-
гормоны.

Предположение, согласно которому именно МФ и МТ являются конечны-
ми мишенями, на которые нацелено воздействие фитогормонов при стимуля-
ции ими эксудации, представляется достаточно правдоподобным. Однако не-
ясно, влияют ли фитогормоны на МТ и МФ непосредственно или же их дейст-
вие опосредованно через вторичные мессенджеры. Для получения ответа на
этот вопрос было испытано совместное воздействие на эксудацию фитогормо-
нов (ИУК, кинетина, ГК) со специфическим стабилизатором МФ – фаллоиди-
ном и со специфическим стабилизатором МТ – таксолом. При совместном
применении каждого из трёх исследуемых фитогормонов с фаллоидином на-
блюдали полную аддитивность их стимулирующего действия на эксудацию
корней. Однако при использовании тех же гормонов с таксолом никакой адди-
тивности не отмечено. На основании полученных результатов авторы предпо-
ложили, что все три гормона действуют на МТ непосредственно, а на МФ –
опосредованно. Другими словами, при действии фитогормонов на МФ конеч-
ную мишень отделяют от рецептора интермедиаты, через которые и осуществ-
ляется трансдукция сигнала, МТ же, по-видимому, являются одновременно и
мишенью, и рецептором фитогормонов [82, 83].

Применение более специфического ингибитора полимеризации актина –
латрункулина Б (ЛАТБ) – приводило к торможению эксудации как целых кор-
ней, так и «рукавчиков» (корни проростков кукурузы лишённые центрального
целиндра), причём у последних замедление было выражено сильнее, чем у це-
лых корней. Кроме того, установлено, что ЛАТБ полностью снимал стимули-
рующее влияние ацетилхолина на эксудацию [84] аналогично тому, как это на-
блюдалось в опытах с цитохалазином Б. М.М. Пузаковым [85] также было от-
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мечено замедление эксудации под влиянием ЛАТБ. В то время как фаллоидин
и таксол по отдельности значительно стимулировали эксудацию, а при совме-
стном применении выявлена практически полная аддитивность их стимули-
рующего действия на интенсивность эксудации. Этот факт свидетельствует о
высокой специфичности используемых агентов и об участии как МФ, так и МТ
в создании корневого давления.

Исследовалось также комбинированное действие более широкого набора
нейромедиаторов (ацетилхолина, норадреналина и адреналина) с таксолом и
фаллоидином, которые по отдельности ускоряли эксудацию [86]. При совмест-
ной обработке корней ацетилхолином с таксолом или фаллоидином, а также
норадреналином с таксолом наблюдалась полная аддитивность их стимули-
рующего влияния на интенсивность эксудации корней. При использовании но-
радреналина с фаллоидином и адреналина как с таксолом, так и с фаллоидином
практически не отмечено аддитивности (препараты направлены на одну и ту же
мишень, поэтому конечный эффект действия одного агента перекрывается влия-
нием другого). Адреналин, стимулируя эксудацию, более или менее непосред-
ственно воздействует как на МФ, так и на МТ, а норадреналин – лишь на МФ.
В то же время норадреналин воздействует на МТ, а ацетилхолин – и на МТ, и
на МФ только опосредованно, через промежуточные системы (вторичные мес-
сенджеры). В последнем случае участие нейромедиаторов при передаче сигна-
ла в процессе нагнетания воды проявляется, пожалуй, особенно отчётливо [87].

Имеются предположения об участии F-актина и миозина-II в работе плаз-
модесм и ситовидных пор во флоэме. Контрактильные образования в форме
актомиозиновых колец, по-видимому, могут принимать участие в осмотически
опосредованных тургорзависимых процессах и обеспечивать движение асси-
милятов по ситовидным трубкам флоэмы при участии поступающей из ксиле-
мы воды [56].

Таким образом, полученные результаты перечисленных выше работ оп-
ределённо свидетельствуют о непосредственном взаимодействии как МТ, так и
МФ с различными нейромедиаторами и фитогормонами в создании корневого
давления – нижнего концевого двигателя восходящего водного тока.

6. Индуцируемые антицитоскелетными агентами изменения
водоудерживающей способности клеток в связи
с индукцией морозоустойчивости растений

Одним их важных интегральных параметров водообмена растений является
водоудерживающая способность (ВС) клеток/тканей. Сохранение жизнедея-
тельности растений при изменяющихся условий среды зависит в большой сте-
пени от способности клеток удерживать воду. В частности, повышение ВС,
происходящее в клетках озимых злаков в период осеннего закаливания [88],
является существенным защитным механизмом, ограничивающим пороговое
обезвоживание клеток при действии морозов. ВС определяется термодинами-
ческим состоянием воды (водным потенциалом), включающим тургорную, ос-
мотическую и матричную составляющие [89]. Другим фактором, влияющим на
ВС, является водопроницаемость мембран. Обычно о ВС судят по количеству
воды, выходящей из тканей в гипертонические растворы осмотически активных
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веществ. Особое значение ВС приобретает в условиях засухи, пониженной или
повышенной температуры, так как этот показатель характеризует способность
клеток сопротивляться обезвоживающему действию данных факторов [90].

Согласно результатам исследований [7, 91], непродолжительная обработка
проростков озимой пшеницы цитохалазином Б и колхицином приводила к дос-
товерному снижению ВС корней, что указывает на чувствительность водной
фазы клеток к ингибиторам цитоскелета и, следовательно, на зависимость ВС
тканей от структурной целостности цитоскелета. В основе отмеченного умень-
шения ВС при дезорганизации цитоскелетной сети, по-видимому, лежит изме-
нение состояния клеточной воды (повышение водного потенциала), вызванное
дегидратационными процессами как филаментов цитоскелета, создающих в ци-
топлазме вследствие своей сильной разветвлённости большую гидрофильную
поверхность [16], так и связанных с ними других клеточных структур. Не менее
важной причиной снижения ВС может быть также усиление водопроницаемо-
сти мембран, о чём свидетельствует снижение времён спин-спиновой релакса-
ции (Т2) и увеличение эффективного коэффициента самодиффузии воды (Дэфф),
измеренные методом импульсного ЯМР [37] и являющиеся показателями
трансмембранного переноса воды [92]. Оризалин (высокоспецифический инги-
битор полимеризации тубулиновых белков растительных клеток) также снижал
ВС, Т2 и повышал Дэфф в листьях и корнях [93]. Учитывая существование физи-
ческих контактов трансмембранных белков с МТ [94], можно предположить,
что оризалин нарушает взаимодействия между водными каналами и кортикаль-
ными МТ, и поэтому водопроницаемость плазмалеммы повышается. Ещё одной
причиной усиления транспорта воды через мембраны является структурная ре-
организация аквапориновых водных каналов из-за нарушения цитоскелет-мем-
бранных контактов и/или везикулярного транспорта и процессов эндоцитоза [8].

В серии опытов с более продолжительным выращиванием растений на рас-
творе оризалина (до 3-х суток) обнаружено повышение ВС корней проростков
озимой пшеницы [95, 96]. Такой результат, возможно, обусловлен возрастными
особенностями растений и более значительным вкладом в мембранный транс-
порт реорганизующихся актиновых филаментов, поскольку полимеризованные
фрагменты актиновой сети, образующиеся при различных стрессах [97, 98],
могут закупоривать водные поры плазматических мембран, что затруднит вы-
ход воды из клеток в раствор осмотика, и в результате ВС тканей возрастёт.
Кроме того, важным моментом может быть изменение направленного функ-
ционирования так называемого осмосенсора, предположительно содержащего
актиновые филаменты и аквапорины [99], приводящее к замедлению выхода
воды из клеток, которое и отразилось в повышении ВС. Эти данные согласуются
с экспериментами [73], свидетельствующими о возрастающем при водном стрес-
се цитохалазин-индуцированном увеличении ВС корней пшеницы, механизм
действия которого состоит в ограничении транспорта воды через водные каналы
и усилении процессов гелификации МФ при осмотических воздействиях [100].

Несомненный интерес представляют данные экспериментов [96], в кото-
рых были выявлены определённые изменения ВС корней при совместном ис-
пользовании ингибиторов тубулинового и актинового цитоскелета – оризалина
и цитохалазина Д (или латрункулина Б) по сравнению с влиянием каждого из
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них по отдельности при действии на растения холодового закаливания и абсци-
зовой кислоты. Автор связывает эти различия в реакции ВС с модификацией
актин-микротрубочковых контактов – усилением (при гипотермии) или ослаб-
лением (при АБК).

Результаты исследований [8, 101] позволили авторам установить, что зака-
ливание растений к холоду и обработка их АБК уменьшали чувствительность
ВС листьев разных сортов озимой пшеницы к оризалину, в то время как на ре-
акцию ВС корней эти два фактора действовали разнонаправленно (закаливание
ослабляло, а АБК усиливала эффект ингибитора). Снижение восприимчивости
ВС к оризалину при гипотермии может быть связано с повышением стабильно-
сти всего цитоскелета. О последнем свидетельствуют данные иммуноцитохи-
мического анализа по уменьшению деполимеризующего действия заморажива-
ния [102] и оризалина [103] на МТ закалённых клеток проростков озимой пше-
ницы, что сопровождалось образованием плотной сети тубулинового цитоске-
лета из толстых пучков МТ и увеличением интенсивности их флуоресценции.
Наряду с этим происходило усиление полимеризации и актиновых филаментов,
также указывающее на их стабилизацию под влиянием низких температур
[104]. Степень снижения ингибирующего эффекта оризалина на ВС как зака-
лённых, так и незакалённых растений прямо коррелировала с уровнем морозо-
устойчивости сорта и была более выраженной в листьях, чем в корнях. Законо-
мерное и последовательное уменьшение восприимчивости водного статуса ли-
стьев к деполимеризующему агенту в ряду мало → средне → высокоморозо-
устойчивый сорт пшеницы позволяет рассматривать эту реакцию, во-первых,
как генотипически обусловленную способность сорта к стабилизации системы
«цитоскелет – вода» и, во-вторых, как физиологический тест на холодостой-
кость МТ и морозоустойчивость растений.

Таким образом, впервые была установлена генотипически детерминиро-
ванная, органо-, сортоспецифическая и АБК-опосредуемая зависимость инте-
грального физиологического показателя – водоудерживающей способности –
от целостности и структурной реорганизации цитоскелета, которая обуславли-
вается влиянием основных цитоскелетных структур (МТ и МФ) не только на
состояние клеточной воды (водный потенциал), но и осмотическую водопро-
ницаемость плазмалеммы.

Заключение

Принимая во внимание существующие данные о полифункциональной ро-
ли актиновых и тубулиновых филаментов, можно заключить, что цитоскелет-
ные структуры, обеспечивая функционирование многих жизненно важных сис-
тем, оказывают большое влияние на состояние, свойства и транспорт воды в
тканях, клетках и органах растений. Несомненно, что участие цитоскелета в
эндогенной регуляции водного обмена растительных клеток связано с его сиг-
нальной функцией, поскольку МТ и МФ являются первичной мишенью раз-
личных биотических и абиотических стрессоров. Есть основания полагать, что
клеточные ответы и формирование адаптивного потенциала растений во мно-
гом опосредуются динамической реорганизацией цитоскелета через изменение
водного обмена клеток и тканей (активности и транспорта воды). В целом вы-
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яснение роли цитоскелета в водообмене растений заполняет существенный
пробел при создании теоретических основ функционирования клеточного мат-
рикса как важнейшей, биосенсорной и наносоразмерной клеточной структуры.

Summary

M.V. Vesper, M.A. Bochkareva, L.P. Khokhlova. Cytoskeleton and Water Exchange of
Plants.

The review for the first time presents analysis of literary data and the results of the
author’s own investigation about the multilateral effects of the main components of the cyto-
skeleton structures – microtubules (MT) and microfilaments (MF) on the state and properties
of cellular water, on its processes of intra- and intercellular transport, hydraulic and osmotic
permeability of plant cells was analyzed. Data testifying participation of the cytoskeleton
components in the vesicle transport including aquaporin properties and in the processes of
exo- and endocytosis are considered in detail. The particular attention is given to the changes
of cell water-holding capacity induced by the anticytoskeletal agents and also endogenous
regulation plant water exchange by the interaction of the cytoskeleton with the hormones and
neuromediators.

Key words: water exchange, cytoskeleton, state and transport of water.
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