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Аннотация 
   Растительные липид-транспортирующие белки 
(ЛТБ) принадлежат семейству небольших широко 
распространенных белков, характеризующихся 
наличием гидрофобной впадины и осуществляющих 
связывание и транспорт строительных и сигнальных 
липидов, вторичных метаболитов и фитогормонов 
внутри клеток, в межклеточном пространстве, а также 
по сосудам флоэмы и ксилемы. Целью данной работы 
было установить возможность связывания молекул 
липид – транспортирующих белков с фитогормоном 
абсцизовой кислоты (АБК) in vivo. Объектом исследо-
вания служили семена гороха. В предварительных 
экспериментах с использованием методов иммуноги-
стохимии с использованием специфических антител к 
ЛТБ1 нами было выявлено совпадение локализации 
данных белков и гормона АБК в клеточных стенках 
флоэмы на срезах корней гороха на фоне засоления 
растений. Описываемое совпадение паттернов 
локализации указывало на возможное связывание 
АБК этими белками. Способность растительных ЛТБ 
связываться с АБК в водном растворе подтвердилась 
в исследованиях с использованием 2-п-толуиди-
нилнафталин-6-сульфоната (ТНС). Однако связыва-
ние ЛТБ с лигандами in vitro не всегда может долж-
ным образом отражать их взаимодействие in vivo. 
В осажденных комплексах липид-транспортирующих 
белков со специфическими поликлональными антите-
лами была экстрагирована и идентифицирована 
с помощью твердофазного иммуноферментного 
анализа АБК, что подтвердило способность ЛТБ 
связывать этот гормон не только in vitro, но и in vivo. 
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Abstract 
   Plant lipid transfer proteins (LTPs) belong to a family of 
small, widespread proteins characterized by the presence 
of a hydrophobic cavity and binding and transporting 
structural and signaling lipids, secondary metabolites, and 
phytohormones within cells, in the intercellular space, and 
through phloem and xylem vessels. The aim of this study 
was to establish the possibility of lipid transfer protein 
molecules binding to the phytohormone abscisic acid 
(ABA) in vivo. Pea seeds were used as the study object. 
Preliminary experiments using immunohistochemistry 
methods with specific antibodies to LTP revealed a 
coincidence in the localization of these proteins and the 
ABA hormone in the cell walls of the phloem in sections 
of pea roots during salinity stress. This coincidence in 
localization patterns indicated the possible binding of 
ABA by these proteins. The ability of plant LTPs to bind 
ABA in aqueous solution was confirmed in studies using 
2-p-toluidinylnaphthalene-6-sulfonate (THS). However, 
in vitro LTP binding to ligands may not always accurately 
reflect their in vivo interaction. After ether extraction, 
ABA was detected in the precipitated complexes of lipid 
transfer proteins with specific polyclonal antibodies, 
demonstrating the ability of LTP proteins to bind this 
plant hormone in vivo. In the precipitated complexes of 
lipid-transporting proteins with specific polyclonal 
antibodies, ABA was extracted and identified using 
enzyme-linked immunosorbent assay, which confirmed 
the ability of LTP to bind this hormone not only in vitro 
but also in vivo.  
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ВВЕДЕНИЕ 

Белки-транспортеры липидов (ЛТБ) растений представляют собой небольшие 

основные белки, свернутые вокруг туннелеподобной гидрофобной впадины, способные 

обратимо связывать и переносить различные лиганды, в том числе и липофильные 
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фитогормоны [Finkina et al. 2016]. Функции ЛТБ in vivo до сих пор остаются предметом 

споров, хотя накоплены данные об их роли в биогенезе мембран, участии в отложении 

полимеров (кутин и суберин), в развитии и прорастании семян, росте клеточной стенки, 

реакций растений на абиотические и биотические стрессы [Kader, 1996; Salminen et al. 2016], 

о чем свидетельствует увеличение уровня экспрессии этих белков [Safi et al. 2015] в ответ 

на засоление [Xu et al. 2018], дефицит влаги [Guo et al. 2013], низкие температуры, 

инфицирование фитопатогенами [Gao et al. 2023]. Большой вклад в осуществление 

многочисленных функций белков данного семейства может вносить их взаимодействие 

с фитогормонами [Akhiyarova et. al. 2021; Melnikova et al. 2023]. Известно, что реакции 

растений на изменяющиеся условия окружающей среды координируются множеством 

регуляторных сетей, включая и индукцию эндогенной абсцизовой кислоты, которая является 

ключевым фитогормоном в передаче сигналов, обеспечивая выживание растений [Sharma 

and Sharma, 2023]. Транспортировка различных молекул на большие расстояния, в том числе 

выполняющих сигнальную функцию, осуществляется через сосудистую систему, состоящую 

из двух проводящих тканей – ксилемы и флоэмы [Lacombe, Achard, 2016], а функцию 

передачи сигналов на дальние расстояния выполняют фитогормоны [Davies et al. 2005; 

Lacombe, Achard, 2016; Kudoyarova et al. 2011]. Многие исследования показали сходство 

в участии гормонов и ЛТБ в регуляции роста и развития растений, их адаптации 

к изменяющимся условиям среды, а также существование связи между их 

функционированием. Кроме того, было показано, что во флоэмном и ксилемном соке 

растений обнаружены не только различные гидрофобные молекулы, гормоны и различные 

липиды, но и липид-связывающие белки [Melnikova et al. 2023; Vafina et al. 2024]. Одним из 

объяснений этой ассоциации может быть участие ЛТБ в транспорте гормонов. С помощью 

методов иммунногистохимии [Akhiyarova et. al 2021] было задокументировано, что паттерн 

локализации абсцизовой кислоты в клеточных стенках флоэмы совпадает с локализацией 

ЛТБ на срезах корней гороха, уровень как АБК, так и ЛТБ возрастал в условиях засоления 

в стенках клеток флоэмы. Исходя из анализа литературы, очевидно, что исследования, 

касающиеся связывания липид-транспортирующих белков с их лигандами чаще всего 

осуществляются с помощью методических подходов in vitrо, что не всегда должным образом 

отражает их взаимодействие in vivo и целью данной работы было выявление присутствия 

комплексов ЛТБ с эндогенной АБК в белковом экстракте из семян гороха in vivo. Извлечение 

и идентификацию эндогенных лигандов из их комплекса с ЛТБ проводили при изучении 

их аллергенных свойств [Foo et al., 2021]. Этот же подход был использован в данной работе. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектом исследования служили семена гороха (Pisum sativum L, сорт Сахарный 2). 

К белковому экстракту из семян гороха, который был получен как описано в [Bogdanov et al. 

2016] и содержал ЛТБ, добавляли сыворотку, содержащую поликлональные кроличьи 

антитела к ЛТБ чечевицы, перекрестно реагирующие с ЛТБ гороха (были любезно 

предоставлены коллегами из ИБХ РАН), и инкубировали в течение ночи на холоду 

с последующим осаждением образовавшихся белковых комплексов. Выделение АБК 

проводили с помощью эфирной экстракции согласно методике, описанной ранее [Veselov 

et al. 1992]. Идентификацию АБК в полученном экстракте проводили методом 

твердофазного иммуноферментного анализа (ТФИФА) [Korobova et al. 2023]. 

Работа проводилась с использованием оборудования центра коллективного пользования 

«Агидель». 

https://www.mdpi.com/1422-0067/22/6/3082#B15-ijms-22-03082
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Для того чтобы выявить присутствие комплексов АБК с ЛТБ в белковом экстракте из 

семян гороха был осуществлен эксперимент, схема которого представлена на рис. 1А. 

Белковый экстракт гороха, содержащий Ps-LTP1 инкубировали с поликлональными 

кроличьими антителами к ЛТБ чечевицы, перекрестно реагирующие с ЛТБ гороха 

с последующим осаждением образовавшихся белковых комплексов. Выделившуюся АБК 

в результате эфирной экстракции, идентифицировали с помощью твердофазного 

иммуноферментного анализа. На рисунке 1Б представлены количественные данные, 

содержания Ps-LTP1 и эндогенной АБК в выделенных иммунных комплексах. Изначально 

в анализ был взят экстракт семян гороха, содержащий 1 мг суммарного белка. 

Рис. 1. Схема эксперимента образования иммунных комплексов (А). Содержание Ps-LTP1 

и АБК в осажденных комплексах с поликлональными кроличьими антителами к ЛТБ 

чечевицы (Б) 

Таким образом, в осажденных комплексах липид-транспортирующих белков 

co специфическими поликлональными антителами после эфирной экстракции удалось 

обнаружить эндогенную АБК.  

Как известно, для правильной интеграции внешних факторов с эндогенной сигнализацией 

растений требуется действие белков-переносчиков гормонов. Диффузия этих гормонов через 

плазматическую мембрану играет лишь незначительную роль в естественных условиях и что 

для правильной доставки АБК через плазматическую мембрану из мест синтеза (сосудистые 

ткани) в места действия (замыкающие клетки), особенно в условиях засухи когда 

индуцируется биосинтез АБК, необходимы переносчики АБК [Park et al. 2017]. На роль 

одного из переносчиков гормонов на дальние расстояния идеально подходят липид- 

транспортирующие белки (рис. 2). Как было показано ранее, абсцизовая кислота является 

одним из тех гормонов, который является лигандом для ЛТБ [Akhiyarova et al. 2021]. Так, 

способность рекомбинантного Ps-LTP1 взаимодействовать с абсцизовой кислотой оценивали 

с помощью флуоресцентного зонда 2-п-толуидинилнафталин-6-сульфоната (ТНС). При 

добавлении ЛТБ к смеси ТНС и АБК флуоресценция ТНС становилась ниже, чем в 
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контрольной группе, когда ЛТБ воздействовал только на ТНС. АБК легко размещалась в 

полости Ps-LTP1, снижая флуоресценцию на 66% [Akhiyarova et al. 2021]. 

Рис. 2. Дальний транспорт АБК. АБК, синтезированная в корнях, транспортируется в листья 

в комплексе с ЛТБ, где она вызывает закрытие устьиц. АБК транспортируется из листьев 

в корни через флоэму, возможно так же в комплексе с ЛТБ. ЛТБ облегчают разгрузку АБК 

из флоэмы в корни, где этот фитогормон увеличивает гидравлическую проводимость корней. 

Показан ЛТБ из гороха Pisum sativum, который может связывать АБК (PDB 2N81) [Akhiyarova 

et al. 2021]. ]. (Рисунок является модификацией схемы, приведенной в статье [Akhiyarova et al., 2024]) 

Иммуногистохимические исследования также показали локализацию АБК и ЛТБ 

на стенках клеток флоэмы, кроме того АБК присутствовала также внутри самих клеток 

на срезах корней гороха и было показано, что содержание как ЛТБ, так и АБК возрастало 

в условиях засоления [Akhiyarova et al. 2021]. Это было интерпретировано как возможное 

участие ЛТБ в выгрузке АБК из флоэмы. Кроме того, уровень и локализация АБК 

в устьицах растений гороха также возрастала при засолении. Анализ ксилемного 

экссудата с помощью вестерн-блоттинга и иммуноферментного анализа выявил присутствие 

ЛТБ в ксилеме и увеличение их содержания в условиях засоления, что свидетельствовало 

о стресс-индуцированном накоплении AБК в регуляции уровня ЛТБ [Vafina et al. 2024].  

Таким образом, из ЛТБ, осажденных с помощью специфических антител из белкового 

экстракта семян гороха, была экстрагирована и идентифицирована с помощью 

твердофазного иммуноферментного анализа эндогенная АБК, что подтвердило способность 

ЛТБ связывать этот гормон не только in vitro, но и in vivo. 
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